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1. RESUMEN/SUMMARY

En el trabajo se llevan a cabo diferentes estudios para la puesta a punto de métodos para la
determinacion de tetrahidrocannabinol (THC) en muestras requisadas de consumo ilicito y en
infusiones con presencia de otros compuestos, xantinas, como cafeina, teobromina y teofilina,
componentes con presencia en el café, cacao y té. La determinacién se llevé a cabo mediante
cromatografia de liquidos (HPLC) con detector UV/Vis y cromatografia de gases (GC) con detector
de ionizacion de llama (FID).

Se obtuvieron resultados que permitian la determinacion de THC, en presencia de las citadas
xantinas, mediante ambas técnicas cromatogréaficas, en el caso de HPLC a un tiempo de
respuesta de 6 minutos y con limite de deteccion de 0.24 ppm y por GC a 3.3 minutos y con limite
de deteccion de 7.6 ppm.

In the work, different studies are carried out for the development of methods for the determination
of tetrahydrocannabinol (THC) in samples seized from illicit consumption and in infusions with the
presence of other compounds, xanthines, such as caffeine, theobromine and theophylline,
components with presence in coffee, cocoa and tea. The determination was carried out by liquid
chromatography (HPLC) with UV/Vis detector and gas chromatography (GC) with flame ionization
detector (FID).

Results were obtained that allowed the determination of THC, in the presence of the
aforementioned xanthines, by both chromatographic techniques, in the case of HPLC at a
response time of 6 minutes and with a detection limit of 0.24 ppm and by GC at 3.3 minutes and

with detection limit of 7.6 ppm.

Lorena Rozas Sancho 1
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2. INTRODUCCION

2.1. Tetrahidrocannabinol

2.1.1. Mercado del Cannabis

El trafico ilicito de productos del cannabis afecta practicamente a todos los paises y figura entre
uno de los mas importantes del mundo, incautdndose entre 5000 y 6000 toneladas de marihuana
por afio, en el periodo de 2001 a 2017 y del orden, también por afio, de 1000 toneladas de resina
[1,2]. El cannabis sigue siendo la droga mas consumida en todo el mundo, se estima que
alrededor de 166 millones de personas la consumen por afio, lo que equivale, aproximadamente,

al 4% de la poblacion mundial de edad comprendida entre 15y 65 afios.

En los dltimos afios, la planta Cannabis sativa L., a pesar de la controversia que genera, ha ido
adquiriendo una notable importancia debido al potencial farmacolégico que muestran algunos de
los principales compuestos cannabinoides presentes en diferentes partes de la misma. Por este
motivo, es de gran interés profundizar no solo en el conocimiento de las propiedades fisico-
guimicas del Cannabis sativa L. sino también en el de las diferentes técnicas analiticas utilizadas
tanto para la extraccion como para la identificacion y caracterizacion de los constituyentes mas

importantes presentes en la planta.

Los cannabinoides son los constituyentes mas interesantes que se hallan en la planta. Entre estos
compuestos cabe destacar el A9 -tetrahidrocannabinol (A9 -THC, o simplemente THC), por ser el

compuesto psicoactivo mas importante.

Lorena Rozas Sancho 2
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Se trata de un compuesto perteneciente a los cannabinoides clasicos, derivados de benzopiranos,
siendo el que genera las mayores polémicas en torno a la legalizacién del Cannabis por algunos

de sus efectos tales como la alteracion de la memoria y la percepcion.

El A-9-Tetrahidrocannabinol fue aislado por primera vez en 1964 por Habib Edery, Yechiel Gaoniy

Raphael Mechoulam, del Instituto Weizmann de Ciencias, en Rejovot, Israel [paginas Web @)].

Sus efectos farmacoldgicos son el resultado de su vinculacion con los receptores especificos de
cannabinol, CB; y CB.. El THC tiene un efecto analgésico leve o moderado. Otros efectos incluyen
relajacion, alteracion de los sentidos visuales, auditivos, olfativos, fatiga y estimulacion del apetito.
Se ha demostrado que los fitocannabinoides, en especial el THC y el CBD, reducen la
permeabilidad intestinal [3]. Otros estudios [4,5] han sugerido la accién anticolinesterasa del THC,

lo que podria ser de interés en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

En 1961, el cannabis fue clasificado como sustancia estupefaciente en la Lista | (debido a su
ingrediente activo THC). Esta lista, junto con otras que se han ido haciendo en afios sucesivos,
conforman el listado de sustancias fiscalizadas a nivel internacional. En Espafia su prescripcion

médica esta regulada mediante Real Decreto 1675/2012, de 14 de diciembre.

La presencia de THC en los aceites de CBD y otros productos con cannabinoides se considera

legal siempre que sus concentraciones sean inferiores al 0,2 0 0,3% [paginas Web @],

Actualmente se estan llevando a cabo numerosas investigaciones enfocadas al tratamiento del
cancer usando THC [paginas Web @], que han demostrado efectos antitumorales en ensayos en

animales.

Dadas las caracteristicas actuales de sustancia ilegal, el control de las sustancias incautadas se
lleva a cabo en Espafia en las Areas Funcionales de Sanidad, en las Subdelegaciones y

Delegaciones del Gobierno.

En este trabajo pretendemos realizar un estudio para la determinacion de THC mediante técnicas
cromatogréficas en distintos tipos de muestras comercializadas ilegalmente, tales como, resina de
cannabis y cogollos de marihuana, asi como en otras muestras relacionadas con el consumo

como pueden ser las infusiones.

Lorena Rozas Sancho 3


https://www.cibdol.es/aceite-cbd

TEG 2021/2022 Introduccién

2.1.2. Antecedentes bibliogréficos

En la bibliografia que hemos consultado figuran varios métodos analiticos para la identificacion y
cuantificacion del cannabis y los productos del cannabis. Las técnicas mas empleadas son la
cromatografia de gases y la cromatografia de liquidos de alta eficacia, actualmente ambas
acopladas normalmente a la espectrometria de masas, aunque también se emplean otros

detectores.

En el afio 2010 la seccion de laboratorio y asuntos cientificos de la Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito (UNODC) publica un manual [1,2] para uso en laboratorios oficiales de
andlisis de drogas, en el que se recogen los métodos recomendados para la identificacion y
andlisis del cannabis y productos derivados del mismo. En dicho manual se detallan desde
métodos para la determinacion del grupo de compuestos al que pertenece una determinada
sustancia, sin especificar explicitamente el tipo de compuesto, desde ensayos de color y
cromatografia en capa fina (TLC), hasta métodos mas concluyentes como Inmunoensayos,
Cromatografia de gases (GC) y liquidos (HPLC) con diferentes detectores, asi como
Espectrometria de masas de relaciones isotépicas (IRMS) que permite identificar el origen

geografico de la materia vegetal.
A continuacion, describimos brevemente algunos de los procedimientos citados en dicho manual:

El ensayo presuntivo de color mas habitual empleado es el Duguenois-Levine, que consiste en
afadir unas gotas del reactivo A formado por acetaldehido y vainillina (0,5 ml de acetaldehido y
0,4 g de vainillina en 20 ml de etanol) junto con unas gotas de &cido clorhidrico concentrado,

observandose un color violeta, indicando la presencia de productos del cannabis.

Existen otros ensayos presuntivos de color. Uno de ellos, basado en la sal de Corinth sélida V.
Para ello, se doblan dos papeles de filtro superpuestos en cuartos y se abren parcialmente de
manera que formen un embudo; coloquese una pequefia cantidad de muestra pulverizada en el
centro del papel superior. Se afiaden dos gotas de éter de petroleo, dejando que el liquido penetre
en el papel de filtro inferior y, posteriormente, se afiade una pequefia cantidad de sal de Corinth
sélida V (1% peso/peso en sulfato anhidro de sodio) en el centro del papel de filtro y, después, se
afladen dos gotas de bicarbonato de sodio (1% peso/peso en solucion acuosa). Una mancha de
color rojo-purpura en el centro del papel de filtro es indicio de alguno de los productos que
contiene el cannabis: THC, CBN y CBD.

Lorena Rozas Sancho 4
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Otro de los ensayos es el de la sal de azul solido B (o-dianisidina tetrazotizada), de procedimiento
similar al anterior. Una mancha de color rojo-purpura en el centro del papel de filtro es indicio de
un producto que contiene cannabis. El color es combinacion de los colores de los principales
componentes del cannabis: THC rojo, CBN purpura, CBD anaranjado.

La cromatografia en capa fina (TLC), también llamada cromatografia en capa delgada (CCD), se
utiliza con frecuencia, puesto que es una técnica barata, proporciona cierto grado de especificidad,

es facil de usar y es capaz de detectar diferentes compuestos simultdneamente.

En cuanto a técnicas cromatograficas de gases, se suelen utilizar con detector de ionizacién de
llama (GC-FID) y detector de masas (GC-MS), ambas con columnas capilares, normalmente de 15
m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 mm de grosor de la pelicula. Los gases portadores mas

utilizados son el helio y el nitrégeno.

Las técnicas de cromatografia de liquidos HPLC, suelen emplear detectores de UV/Vis y masas
(HPLC-MS).

La Espectroscopia de masas de relaciones isotdpicas nos permite identificar el origen geogréfico
de la materia vegetal. A diferencia de otras drogas como la heroina y la cocaina, el cannabis no se
procesa quimicamente para su suministro ilicito, y por lo tanto conserva sus caracteristicas
elementales e isotdpicas originales. Asi pues, estos pardmetros podrian utilizarse para indicar el

origen geogréfico.

Ademas del anterior documento expuesto, hemos consultado otros trabajos en los que se detallan
diferentes métodos para la determinacion de cannabinoides. Hazekamp et al. [6] estudiaron la
posibilidad de aislar algunos de los cannabinoides mas importantes del Cannabis sativa L.
Mediante GC-FID, pudieron identificar y separar A9-THC, CBD, CBG y CBN. En el estudio
realizado de Gallo-Molina et al. [7], se realiza la extraccidn, caracterizacion y cuantificacion

mediante GC-FID de A9-THC en diferentes muestras de Cannabis sativa L.

Un método GC-FID desarrollado por Ibrahim et al. [8] permite la determinacion y cuantificacion de
cannabinoides acidos y neutros, CBD, A8-THC, A9-THC, CBG, CBN, CBDA, CBGA y THCA.

En las determinaciones por GC es necesario a veces, dependiendo del compuesto a determinar,
llevar a cabo procesos de derivatizacion, pues determinados compuestos cannabinoides son poco
volatiles y el proceso de derivatizacion permite obtener productos que lo sean para el analisis. En
este contexto, Fodor y Molnar-Perl [9] observaron que el proceso de derivatizacion que ofrecia

mayores ventajas era la sililacion con grupos trimetilsililo.

Lorena Rozas Sancho 5
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Por su parte, Omar et al. [10] realizaron un estudio basado en la identificacion y cuantificacion de
cannabinoides por GC-MS, previa extraccion con CO- supercritico. La SFE se realiz6 con el fin de
eliminar terpenos y otros componentes volatiles de las muestras, lo cual facilité el andlisis de la

mezcla de cannabinoides.

En relacion a técnicas cromatograficas de gases acopladas a espectrometria de masas, Cardenia
et al. [11] desarrollaron y validaron un método para el andlisis de cannabinoides del Cannabis
sativa L., en el cual probaron diferentes métodos de derivatizacion con el objetivo de evitar la
descarboxilacion de los cannabinoides principales de la planta. De esta forma, pudieron detectar y
cuantificar diferentes cannabinoides como CBN, CBD, CBDA, CBGA, CBG, THCA, A9 -THC y A8 -
THC, consiguiendo un andlisis completo de los mismos en menos de 7 min, con buena

sensibilidad y robustez.

Por otro lado, Hazekamp et al. [6] desarrollan un método HPLC-DAD para el andlisis de los
principales cannabinoides del Cannabis sativa L, realizando un segundo andlisis mediante GC
para cuantificar completamente los diferentes cannabinoides, siendo el tiempo requerido para
obtener un cromatograma completo de 32 minutos, mientras que, De Backer et al. [12] utilizan
HPLC y un detector DAD para la identificacion y cuantificacion de las formas neutras y acidas de
los cannabinoides principales en plantas de cannabis tanto de "tipo droga" como de "tipo fibra",
obteniéndose una buena separacion de todos los cannabinoides, excepto en el caso de THCA y
CBG donde hubo cierta superposicion de los picos. Este método permite obtener un

cromatograma completo en 36 min.

Brighenti et al. y Pellati et al. [13] llevan a cabo dos estudios para el andlisis de inflorescencias de
la planta Cannabis sativa L por HPLC-UV/DAD, mientras que, Gallo-Molina et al. [7] desarrollan
un método basado en la técnica HPLC-UV con el objetivo de determinar A9 -THC en extractos de

Cannabis sativa L.

La técnica de HPLC en tandem con espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) fue aplicada por
Aizpurua-Olaizola et al. [14] para el andlisis de diferentes extractos de cannabis. Los

cannabinoides fueron identificados tras ser aislados previamente mediante SFE.

Lorena Rozas Sancho 6
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Finalmente cabe mencionar la publicacion de un reciente estudio basado en el andlisis cualitativo
y cuantitativo de cannabinoides mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR). En concreto, en el trabajo realizado por Sanchez-Carnerero Callado et al. [15] se pudieron
cuantificar los compuestos CBD, CBC, A8 -THC, A9 -THC, CBG y CBN mediante espectroscopia
del infrarrojo cercano (NIR). A partir de diferentes modelos matematicos, se consiguioé obtener un
método simple y preciso que podria ser adecuado en un futuro proximo para la caracterizacion de

diferentes muestras de Cannabis sativa L.

Lorena Rozas Sancho 7
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2.1.3. Caracteristicas del tetrahidrocannabinol y de las xantinas estudiadas

Tetrahidrocannabinol

- Estructura quimica: Tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzenolb,d]pirano-1-ol

- Tabla de caracteristicas:

Datos quimicos

Formula quimica C21H3002
Peso molecular 314,46 g/mol
pka 10,6

Datos fisicos

Aspecto fisico Aceite viscoso
Punto de fusién 66°
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 2,8
Etanol 1,0

Lorena Rozas Sancho
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Cafeina

- Estructura quimica: 1,3,7-Trimetilxantina

- Tabla de caracteristicas:

H3C\ N
N
A A
o) ITI N

CHs

Datos quimicos

Férmula quimica CsH10N4O2
Peso molecular 194,19 g/mol
pka 10,4

Datos fisicos

Aspecto fisico

Solido blanco inodoro

Punto de fusion 234-239°
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 1,60
Etanol 1,50

Lorena Rozas Sancho
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Teobromina

- Estructura quimica: 3,7-Dimetilxantina

- Tabla de caracteristicas:

0 CHy
N
HN
W
o) ITI N
CH;

Datos quimicos

Férmula quimica C7HgN4O2
Peso molecular 180,17 g/mol
pka 9,9

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sélido blanco inodoro

Punto de fusion 357°
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0,056
Etanol 0,042

Lorena Rozas Sancho
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Teofilina

- Estructura quimica: 1,3-Dimetilxantina

- Tabla de caracteristicas:

0
o)\rTl N/

CHs;

Datos quimicos

Formula quimica C7HsN4O2
Peso molecular 180,17 g/mol
pka 8,9

Datos fisicos

Aspecto fisico

Sélido blanco inodoro

Punto de fusion 270-274°
Disolvente g/100mL
Solubilidad Agua 0,83
Etanol 1,25

Lorena Rozas Sancho
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2.2.  Planteamiento y objetivos

Se trata de llevar a cabo la puesta a punto de métodos de analisis para la determinacion
cromatogréfica por gases y liquidos de tetrahidrocannabinol, THC, en muestras requisadas para
su venta o consumo, asi como la posibilidad de analizar este compuesto en presencia de otros

(xantinas) presentes en infusiones, en las que a veces se afiade cannabis para su consumo.
Objetivos:

1) Estudio por espectroscopia UV-Visible de las longitudes de onda 6ptimas de absorcién del
tetrahidrocannabinol y xantinas (cafeina, teobromina y teofilina), con el fin de realizar la
determinacion de THC por HPLC con detector UV-Visible.

2) Determinacion de THC en presencia de xantinas por cromatografia de liquidos (HPLC) con

detector UV-Vis, a partir de las condiciones Gpticas de medida.

3) Determinacion de THC en presencia de xantinas por cromatografia de Gases (GC) con
detector FID.

4) Extraccion y determinacion de THC en infusiones y muestras requisadas de tréfico ilicito.

Lorena Rozas Sancho 12
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2.3. Técnicas en ladeterminaciéon

2.3.1. Espectroscopia de absorcion molecular UV-Visible

Esta técnica, se basa en la medicion de la radiacién ultravioleta-visible que es transmitida o
absorbida por una muestra, en comparacion con una referencia o blanco. Permite la
determinacion cuantitativa de compuestos que absorban a unas determinadas longitudes de onda.
Se suele utilizar ampliamente como detector en los equipos de cromatografia de liquidos de alta
eficacia (HPLC).

2.3.2. Cromatografia

La Cromatografia es un método utilizado para la separacion de los componentes de una muestra
en funcion de su distribucién entre una fase estacionaria y una fase movil. Es la técnica mas
utilizada en este trabajo. En concreto, cromatografia de liquidos (HPLC-UV/Vis) y cromatografia
de gases (GC-FID).

2.3.2.1. Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)

Es un método de separacion por elucién en el que la fase movil es un liquido. La muestra, una vez
preparada, se inyecta a través del portal de inyeccion en la columna cromatografica
produciéndose la separacion de los analitos. Posteriormente, cuando los analitos salen de la
columna, llegan al detector donde se produce una sefal caracteristica de cada uno de ellos, que

es registrada y visualizada en un cromatograma.
2.3.2.2. Cromatografia de gases (GC)

Es un método de separacion por elucion en el que la fase movil es un gas. La muestra contenida
en un vial, se inyecta en el sistema cromatogréafico a través de un portal de inyeccion donde se
vaporiza, pasando a la columna arrastrada por el gas portador (normalmente helio o nitrdgeno).
Una vez en la columna, se produce la separacion de los analitos llegando estos secuencialmente
al detector, produciéndose para cada uno de ellos una sefial que es registrada en un

cromatograma.
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3. TETRAHIDROCANNABINOL (THC). EXPERIMENTACION Y
RESULTADQOS

3.1. Cromatografialiguida de alta eficacia con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)

Teniendo en cuenta la bibliografia consultada, se trata de una técnica que ha sido utilizada para la
determinacion de tetrahidrocannabinol. Sin embargo, no es una técnica empleada por la
Delegacion del Gobierno para la determinacion de esta sustancia psicoactiva. En nuestro trabajo,
dado la importancia de esta técnica, hemos procedido a realizar un estudio para la determinacién

de tetrahidrocannabinol en presencia de xantinas a partir de esta técnica.

3.1.1. Equipo empleado

Cromatografo de liguidos de alta eficacia

Equipo Agilent 1200

Columna Col KROMAPHASE C18, 5.0um 150 mm x 4,6 mm

3.1.2. Preparacion de la muestra “patron”

La muestra “patron” (1,0 mL) de tetrahidrocannabinol en etanol, en concentracion 1mg/ml,
corresponde al proporcionado por el Laboratorio de Estupefacientes de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios al Area de Sanidad de la Delegacion del Gobierno.

A partir del patrén, mediante dilucién con etanol, se obtienen otras disoluciones patrén entre 0,1y
50 ppm, las cuales se mantuvieron a 4°C en ausencia de luz.
3.1.3. Estudio de la capacidad de absorcion por espectroscopia UV/Vis

Debido a la utilizaciéon de un detector con estas caracteristicas, es necesario realizar un estudio
con el fin de determinar la longitud de onda Optima de absorciébn para obtener la maxima

sensibilidad, selectividad y precisién en las medidas de tetrahidrocannabinol por HPLC.
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3.1.4. Equipo empleado

Espectrofotémetro UV/Vis

Equipo HEWLETT PACKARD AGILENT 8453
Cubetas Cuarzo
Lampara Deuterio

3.1.5. Lineade calibrado

Se toman “patrones” de tetrahidrocannabinol cuyas concentraciones estan comprendidas entre 0,1

y 0,8 ppm y se realizan barridos entre 200 y 850 nm con blanco etanol. Los resultados se recogen
en la Figura 1.
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Figura 1: Espectroscopia UV-VIS de los "patrones" de THC
Se observa que aparece una banda caracteristica, con un maximo de absorcion a longitud de

onda de 210 nm. Por lo tanto, se utilizara esta longitud de onda para el estudio por HPLC.

Se realiz6 una linea de calibrado a dicha longitud de onda para conocer la relacion lineal entre la
absorbancia y la concentracién de tetrahidrocannabinol y para obtener, ademas, el valor de la

absortividad del tetrahidrocannabinol. Los resultados se muestran en la Tabla 1y en la Figura 2.

Lorena Rozas Sancho 15



TFEG 2021/2022 Experimentacion y resultados: HPLC-UV/Vis

Tabla 1: Datos de la linea de calibrado del tetrahidrocannabinol por espectroscopia UV/Vis

Concentracién (ppm) Absorbancia
0,1 0,000
0,2 0,063
0,4 0,119
0,6 0,183
0,8 0,259

s . y =0,351x-0,0226
Linea de Calibrado 09807

03
0,25
0,2

< 0,15
0,1

0,05

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
C(ppm)

Figura 2: Linea de calibrado del tetrahidrocannabinol por espectroscopia UV/Vis

Aplicando la ley de Lambert-Beer, A=abc, se obtiene a partir de la pendiente de la linea de
calibrado, a 210 nm, su absortividad, a = 0,351 L/mg*cm. El valor de la absortividad molar se

determina teniendo en cuenta la masa molar del THC, £ =1,104 x 10° L/mol*cm.

Lorena Rozas Sancho 16



TFEG 2021/2022 Experimentacion y resultados: HPLC-UV/Vis

3.1.6. Estudio de la fase movil y calibrado

Para proceder a la determinacion de THC por este método, previamente se realizaron pruebas
para la eleccién de la fase movil mas adecuada con el fin de obtener una buena resoluciéon del

pico correspondiente al analito.

Se eligié una fase movil formada por una mezcla de metanol, acetonitrilo y agua en proporcion
60:30:10. De esta manera, se consiguié obtener un pico en un tiempo de analisis, en torno a los 6

min.
Otras condiciones de andlisis fueron: velocidad de flujo 1 mL/min y volumen de inyeccion 5 L.

Se realizaron medidas con disoluciones patrén de diferentes concentraciones de THC en etanol.
En las Figuras 3 y 4 se pueden observar los cromatogramas para 50 ppm y 5 ppm,

respectivamente.
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Norm. ]

— 6408

700 —
600 |
500 ~
400
300 —
200

100 -

© @ N T > ™ o N 502 © o < 2
| © o ~ = (] 2] D w0
] S ¥ 88 NS RS g =& 2 & ] b
{ =] —-— 2 S o) ) < 0 w0 ©
0- e I B e —— + = Lt S N
f T T T = T R e e
0 1 2 3. 4 6 min

Figura 3: Cromatograma patrén de THC 50 ppm

Se observa que el pico de THC, correspondiente a un tiempo de retencién de 6 min, modifica de

manera apreciable su intensidad y &rea al variar la concentracion de los patrones afiadidos.

Lorena Rozas Sancho 17



TEG 2021/2022

Experimentacion y resultados: HPLC-UV/Vis

VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENAQ00182.D)

,
o

6478

Figura 4: Cromatograma patrén de THC 5 ppm

A continuacion, se realiza una linea de calibrado con disoluciones patron de THC en etanol. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 5. Otros cromatogramas se

muestran en los anexos, Figuras 42 a 50.

Tabla 2: Datos de la linea de calibrado del tetrahidrocannabinol por HPLC, fase mévil 60:30:10

Concentracién (ppm)
0,1
0,2
0,4
0,8
1,6
3,1
6,2
12,5

25,0

Lorena Rozas Sancho

Area

22,7

41,8

56,8

92,1

141,5

256,8

799,6

1330,8

3237,1

tr (min)
6.436
6.292
6.213
6.209
6.214
6.200
6.187
6.108

6.112
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Linea de calibrado  v-12679x38601
R“=0,9913
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Figura 5: Linea de calibrado del tetrahidrocannabinol por HPLC, fase mévil 60:30:10

Los limites de deteccién (concentracidbn mas pequefa que se puede detectar con un cierto nivel
de confianza) y de cuantificacion (menor concentracién de analito de una muestra que puede
determinarse con un nivel de incertidumbre) obtenidos son 0.24 ppm y 0.72 ppm,

respectivamente.
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3.2. Cromatografia de gases con detector FID (GC-FID)

La GC-FID es una de las técnicas que habitualmente se utiliza en los laboratorios de forma

rutinaria para la identificacion y el analisis del cannabis. En concreto, es una de las técnicas

utilizadas por la Delegacién del Gobierno en Castilla y Leon.

3.2.1. Equipo empleado

Cromatografo de gases

Equipo

Agilent Technologies 6890N

Columna

HP-5 (Crosslinked 5% PH ME Siloxane) 30 m x 0,32 mm X
0,25 pm Film Thickness

Gas portador

Nitrégeno

3.2.2. Preparacion de la muestra “patréon”

La muestra “patron” se prepara a partir de la muestra de tetrahidrocannabinol proporcionada por el

Laboratorio de Estupefacientes de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

al Area de Sanidad de la Delegacién del Gobierno.

3.2.3. Estudio de las condiciones de trabajo

Para la determinacion de THC mediante esta técnica, después de realizar ensayos previos, se

fijaron las siguientes condiciones: temperatura del inyector 290°C; temperatura inicial del horno

200°C durante 1.5 min, con rampa de 40°C/min hasta 270°C, se mantiene esta temperatura

durante 2 min; temperatura del detector 350°C.

En la Tabla 3 se muestran las condiciones de trabajo completas con la rampa de temperatura.

Lorena Rozas Sancho
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Tabla 3: Condiciones de trabajo con rampa de temperatura

Temperatura del

inyector
Portal de inyeccidn Split del inyector
Flujo del Split
Volumen de inyeccién
Temperatura inicial
Horno Temperatura final
Rampa de temperatura
Duracién del ensayo

Detector
Temperatura del horno

290°C

20:1

20.0 ml/min

1ul

200°C

270°C

40°C/min durante 2 min hasta 270°C

5.25 min

350°C

Se realizan medidas para disoluciones de diferente concentracion de THC, en etanol. En la Figura

6, se recoge el cromatograma correspondiente a 50 ppm.

FID1 B, (LORENA\CDP00221.D)
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Figura 6: Cromatograma patrén de THC 50 ppm

El pico del THC es el correspondiente a un tiempo de retencion de 4 min, como se puede observar

en los cromatogramas es el que modifica su intensidad y &area al variar la concentracion de la

disolucion patrén. Otros cromatogramas aparecen en el anexo, Figuras 68 a 71.

Los resultados del calibrado para diferentes patrones, se reflejan en la Tabla 4 y la Figura 7.
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Tabla 4: Linea de calibrado THC (GC-FID)

Concentracién (ppm) Area tr (min)
3,1 9,04 3.689
6,2 18,58 3.713
12,5 67,03 3.685
25,0 137,12 3.716
50,0 353,42 4.089

. . y = 7,3909x - 26,124
Linea de calibrado 0,001

400
350 =
300
250
200

Area

150
100
50

50 0 10 20 30 40 50 60

C(ppm)

Figura 7: Representacion grafica del calibrado THC (GC-FID)

Los limites de deteccién y cuantificacion calculados a partir de esta linea de calibrado, fueron: 7.6

ppmy 22.7 ppm, respectivamente.
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4. TETRAHIDROCANNABINOL (THC) EN MUESTRAS CON
XANTINAS. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

4.1. Cromatografia liquida de alta eficacia con detector UV/Vis (HPLC-UV/Vis)

Se estudia la posibilidad de determinar THC en muestras, en las que pudieran aparecer otras
sustancias como consecuencia de la forma de consumo, como es el caso de infusiones. Para ello

se prepararon mezclas de THC con cafeina, teobromina y teofilina.

4.1.1. Preparacion de las muestras patron de xantinas

Cafeina 0.01026 g + 0.00001 g; teobromina 0.01043 g = 0.00001 g; teofilina 0.01002 g + 0.00001
g. En todos los casos, se disolvié cada una de las muestras en agua desionizada y se llevaron a
100,0 mL.

Cafeina 0.01058 g + 0.00001 g; teobromina 0.01012 g + 0.00001 g; teofilina 0.01035 + 0.00001 g.
En todos los casos, se disolvié cada una de las muestras en etanol y se llevaron con etanol a
100,0 mL.

4.1.2. Estudio por espectroscopia UV/Vis

Se realiza un estudio previo de las longitudes de onda de absorcién de cada uno de los

compuestos anteriormente mencionados. Los resultados se muestran en las Figuras 8 a 10.
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Figura 8: Espectro de cafeina
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Figura 10: Espectro de teofilina

Los datos de las longitudes de onda y bandas de las distintas xantinas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Longitud de onda y bandas de los distintos adulterantes

Longitudes de onda de

Compuesto absorcién (nm)
Cafeina 206y 273

Teobromina 206y 273
Teofilina 206y 273
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Tal y como se observa en las figuras todos los compuestos muestran absorbancia también a 210
nm, lo que significa que todas las xantinas van a dar respuesta a la A seleccionada para llevar a

cabo la determinacion por HPLC del tetrahidrocannabinol.

4.1.3. Determinaciones conjuntas

Antes de analizar por HPLC las mezclas de THC y xantinas, se analiza cada una de las xantinas
por separado para conocer su tiempo de retencion. Se utiliza la fase moévil de metanol, acetonitrilo
y agua en proporciones 60:30:10, que es la considerada Optima en el analisis del THC. Los
cromatogramas obtenidos en estas y otras condiciones indican que dichos compuestos se
detectan mucho antes de la aparicion del THC, todos ellos se muestran en los anexos, Figuras 51
a 53.

A continuacioén, se mezclan en medio etanol, 1,0 mL (5 ppm) de THC con 1,0 mL (100 ppm) de
cada una de las xantinas y se procede a su determinacién cromatografica. En la Figura 11 se
muestra el cromatograma de la mezcla. A la vista de estos resultados, se considera que se puede
determinar THC en presencia de cafeina, teobromina y tecfilina, si bien en estas condiciones no

se podria diferenciar cada una de las xantinas por solapamiento de los picos.

VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENA000172.D)
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Figura 11: Cromatograma mezcla de cafeina, teobromina, teofilina y THC
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4.2. Cromatografia de gases con detector FID (GC-FID)

Utilizando las condiciones seleccionadas en el apartado 3.2.3, se lleva a cabo un andlisis por GC

de cada una de las xantinas en etanol. Los cromatogramas obtenidos aparecen en las Figuras 12

a l4.
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Figura 12: Cromatograma cafeina
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Comparando los tiempos de retencion obtenidos, al realizar una mezcla de las xantinas con el

THC (Figura 15) se diferencian cada uno de los picos correctamente: THC 3.399 min; cafeina
4.318 min; teobromina 4.791 min y teofilina 5.024 min.
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Figura 15: Cromatograma mezcla de 25 ppm
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5. EXTRACCION Y DETERMINACION DE THC EN PLANTAS Y
RESINA DE CANNABIS. EXPERIMENTACION Y RESULTADOS

5.1. Extraccidn por agitacion

En los tubos donde se va a realizar la extraccion (Figura 16), se adiciona una cantidad de cogollo
de cannabis, pesada con precisién de 0,1 mg y 25,0 mL de etanol y se lleva a cabo la extraccion
mediante agitacion automética durante aproximadamente 30 minutos. A continuacion, se filtra y la
disolucién transparente obtenida se almacena a 4°C en ausencia de luz. Del mismo modo se

procede en la extraccion en la resina de cannabis.

Figura 16: Extracciones realizadas de cannabis y resina de cannabis

5.1.1. Determinacién por HPLC

Las determinaciones de THC se realizaron utilizando la fase mévil 6ptima indicada en el apartado
3.1.4: 60% metanol: 30% acetonitrilo: 10% agua.

Las Figuras 17 y 18 muestran los resultados obtenidos en el caso del cogollo.
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Figura 17: Cromatograma de la extraccion de cannabis en el cogollo
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Figura 18: Cromatograma ampliado de la extraccion de cannabis en el cogollo

El pico de THC es el correspondiente a 5.884 min. Los otros picos de diferentes &areas, pueden ser

debidos a otros compuestos presentes en el cannabis, que también se extraen con etanol.
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A continuacion (Figura 19), se muestra el cromatograma correspondiente a la extraccion en la

resina de cannabis.

VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LO ENA\LORENAQ00189.D)
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Figura 19: Cromatograma de la extraccion de cannabis en la resina

En este caso, el pico de retencién del THC se observa a 5.877 min. Los otros picos, como en el
caso anterior, corresponderian a otros compuestos presentes en la resina de cannabis que se

extraen con etanol y no dificultan la medida.

Con los resultados obtenidos, utilizando la correspondiente linea de calibrado, se calcula la

cantidad de THC existente en cada muestra (Tabla 6).

Tabla 6: Cantidad de THC en cada extraccion (HPLC)

Extracciones . Peso muestra
_ tr (min) _ % [THC]
cannabis cannabis (g)
Cogollo 5.884 0,0827 3,3
Resina 5.877 0,0300 2,0
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5.1.2. Determinacion por GC-FID

La determinacion de THC por GC se realiza en las condiciones indicadas en el apartado 3.2.3. Se
muestra, en la Figura 20, el resultado correspondiente al cogollo.
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Figura 20: Cromatograma extraccion de cannabis en el cogollo

El pico del THC es el que corresponde a un tiempo de retencién de 3.017 min.

A continuacion, se llevd a cabo la extraccion en la resina. En la Figura 21 se muestra el
cromatograma correspondiente.

FiDT B, (LORENA\CDP00237.0) — - S
Norm., -

90- F‘i‘
80 ‘

70

265

3.341

60 - |

IE 1 S, 2 Sl 4 e

Figura 21: Cromatograma extraccion de cannabis en la resina

En este caso, el pico del THC es el correspondiente a un tiempo de retencién de 3.341 min.

Tal y como se aprecia en los cromatogramas, se produce una pequefia variacion en la retencion

del THC en la columna en funcién de la sustancia utilizada para la extraccion del cannabis.
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Los resultados obtenidos para las extracciones de cannabis, tanto en el cogollo como en la resina,

realizadas mediante GC, se recogen en la Tabla 7.

Tabla 7: Cantidad de THC en cada extraccién (GC)

Extracciones ) Peso muestra
_ tr (Min) _ % [THC]
cannabis cannabis (g)
Cogollo 3.017 0,0827 3,7
Resina 3.341 0,0300 2,7

Se obtiene una mayor cantidad de THC con GC que con HPLC, debido a que en la planta de
cannabis pueden existir cannabinoides acidos y neutros (THCA y THC en el caso del
tetrahidrocannabinol). Con el aumento de la temperatura, los acidos se convierten en neutros, por

lo que se puede producir un aumento en la deteccion de la cantidad de THC presente.

5.2. Extracciéon Soxhlet

Se realiza este estudio con el objetivo de comprobar, si la extraccion mediante el método Soxhlet

puede ser una mejor opcién comparado con las extracciones en agitacién constante.

Se pesa, con precision de 0,1 mg, una cantidad de cogollo del orden de 0,3 g, y como extractante
se utilizan unos 250,0 mL de etanol. Una vez finalizado el proceso de extraccién realizado durante
unas tres horas, ocho ciclos, se destila parte del etanol para concentrar el extracto, se filtra y se

enrasa a 50,0 mL con etanol.

El extracto obtenido con este procedimiento presenta un color verde muy intenso (Figuras 22 y

23). Antes de inyectarlo en el cromatégrafo se filtra en filtro de jeringa de 0.22 pm.
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Figura 23: Proceso de destilacidn del etanol a partir del extracto de Soxhlet

Posteriormente, de forma analoga, se realiza la extraccion en la resina. La cantidad pesada, con
precision de 0,1 mg, es del orden de un gramo y como extractante se utilizan unos 250,0 mL de
etanol. Una vez finalizado el proceso de extraccion, se destila parte del etanol para concentrar el

extracto, se filtra y se enrasa como en el caso anterior.

El extracto obtenido con este procedimiento presenta un color marron muy intenso, Figura 24.

Antes de inyectarlo en el cromatografo se filtra con filtro de jeringa.
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Figura 24: Aspecto del extracto de resina de cannabis durante la extraccién y al finalizar

5.2.1. Determinacién por HPLC

Los extractos obtenidos del cogollo y la resina de cannabis se inyectan en el cromatégrafo
obteniéndose los cromatogramas que se recogen en las Figuras 25y 26, otros cromatogramas
correspondientes a diluciones se reflejan en el anexo (Figuras 62 y 63). El pico correspondiente al
THC sale a un tiempo de retencion de 5.888 min en el extracto del cogollo y de 6.016 min en el
extracto de la resina. La fase movil utilizada es la éptima, metanol, acetonitrilo y agua en
proporcion 60:30:10. Las medidas se realizan a longitud de onda de 210 nm.
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Figura 25: Cromatograma de la extraccion en el cogollo (Soxhlet HPLC)
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Figura 26: Cromatograma de la extraccidn en la resina (Soxhlet HPLC)

En la Tabla 8, se reflejan los resultados de la cantidad de THC obtenido de la extraccion de

cannabis mediante este procedimiento.

Tabla 8: Cantidad de THC con Soxhlet (HPLC)

Extracciones . Peso muestra
_ tr (Min) _ % [THC]
cannabis cannabis (g)
Cogollo 5.888 0,2867 3,9
Resina 6.016 0,9351 2,8

Comparando los resultados obtenidos para el cogollo y la resina, la cantidad de THC obtenida por

extraccion con Soxhlet es algo mayor a la de agitacion constante.
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5.2.2. Determinacion por GC-FID

Se procede a la determinaciéon de las muestras por cromatografia de gases en las condiciones
indicadas anteriormente. En la Figura 27 se muestra el cromatograma obtenido para la extraccién

en el cogollo. El pico de THC sale a un tiempo de retencién de 3.056 min (dilucion en el anexo,
Figura 72).

“Fib1 B, (LORENA\CDP00238.0)

0
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Figura 27 Cromatograma de la extraccién de cannabis en el cogollo (Soxhlet GC)

En el analisis correspondiente a la extraccion de THC en resinas de cannabis, se obtiene un pico

para el THC a un tiempo de retencion de 3.289 min, Figura 28, (dilucién en el anexo, Figura 73).
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Figura 28: Cromatograma de la extraccién del cannabis en la resina (Soxhlet GC)

A continuacion (Tabla 9), se muestran los resultados obtenidos por este método.

Tabla 9: Cantidad de THC con Soxhlet (GC)

Extracciones ] Peso muestra
_ tr (min) _ % [THC]
cannabis cannabis (g)
Cogollo 3.056 0,2867 4,3
Resina 3.229 0,9351 2,9
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Comparando los resultados obtenidos para el cogollo y resina por ambos métodos, extraccién con
agitacion constante y mediante Soxhlet, se obtiene una ligera cantidad superior de THC por este

ultimo.

Aunque se obtiene una mayor cantidad, también implica mas tiempo de extraccion
(aproximadamente 2 horas). Sin embargo, al poder utilizar una mayor cantidad de muestra de

cannabis en la extraccion, los resultados serian mas representativos.

La diferencia obtenida entre GC y HPLC puede ser debida a que en la planta de cannabis hay
cannabinoides acidos y neutros. Con el aumento de temperatura, los acidos se transforman en

neutros, en el caso del THC se pasa de THCA a THC, por lo que se detecta mayor cantidad.
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6. ESTUDIO PARA LA DETERMINACION DE THC EN INFUSIONES DE
MATE, CAFE, CACAO Y TE.

6.1. Preparacién de las infusiones y extraccion de THC
Preparacion

Se toma una cantidad de muestra del orden de un gramo de cada uno de los compuestos (Figura
29), se adiciona sobre agua desionizada y se calienta hasta ebullicion durante unos 15 minutos. A
continuacion, se afiade 1,0 mL de THC, se agita con varilla de vidrio y se deja enfriar a
temperatura de laboratorio. Por ultimo, se filtra hasta disolucién transparente y se enrasa a 25,0

mL con agua desionizada.

Figura 29: Muestras de café, té, cacao y mate

Extraccion

El proceso de extraccion de las xantinas y del THC se realiza haciendo pasar secuencialmente a
través de una columna C18, 10,0 mL de metanol, 10,0 mL de agua desionizada y 5,0 mL de
muestra. Posteriormente se realiza el lavado de la columna con agua desionizada. El extracto
retenido en la columna se recupera mediante dos sucesivas adiciones de 1,0 mL de acetonitrilo y

se almacena a 4°C en ausencia de luz.
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6.1.1. Determinaciéon por HPLC

Previo al analisis de las infusiones con THC, se lleva a cabo una determinacion por esta técnica
de cada una de las infusiones sin THC con el mismo tratamiento de extraccion, para comprobar la
respuesta a los componentes presentes en dichas infusiones que hayan quedados retenidos en la
columna C18 y posteriormente eluidos con acetonitrilo. Los cromatogramas se reflejan en los

anexos, Figuras 64 a 67.

Las medidas en todos los casos de las mezclas con THC o solo infusiones, se realizan con fase
movil: metanol, acetonitrilo y agua en proporciones 60:30:10. Longitud de onda 210 nm, y demas
condiciones recogidas en el apartado 3.1.4.

A continuacién, Figuras 30 a 37, se muestran cromatogramas correspondientes a distintas
infusiones con THC. En cada uno de ellos, se puede deducir que se produce una correcta
separacion entre las xantinas presentes en las disoluciones de cacao, t€, café, mate y el THC.

o

Ca

VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENAQ00185.D)
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Figura 30: Cromatograma mezcla de café y THC

Dadas las dificultades de caracterizar el pico a 5.953 min, debido a lo diluido de la muestra, se

incluye a continuacion cromatograma de la misma muestra a diferente escala. (Figura 31)
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Figura 31: Cromatograma ampliado mezcla de café y THC

El pico correspondiente al THC sale a 5.953 min. Los otros picos con mayor area pueden ser

debidos a otros compuestos presentes en el café.

Mate
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Figura 32: Cromatograma mezcla de mate y THC
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Dadas las dificultades de caracterizar el pico, Figura 32, a 6.027 min, debido a lo diluido de la
muestra, se incluye a continuacién cromatograma de la misma muestra diferente escala. (Figura
33)

" VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENA000184.D)
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Figura 33: Cromatograma ampliado mezcla de mate y THC

El pico correspondiente al THC es el que sale a los 6.027 min. Los otros picos solapados y con

mayor area se suponen debidos a otros compuestos presentes en el mate.

Té

Los resultados estan recogidos en forma andloga a los dos anteriores. La exposicion en la
memoria de la secuencia de los cromatogramas se realiza para favorecer la visualizacion en el
primero de ellos de la presencia de otros componentes, Figura 34, y en el segundo del THC,

Figura 35, donde debido al tipo de escala los componentes mayoritarios aparecen cortados.
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Figura 34: Cromatograma mezcla de té y THC
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Figura 35: Cromatograma ampliado mezcla de té y THC

El pico correspondiente al THC es el que sale a los 5.917 min. Los otros picos con mayor area

pueden ser debidos a otros compuestos presentes en el té.
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Cacao

Los resultados estan recogidos en forma analoga a los anteriores, Figura 36 sin ampliar y Figura

37 ampliada.
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Figura 36: Cromatograma mezcla de cacao y THC
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Figura 37: Cromatograma ampliado mezcla de cacao y THC
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El pico correspondiente al THC es el que aparece a 5.927 min. Los otros picos como en los

anteriores casos, pueden ser debidos a otros compuestos presentes en el cacao.

6.1.2. Determinacion por GC-FID

Antes de analizar por GC las mezclas de las infusiones con THC, se analiza como en el

procedimiento anterior, la determinacién en infusiones sin THC. Se utilizan las condiciones

seleccionadas en el apartado 3.2.3. Los cromatogramas se recogen en los anexos, Figuras 74 a

77.

A continuacién, se muestran los cromatogramas de las infusiones con THC mediante este método.

El pico del THC es el correspondiente a un tiempo de retencién de 3.3 min.
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Figura 38: Cromatograma mezcla mate + THC
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Figura 39: Cromatograma mezcla de té + THC
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Figura 41: Cromatograma mezcla café + THC

Como se puede observar en cada uno de los cromatogramas, al compararlos con los obtenidos
para las infusiones sin adicién de THC (anexos, Figuras 74 a 77), se produce una adecuada
separacion del pico correspondiente al cannabinoide con respecto a otros componentes presentes

en las infusiones, lo que permitiria la determinacion del THC en dichas muestras.
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7. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Se ha puesto a punto un método para la determinacion de THC por HPLC,
obteniéndose una buena respuesta a un tiempo de andlisis de 6 minutos con LOD =
0.24 ppm; LOQ = 0.72 ppm. Las condiciones de medida fueron: fase mavil: 60%
metanol, 30% acetonitrilo y 10% agua; longitud de onda 210 nm; flujo 1mL/min y

volumen de inyeccién 5 L.

Se ha puesto a punto un método para determinar THC mediante GC, las condiciones
propuestas son: temperatura del inyector 290°C, temperatura inicial del horno 200°C
(1.5 min), rampa de 40°C/min hasta 270°C (2 min), temperatura del detector 350°C. En
estas condiciones el THC se determina a un tiempo de retencién de 3 minutos con
LOD =7.6 ppm; LOQ =22.7 ppm.

Se realiza un estudio para la determinacion de THC en cogollos y resina de cannabis
utilizando etanol como extractante, comprobandose la viabilidad de los dos métodos
cromatograficos estudiados, HPLC y GC, para la determinacion de THC en este tipo de

muestras.

Se realiza un estudio para la determinacion de THC en infusiones de mate, café, cacao
y té, tratadas con dicho cannabinoide. Se comprueba la viabilidad de los dos métodos
cromatograficos estudiados, HPLC y GC, para la determinacion de THC en este tipo de

muestras.
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9. ANEXOS
9.1. Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC)
9.1.1. Estudio de lafase movil y calibrado
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Figura 42: Cromatograma patrén THC 25 ppm (60:30:10)
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Figura 43: Cromatograma patrén THC 12,5 ppm (60:30:10)
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Figura 44: Cromatograma patron THC 6,2 ppm (60:30:10)
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Figura 45: Cromatograma patrén THC 3,1 ppm (60:30:10)
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Figura 46: Cromatograma patrén THC 1,6 ppm (60:30:10)

- - S = =
©o o - N w »
o ,L_;_TL_._L_LJJ SRS R L e ] L] e
L
/

oo

~

VWD1 A, Wavelength=210 nm (LORENA\LOR0000S8.D)

PR Y

Lok

1.769

—~_

T 14

1

Figura 47: Cromatograma patréon THC 0,8 ppm (60:30:10)
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Figura 48: Cromatograma patron THC 0,4 ppm (60:30:10)
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Figura 50: Cromatograma patrén THC 0,1 ppm (60:30:10)
9.1.2. Determinaciones conjuntas
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Figura 51: Cromatograma cafeina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (LORENA\LOR000110.D)
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Figura 52: Cromatograma teobromina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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Figura 53: Cromatograma teofilina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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| VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENA000175.D)
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Figura 54: Cromatograma teobromina del orden de 25 ppm (86:14)
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Figura 55: Cromatograma teofilina del orden de 34 ppm (86:14)
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Figura 56: Cromatograma mezcla de cafeina y THC (60:30:10)
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Figura 57: Cromatograma mezcla de cafeina, teobromina y THC (60:30:10)
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VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENA000171.D)
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Figura 58: Cromatograma mezcla de cafeina, teofilina y THC (60:30:10)
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Figura 59: Cromatograma mezcla de teobromina y teofilina (86:14)
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Figura 60: Cromatograma mezcla de cafeina, teobromina y teofilina (86:14)
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Figura 61: Cromatograma mezcla cafeina, teobromina, teofilinay THC (86:14)
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9.1.3. Determinacion y extracciones de THC en plantas y resina de cannabis
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Figura 62: Cromatograma extraccion en el cogollo Soxhlet diluido
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Figura 63: Cromatograma extraccion en la resina Soxhlet diluido
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9.1.4. Estudio parala determinacion de THC en infusiones de mate, café, cacao y
té

= VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENAO00195.D) T EReeE Ze|
|
Norm. - 2 ‘
3 N |
] i |
1 I ®
=0 AN
i [ 1 A
< [ \ ‘
300 &
] e
1 J {
250 e | |
oy | |
3
200 - =k \
¥
|\
150 &
100 |
\ 50 / 2 o
o w
\ e L i RiS e e o
0- — T T g Lz "
[ESE a0 1 2 3 4 S 6 min
Figura 64: Cromatograma infusiéon de mate
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Figura 65: Cromatograma infusion de café
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VWD1 A, Wavelength=210 nm, TT (LORENA\LORENA000197.D)
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Figura 66: Cromatograma infusidn de cacao
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Figura 67: Cromatograma infusion de té
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9.2. Cromatografia de gases (GC-FID)

9.2.1. Calibrado
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Figura 68: Cromatograma patrén THC 3,1 ppm
LRGP D) 3 7 % of
ks
|
it
|
12 | | ‘
IE3 |
il | J |
i“ | 4
\ i
\ ‘J‘ ) / \! X X
=) o o it e e i
MR et e e B RS S AN SRS A R I P e AT b e - T 3
TR 1 15 2 25 S L 5E S W e
Figura 69: Cromatograma patron THC 6,25 ppm
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Figura 70: Cromatograma patron THC 12,5 ppm
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Figura 71: Cromatograma patrén THC 25 ppm

9.2.2. Determinacién y extracciones de THC en plantas y resina de cannabis
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Figura 72: Cromatograma extraccién en el cogollo Soxhlet diluido
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Figura 73: Cromatograma extraccion en la resina Soxhlet diluido
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9.2.3. Estudio parala determinacion de THC en infusiones de mate, café, cacao y

te
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Figura 74: Infusidn de mate
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Figura 75: Infusidn de café
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Figura 76: Infusién de té
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~FiD1 B, (LORENACDF00234D)
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77: Infusion de cacao
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