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Resumen

El cannabidiol (CBD) es uno de los cannabinoides mdas importantes, junto con el A°-
tetrahidrocannabinol (THC), de la planta Cannabis sativa. En los Ultimos afios, el interés por el
CBD ha aumentado por su potencial terapéutico, ya que posee efectos antiinflamatorios,
antioxidantes, antieméticos y ansioliticos. Ademas, de que no es psicotrdpico.

Al no ser posible distinguir la proporciéon de CBD y THC en el cannabis en base a su apariencia,
se necesitan métodos de andlisis para caracterizar y cuantificar estos compuestos. Los métodos
utilizados para la determinacidon de CBD son cromatografia de liquidos HPLC y cromatografia de
gases. En HPLC, con un detector de UV-Visible a 206 nm, la fase mdévil utilizada en los extractos
de la planta de cannabis es 60% metanol, 30% acetonitrilo y 10% agua. El pico de CBD se obtiene
en torno a los 3 min.

En el caso de GC, las condiciones 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 CBD se determina a 4.3 min. Ademas de los extractos de la planta de
cannabis, se ha estudiado la posibilidad de determinar el CBD mediante HPLC y GC en muestras
adulteradas.

Abstract

Cannabidiol (CBD) is one of the most important cannabinoids of Cannabis sativa, along with A%-
tetrahydrocannabinol (THC). In recent years, interest in CBD has increased due to its possibilities
as a medicine with anti-inflammatory, antioxidant, antiemetic and antianxiety effects. In
addition, CBD is not a psychotropic substance.

As it is not possible to distinguish the ratio of CBD and THC in cannabis based on its appearance,
analytical methods are needed to characterize and quantify these compounds. The techniques
used for the determination of CBD are HPLC and gas chromatography. In HPLC, using a UV-VIS
detector set to 206 nm, the mobile phase used in the extracts of cannabis is formed by 60%
methanol, 30% acetonitrile and 10% water. The characteristic peak of CBD is obtained around 3
min.

Using GC, the initial temperature of the oven is 200 °C for 1.5 min. Then, ramping at a rate of 40
°C/min until 270 °C. The oven is kept at this temperature for 2 min. The injector temperature is
290 °C and the detector temperature is 350 °C. Under these conditions, CBD is determined at
4.3 min. In addition to extracts from cannabis, the possibility of determining CBD by HPLC and
GCin adulterated samples has been studied.
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1. Introduccion

1.1. Introduccidn

El cannabidiol (2-[(1R,6R)-6-isopropenyl-3-methylcyclohex-2-en-1-yl]-5-pentylbenzene-1,3-
diol), también conocido como CBD, es uno de los principales cannabinoides de la planta
Cannabis sativa, su féormula molecular es C21H300,.

CHs

Figura 1.1. Estructura quimica del CBD

Las plantas de cannabis se han utilizado desde la antigliedad debido a sus caracteristicas y a los
diferentes usos que se le puede dar. Los productos derivados mas importantes se pueden
clasificar en tres grupos: a) aceite y alimentos derivados de semillas de cafiamo, como por
ejemplo la harina de cafiamo; b) fibras, utilizadas en la industria textil y de papel; y c) resinas
con interés farmacoldgico [1].

El cannabis, ademds del CBD, es fuente de otros cannabinoides como el THC (A°-
tetrahidrocannabinol), el CBG (cannabigerol) o el CBN (cannabinol), siendo los dos mas
importantes el CBD y el THC. Los cannabinoides son un tipo de compuestos orgdnicos
pertenecientes al grupo de los terpenofenoles, con un esqueleto de carbono Cyi, el cual se
encuentra exclusivamente en el cannabis [2].

Aunque los cannabinoides se han usado durante siglos, los componentes quimicos de los
extractos del cannabis no se identificaron hasta finales del siglo XIX. El CBD y el THC se aislaron
del extracto de aceite de cdfiamo en 1940y 1942, respectivamente [3]. Posteriormente en 1963,
Mechoulam y Shvo determinaron la estructura quimica del CBD [4].

El primero en caracterizarse y aislarse fue el CBD, sin embargo, se ha investigado mas el THC por
ser psicoactivo, es decir, que afecta a la conciencia y a la actividad mental de quien lo consume.
Pero en los ultimos afios, se han descubierto diferentes actividades farmacolégicas del CBD,
entre los que se incluyen efectos analgésicos, antiinflamatorios, antioxidantes, antieméticos o
ansioliticos [5].

A raiz de las investigaciones llevadas a cabo con los cannabinoides, existen algunos farmacos
disponibles comercialmente como sativex® (nombre comercial del Nabiximol), un spray para su
aplicacion sublingual, que contiene CBD y THC, utilizado para el tratamiento de la espasticidad
relacionada con la esclerosis multiple. Este fue el primer extracto de cannabinoides aprobado
como medicamento.
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Mas recientemente, la FDA ha aprobado el uso de Epidiolex®, una solucion oral de CBD, para

su uso en el tratamiento de convulsiones relacionadas con la epilepsia infantil, como el sindrome
de Dravet [3].
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Figura 1.2. Epidiolex®

Como el CBD es el isdmero no psicoactivo del THC, algunos investigadores consideran que podria
ocurrir la reaccion de conversion al ingerirlo. En un estudio publicado por Merrick et al. [6] los
autores concluian que el CBD se podia convertir en THC mediante la exposicién prolongada a un
fluido géstrico, si bien en el trabajo no se realizan ensayos in vivo sino in vitro usando un medio
simulado de fluido gastrico, pero no existen evidencias cientificas de que esto ocurra en seres
humanos. La reacciéon de isomerizacién se conoce desde que Adams publicé las posibles

estructuras en 1940 [7], quedando definitivamente definida la estructura por Mechoulam en los
afos 60.

Posteriormente a esta publicacién, Grotenhermen et al. publicaron varios articulos y ensayos
clinicos donde llegaron a la conclusion de que tal reaccion de conversidon no podia ocurrir al no
existir una enzima que permitiera su realizacion. Ademas, la reaccién iria en contra de los
estudios de farmacocinética y metabolismo llevados a cabo en ensayos clinicos humanos [5].

1.2.  Justificacion del trabajo

En diciembre de 2020, la ONU (Comisidon de Estupefacientes) ha reconocido las posibles
propiedades terapéuticas del cannabis y de su resina, procediendo a retirar estas sustancias de

la lista IV de la Convencion sobre drogas de 1961, espacio reservado para las sustancias mas
perjudiciales y sin potencial médico reconocido.

En los ultimos afios, el interés por el CBD ha aumentado debido al potencial terapéutico que al
parecer presenta, lo cual se puede constatar en las investigaciones sobre su uso medicinal. Los
efectos que posee son de tipo: antiinflamatorio, anticonvulsivo, ansiolitico, analgésico e incluso
neuroprotector. También hay estudios [8, 9] que sugieren que el CBD podria tener un papel
modulador en la actividad del THC, disminuyendo los efectos psicolégicos adversos.

12



La proporcion de CBD en la planta de cannabis estd determinada, principalmente por las
caracteristicas genéticas de la planta, pero también pueden influir las condiciones ambientales
y de cultivo [10]. EI CBD se biosintetiza enzimaticamente como un acido carboxilico sin actividad
farmacolégica, el acido cannabididlico (CBDA). Se transforma en CBD mediante Ila
descarboxilacidon que ocurre de forma natural a medida que la planta envejece, y también con
la exposicion a la luz o al calor [11].

La actividad farmacoldgica o potencia del cannabis esta representada por el contenido total de
cannabinoides, en el caso del CBD, es la suma del CBD y de su precursor acido, CBDA. Como la
legalidad del cannabis varia significativamente de un pais a otro, es importante determinar el
contenido en CBD debido a que, dependiendo de la legislacidon, podria clasificarse como farmaco
0 no.

En la Unidn Europea, se permite el cultivo de variedades no psicoactivas de cafiamo del tipo
fibra con niveles de THC total inferiores al 0.2%. Aunque el CBD es el principal cannabinoide,
normalmente se encuentra en el canamo de fibra en valores inferiores al 4%; sin embargo, en
cultivos enriquecidos en CBD, puede alcanzar valores de hasta un 25%. En estos casos, habria
qgue tener en cuenta la variacidon porcentual que el enriquecimiento origina con respecto al
contenido, en %, de la planta en THC. Ya que el apreciable aumento en CBD, podria llevar a
pensar que estos cultivos son en apariencia legales, pero que, sin embargo, tuvieran cantidades
totales en THC superiores a las permitidas.

Distinguir de forma natural en el cannabis la mayor o menor proporcidon de CBD y THC, en base
a apreciaciones externas de su apariencia como tamano, olor, color, etc..., no es factible. Por
ello, es necesario determinar el potencial del cannabis mediante métodos de analisis, que
permitan caracterizar y cuantificar los compuestos de interés, ya sea con fines médicos,
policiales o forenses, o bien para el control de calidad en la industria del cannabis, en aquellos
paises donde bajo normativa esta permitida su produccion, venta o consumo [12].
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1.3. Caracteristicas fisico-quimicas de compuestos analizados en el trabajo

Nombre Cannabidiol (CBD)
Formula molecular C21H300>
Masa molar 314.46 g/mol

Estructura quimica

CHj

Solubilidad en agua

Poco soluble

Solubilidad en alcohol

Etanol (35 mg/ml) y metanol (30 mg/ml)

Punto de ebullicién 180 °C
Nombre Cocaina
Formula molecular C7H21NO4
Masa molar 303.35 g/mol
QA et
HsC—N O
Estructura quimica
O
O

Solubilidad en agua

Ligeramente soluble

Solubilidad en alcohol

Soluble

Punto de ebullicidn

187 °C
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Nombre Procaina
Férmula molecular C13H20N202
Masa molar 236.31 g/mol

Estructura quimica

HzN NN

Solubilidad en agua Soluble
Solubilidad en alcohol Soluble
Punto de ebullicién 373.6°C
Nombre Lidocaina
Formula molecular C14H22N,0
Masa molar 234.34 g/mol
N
Estructura quimica j‘]/\ N N
o L
Solubilidad en agua Soluble
Solubilidad en alcohol Soluble
Punto de ebullicidn 350.8 °C
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Nombre Cafeina
Férmula molecular CsH10N4O>
Masa molar 194.19 g/mol
Q  CH
HiC Jj:hf
Estructura quimica )'\ ‘ />
07 "N N
CH;
Solubilidad en agua Soluble
Solubilidad en alcohol Soluble
Punto de ebullicién 178 °C

1.4. Objetivos del trabajo

En este Trabajo Fin de Master se pretende realizar un estudio sobre el cannabidiol (CBD), con el
fin de determinarlo en diferentes muestras que incluyen una de origen natural.

El estudio implicard las siguientes etapas:
a) Estudio previo para su determinacion por diferentes técnicas analiticas: Espectroscopia
de absorcién UV-Visible; Cromatografia de liquidos (HPLC) y Cromatografia de gases
(GC)
b) Toma de muestra y su tratamiento
c) Extracciony puesta a punto de métodos para su andlisis por HPLCy GC
d) Comprobacidn de posibles interferentes, derivados de las muestras a analizar

e) Discusion de los resultados obtenidos

f) Conclusiones
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2. Técnicas utilizadas

2.1. Espectroscopia de absorciéon molecular UV-VIS

Este tipo de espectroscopia determina la absorcién molecular de la radiacién en las regiones
ultravioleta y visible de un analito. Se basa en la medicién (transmitancia o absorbancia) de la
radiacién que deja pasar una disolucidn contenida en una celda transparente a dicha radiacién.

Las aplicaciones estan relacionadas con la determinacién cuantitativa de analitos organicos e
inorgdnicos. En este caso, se utiliza para conocer las longitudes de onda 6ptimas de absorcidon
del CBD y usarlas en su determinacién por HPLC con un detector de UV-Visible. También se
utiliza para conocer el espectro de posibles interferentes por absorciéon a esas longitudes de
onda.

2.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla a través de su paso
por una columna, identificdndolos posteriormente con el detector adecuado. El tipo de
cromatografia mads utilizado es la cromatografia de reparto, que consiste en una fase
estacionaria (relleno de la columna) y una fase maovil (liquido que interacciona con la muestra).

La muestra se inyecta y los componentes de la muestra se separan en funcidn de su interaccion
con la columna y la fase mdvil, esto permite conocer el tiempo de retencién de cada
componente. Para evitar solapamientos o que los tiempos del analisis sean muy largos, hay que
tener en cuenta la polaridad del soluto, de la fase mdvil y de la fase estacionaria.

En este caso se realiza un estudio con patrones de distinta concentracidon del compuesto a
determinar, para conocer el tiempo de retencidn sobre la columna en funcidn de las diferentes
fases moviles utilizadas. Los resultados obtenidos se aplican posteriormente a la determinacién
de CBD en las diferentes muestras.

2.3. Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica utilizada para separar los componentes de una muestra
vaporizada. Existen dos tipos: cromatografia gas-liquido (CGL) y cromatografia gas-sélido (CGS),
la mas utilizada es la primera y se la conoce como cromatografia de gases.

Los componentes se separan debido a que se reparten entre una fase gaseosa y una fase
estacionaria contenida en una columna. Al realizar la separacidon cromatografica, la muestra se
vaporiza y se inyecta en la columna cromatografica. La elucidén ocurre mediante el paso del flujo
de una fase mdvil, que consiste en un gas inerte.

A diferencia de la mayoria de los otros tipos de cromatografia, la fase movil, en nuestro caso
nitrégeno, no interacciona con el analito, su funcién es transportarlo a través de la columna. Por

17



ello, para realizar el andlisis hay que establecer las condiciones de temperatura a lo largo del
proceso en funcién del compuesto a analizar. En este caso se realiza un procedimiento similar al
usado en cromatografia de liquidos, se buscan las condiciones éptimas para analizar el
compuesto en los diferentes tipos de muestra.
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3. Antecedentes bibliograficos

Debido al aumento en el desarrollo de preparados con cannabis, existe una demanda creciente
de métodos cualitativos y cuantitativos para el andlisis de los componentes bioactivos. El
método analitico usado para llevar a cabo la determinacidon va a depender de la aplicacién
requerida.

Por ello, el analisis puede realizarse con la planta de cannabis o con matrices bioldgicas, en el
primer caso, es para determinar las cantidades de un cannabinoide, permitiendo el control de
calidad con fines medicinales. Y en el segundo caso es para tener evidencias de un abuso de
drogas o para la realizacion de estudios farmacocinéticos.

Los diferentes objetivos requieren el uso de diferentes técnicas tanto para la preparacién de los
extractos como para el andlisis de muestras. Para la extraccion de material vegetal, lo mas
comun es mediante extraccidon sélido-liquido. Los cannabinoides acidos y neutros se pueden
extraer utilizando disolventes organicos, el mds usado es el etanol por su alta eficiencia de
extraccién ya que posee afinidad por la estructura molecular de los cannabinoides. También se
puede utilizar metanol o hexano.

Hay que tener en cuenta si se quieren extraer los compuestos acidos o neutros de los
cannabinoides. La extracciéon de las formas acidas se puede llevar a cabo a temperatura
ambiente, pero si el extracto va a usarse con fines medicinales es importante asegurar la
presencia de los compuestos activos, los cannabinoides neutros, realizando la extraccién a
temperatura alta o mediante un paso previo de descarboxilacion [13, 14].

Las técnicas mas utilizadas para analizar CBD son cromatografia de gases (GC) utilizando FID [2]
como detector, o con espectrometria de masas (MS) [11]. También se utiliza la cromatografia
HPLC con detector de UV [3, 15y 16] o con MS [5y 17].

La GC se considera una técnica mas rapida y simple que HPLC, pero solo permite obtener el
contenido total de cannabinoides, ya que las formas acidas se convierten en neutras en el puerto
de inyeccién. La determinacion por HPLC posee la ventaja de permitir el andlisis directo de los
cannabinoides en su forma neutra y acida [12].

Para realizar el andlisis de los cannabinoides acidos y neutros mediante GC-FID, se desarrollo y
validé un método analitico [2] que utiliza la derivatizacidon con TMS (tetrametilsilano). La silacion
ocurre con BSTFA (N, O-Bistrifluoroacetamida), que reacciona con los grupos carboxilicos y/o
hidroxilos para formar los derivados de TMS. Ocurre con una alta velocidad de reaccion,
produciendo una derivatizacion mas completa.

Debido a su naturaleza altamente volatil, el BSTFA y los subproductos de la reaccién eluyen
pronto en el cromatograma, esto hace que no haya interferencias originando una mayor
resolucidn de los picos de interés y un menor ruido de fondo.

El inconveniente de esta reaccidn es que, si se busca una tasa de conversion alta, hay que secar
las disoluciones o extractos de CBD con una corriente de N; gas a 50 °C. Tienen que estar secos
porque los derivados de BSTFA y TMS se hidrolizan en presencia de agua o de disolventes
proticos.
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Para conseguir una buena sensibilidad, se optimizan las condiciones del método usado en GC-
FID. Estas son velocidad de flujo del gas portador, He, de 0.8 ml/min y en modo Split con una
relacion de divisidn de 20:1. La temperatura del inyector es 275 °C, la del detector es 300 °Cy el
programa de tiempo del horno comienza con 190 °C durante 1 min antes de la rampa a una
velocidad de 30 °C/min hasta 230 °C. El horno se mantiene a 230 °C durante 2 min antes de
volver aumentar 5 °C/min hasta alcanzar los 250 °C. Después de esperar 1 min, la temperatura
del horno aumenta 20 °C/min hasta 300 °C, donde se mantiene durante 2.75 min, luego el horno
se enfria hasta 190 °C. El tiempo total del analisis es 17.5 min.

El amplio tiempo de duracién del andlisis se debe a la separacién durante el mismo de 10
cannabinoides (THCV, CBD, CBC, A3-THC, A>-THC, CBG, CBN, CBDA, CBGA Y THCAA) presentes en
el cannabis. El CBD se encuentra en su forma derivada con tetrametilsilano (TMS), forma que
posee un tiempo de retencion de 4.87 min. El limite de deteccidon es 0.12 pg/ml y el de
cuantificacién, 0.35 ug/ml.

Con los resultados obtenidos se analizan las diferentes variedades de cannabis, que son alto
contenido en THC, en CBD o una variedad mixta. También permite conocer el contenido de CBD
en las diferentes partes de la planta, siendo el contenido mas alto en los cogollos, seguido de las
hojas y menor contenido en el tallo.

En el caso de HPLC, otros autores [15] ademds de analizar los extractos del cannabis han
evaluado la estabilidad del CBD en las disoluciones. La estabilidad depende de una serie de
factores, como son: temperatura, oxidacién e influencia del disolvente. Los estudios de
estabilidad son importantes para conocer las posibilidades de degradacion del compuesto y las
condiciones en las que esto ocurre.

El método analitico consiste en una fase inversa con columna C18 y un detector de UV-VIS, la
fase mavil es una mezcla de metanol, acetonitrilo y agua (52:30:18) que incluye acido acético
pH 4.5. La velocidad de flujo es 1.8 ml/min, el volumen de inyeccién es 20 pl y la longitud de
onda de deteccién, 228 nm.

El cromatograma del CBD muestra un pico a un tiempo de retencién a 4.72 min. Una vez que el
método se ha validado, se estudia la estabilidad del CBD en disolucién, en relacidon con la
temperatura, la luz y la presencia de oxigeno atmosférico.

La influencia de la temperatura se comprueba manteniendo las disoluciones a diferentes
temperaturas, observandose la mayor estabilidad a bajas temperaturas, por ello se recomienda
su almacenamiento a temperatura de refrigeracion, unos 4 °C. Con respecto al disolvente, se
constata una mayor estabilidad del CBD en disolventes alcohdlicos.

En cuanto a su oxidacidn, se realiza un estudio mediante la adicion de perdxido de hidrégeno a
disoluciones acuosas, observandose una rdpida degradacion del CBD. Y en el caso de la
fotoestabilidad, se comprueba que las disoluciones de CBD almacenadas en ausencia de luz se
mantienen estables, lo que no ocurre en el caso contrario.
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También se ha determinado cuantitativamente, mediante HPLC, la cantidad de CBD presente en
otros tipos de muestras, como por ejemplo en un spray bucal de cannabis [16]. El método
utilizado implica condiciones de fase inversa, fase movil con una mezcla de metanol y agua
(85:15), velocidad de flujo de 1.0 ml/min, volumen de inyeccién 10 ul y longitud de onda a 220
nm. En las condiciones mencionadas anteriormente se produce una buena determinacién del
CBD, con un tiempo de retencion de 3.033 min. Los limites de deteccion y cuantificacidon son
0.23 ug/mly 0.76 ug/ml, respectivamente.

Debido al interés actual por las propiedades del CBD, se han desarrollado diferentes técnicas
analiticas para su extraccién, entre ellas las que utilizan CO, supercritico como medio de
extraccién [1], lo que evita el uso de disolventes orgdnicos y permite realizar una extraccién
selectiva sin contaminacion.

La validacion del método se lleva a cabo mediante comparacidon con las extracciones
convencionales en metanol. La posterior determinacion del CBD se realiza con UPLC (Ultra High
Performance Liquid Chromatography) y como detector UV-Vis, usando una columna C18 y una
fase mévil con una mezcla de agua y metanol (20:80). La velocidad de flujo es 0.2 ml/min, el
volumen de inyeccion es 2 pl y la longitud de onda del detector es 225 nm. El CBD posee un
tiempo de retencion de 2.9 min, el limite de deteccién es 1 ug/mly el de cuantificacién, 4 ug/ml.
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4. Reactivos y equipos empleados
a) Patrén y muestras vegetales

El patron de CBD utilizado para el estudio se ha obtenido de Sigma-Aldrich como Cannabidiol
solution 1.0 mg/ml in metanol, analytical standard, for drug analysis ref.C6395. El patrdn se lleva
a un matraz aforado y se enrasa a 5 ml con metanol, obteniéndose asi una concentracion de 200
ppm, a partir de la cual se preparan por sucesivas diluciones con metanol los correspondientes
patrones utilizados.

Se ha utilizado una muestra de cannabis (3.6 g) etiquetada como como ZA-1078/20
suministrada, con la consiguiente autorizacién, por la Delegacion del Gobierno en Castillay Ledn.
También, otras muestras de pureza variable proporcionadas por la misma Delegacién.

Con el objetivo de contrastar el proceso de extraccion en la muestra vegetal, se utilizaron cuatro
variedades de plantas (Begonia Erythrophylla, Aeonium, Potho y Yuca) para la extraccion de sus
componentes clorofilicos.

b) Reactivos

e Metanol para HPLC >99.9 % de Sigma-Aldrich con ref.34860
e Acetonitrilo gradient 240 nm/far UV-HPLC grade. Scharlau ref. AC03292500
e Agua desionizada

e Otros reactivos de uso habitual

c) Equipos y material utilizado

e Material de vidrio de uso general en laboratorio
e Balanza Sartorius Entris 2241-1S (precision de 0.1 mg)
e Balanza Precisa 40SM-20 A (precision de 0.01 mg)
e UV-Vis: Agilent 8453 UV-Visible System
e Equipo Soxhlet
e HPLC: Agilent Technologies 1200 Series, componentes:
- Desgasificador G1322A
- Bomba cuaternaria G1311A
- Termostato G1316A
- Detector UV-Vis G1314B
- Inyector manual G1328B
- Columna cromatografica Kromaphase de 150x4.6 mm, tamafo de particula 5 umy

fase estacionaria C18
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GC: Agilent Technologies 6890N, componentes:
- Inyector G2613A
- Single Inlet, Detector FID G1530N

- Columna cromatografica HP-5 (Crosslinked 5% PH ME Siloxane) 30 m x 0.32 mm x

0.25 pum Film Thickness
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5. Cannabidiol (CBD). Parte experimental y resultados

5.1. Espectroscopia UV-VIS

Para determinar las longitudes de onda de mdxima absorcién del CBD, se realiza un barrido
comprendido entre 200 y 800 nm. Se utilizan patrones de diferentes concentraciones de CBD en
metanol.

Se obtuvieron, para diferentes concentraciones, los espectros de las figuras 5.1 y 5.2, donde
aparecen dos bandas diferenciadas, con maximos de absorcién a las longitudes de onda de 206
nmy 280 nm. Se selecciona la de 206 nm para las determinaciones por HPLC, debido a su maxima
absorcion.

200 300 400 500 600 700

Figura 5.1. Espectro de CBD (10.0 ppm)
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Figura 5.2. Espectro de CBD (20.0 ppm)

5.1.1. Influencia de la concentracion

Se realizan lineas de calibrado a 206 nm y 280 nm utilizando los patrones de CBD, preparados a
partir de una disolucion patrén de 200 ppm. Los resultados obtenidos se reflejan en las figuras
5.3,5.4y5.5.
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Figura 5.3. Espectro del calibrado de CBD
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Figura 5.4. Representacién grafica de la absorbancia frente a la concentracién (206 nm)
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Figura 5.5. Representacién grafica de la absorbancia frente a la concentracion (280 nm)
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Aplicando la ley de Lambert-Beer, A=abc, se obtiene a partir de la pendiente de la linea de
calibrado, a 206 nm, su absortividad, a = 0.0723 L/mg*cm. El valor de la absortividad molar se
determina teniendo en cuenta la masa molar del CBD, ¢ = 2.275-10* L/mol*cm.

En el caso de la linea de calibrado a 280 nm, la absortividad es a= 0.0045 L/mg*cm vy la

absortividad molar, € =1.428-10% L/mol*cm. Con ambas longitudes de onda se obtiene un valor
de absortividad molar grande.

5.1.2. Estudio con respecto al tiempo

Se ha llevado a cabo un estudio de la estabilidad del CBD frente al tiempo, para ello se comparan
los espectros de un mismo patrén almacenado a una temperatura de 4 °C, en ausencia de luz,
durante dos semanas. En los espectros de la figura 5.6, se puede observar que no existe una
variacién apreciable de la absorbancia durante ese periodo de tiempo.
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Figura 5.6. Comparacion de patrones (4.0 ppm)

5.2.  Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

5.2.1. Estudio de la fase movil y calibrados

Para llevar a cabo la determinacion del CBD por este método, previamente hay que realizar
pruebas para la eleccion de la fase mavil. Realizados diferentes ensayos, se obtiene una buena
resolucidn del pico correspondiente a nuestro analito en un corto tiempo de andlisis, 3 min,
utilizando una mezcla de metanol, acetonitrilo y agua en proporcién 60:30:10. Otras condiciones

son: longitud de onda de deteccién 206 nm, velocidad de flujo 1 ml/miny volumen de inyecciéon
5 ul.
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Se realizaron medidas con disoluciones patrén de diferentes concentraciones de CBD en

metanol. En las siguientes figuras 5.7 y 5.8, se pueden observar los cromatogramas para 10.0
ppmy 5.0 ppm, respectivamente.
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Figura 5.7. Cromatograma patrén de CBD 10.0 ppm

El pico del CBD, correspondiente a un tiempo de retencidon de 3 min, modifica apreciablemente
su intensidad y area al variar la concentracion de los patrones afiadidos.
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Figura 5.8. Cromatograma patrén de CBD 5.0 ppm
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A continuacidn, se realiza una linea de calibrado con disoluciones patrén de CBD en metanol, los
resultados obtenidos se reflejan en la tabla 5.1 y en la figura 5.9. Otros cromatogramas se
recogen en el anexo, figuras 9.1 a2 9.3.

Concentracion Area t, (min)

(ppm)

20,0 3177,5 3,057
10,0 1630,6 3,014
5,0 678,9 3,021
2,5 453,0 3,018
1,3 214,9 3,017
0,6 97,1 3,021
0,3 48,8 3,024
0,15 25,2 3,023

Tabla 5.1. Linea de calibrado CBD, fase movil 60:30:10
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Figura 5.9. Representacion grafica del calibrado, fase mévil 60:30:10

Otra de las fases moviles estudiadas [18] con buena respuesta cromatografica, corresponde a
una mezcla de agua y acetonitrilo en proporcidon 82:18, manteniendo constantes el resto de
condiciones. En las figuras 5.10 y 5.11, se reflejan los cromatogramas correspondientes a los
patrones de 20.0 ppm y 10.0 ppm de CBD.
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Se obtiene, con muy buena resolucidn, el pico a un tiempo de retencién algo superior al minuto,
comprobdndose una apreciable modificacidn del area al variar la concentracién de la disolucidn
patrén.

[ VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PGD00157 .0}
Morm. 1 ﬁ
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Figura 5.11. Cromatograma patron de CBD 10.0 ppm

Los resultados correspondientes al calibrado realizado para distintas disoluciones patrén de CBD
en metanol, con estas condiciones, se reflejan en la tabla 5.2 y en la representacién grafica
correspondiente a la figura 5.12. Otros cromatogramas se recogen en el anexo, figuras 9.4 a 9.7.
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Concentracion < .
- Area t: (min)
20,0 9376,9 1,223
10,0 4385,4 1,206
5,0 2957,6 1,180
2,5 1291,0 1,127
1,3 593,8 1,075
0,6 303,3 1,037
0,3 199,7 1,022
0,15 152,9 1,014

Tabla 5.2. Linea de calibrado CBD, fase movil 82:18
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Figura 5.12. Representacion grafica del calibrado, fase mévil 82:18

Al realizar el analisis de las extracciones correspondientes a la muestra de cannabis, asi como en
el caso de la determinacion del CBD en presencia de otros compuestos (muestras adulteradas),
la eleccién de la fase mavil va a depender de los tiempos de retencidon de los compuestos
presentes, conocidos o no, con el objetivo de evitar solapamientos con el CBD.

Los limites de deteccion (concentracion mas pequefia que se puede detectar con un cierto nivel
de confianza) y de cuantificacién (menor concentracién de analito en una muestra que puede
determinarse con un nivel aceptable de incertidumbre) obtenidos [11] para cada una de las fases
moviles son:
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a) Metanol, acetonitrilo y agua (60:30:10): LOD 0.11 ppm y LOQ 0.34 ppm
b) Aguay acetonitrilo (82:18): LOD 0.16 ppm y LOQ 0.48 ppm

5.3. Cromatografia de gases (GC)

Para la determinacién de CBD mediante esta técnica, después de realizar algunos 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 a
esta temperatura durante 2 min; temperatura del detector 350 °C.

Se realizan medidas para disoluciones de diferente concentracidon de CBD, en metanol. En las

figuras 5.13 y 5.14, se recogen los cromatogramas correspondientes a 200.0 ppm y 50.0 ppm
respectivamente.
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Figura 5.13. Cromatograma patron de CBD 200.0 ppm
El pico del CBD es el correspondiente a un tiempo de retencion de 4.3 min, como se puede
observar en los cromatogramas es el que modifica su intensidad y drea al variar la concentracidn
de la disolucién patrén.
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Figura 5.14. Cromatograma patron de CBD 50.0 ppm
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Los resultados del calibrado realizado aparecen en la tabla 5.3 y la representacién grafica, en la
figura 5.15. Los limites de deteccidn y cuantificacién para la cromatografia de gases son 0.95
ppm y 2.88 ppm, respectivamente. Otros cromatogramas aparecen en el anexo, figuras 9.30y
9.31.

Concentracion e t (min)

(ppm)

200,0 125,1 4,310
50,0 31,51 4,314
10,0 6,92 4,314
4,0 2,30 4,316
2,0 1,24 4,310
1,0 1,04 4,310

Tabla 5.3. Linea de calibrado CBD (GC)
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Figura 5.15. Representacion grafica del calibrado CBD (GC)
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6. Cannabidiol (CBD) en muestras adulteradas. Parte experimental y resultados

Se estudia la posibilidad de determinar CBD en muestras de procedencia ilegal, en las que
pudieran aparecer otras sustancias como consecuencia de las manipulaciones realizadas en las
mismas, relacionado con el comercio al menudeo. Para ello, se prepararon en aguay en metanol,
mezclas de CBD con cocaina, lidocaina, cafeina y procaina.

6.1. Preparacion de muestras

Cantidad de muestras tomadas con contenido en cocaina 0.02615 + 0.00001 g; cafeina 0.02667
+ 0.00001 g; procaina 0.02574 + 0.00001 g; lidocaina 0.01287 + 0.00001 g. En todos los casos,
se traté cada una de las muestras con agua, se filtraron y el liquido de filtrado se llevé a un
matraz aforado, enrasando con agua a 25 ml.

Cantidad de muestras tomadas con contenido en cocaina 0.00335 + 0.00001 g; cafeina y
procaina 0.00266 + 0.00001 g cada uno; lidocaina 0.00103 + 0.00001 g. En este caso, se trataron
con metanol las muestras, se filtraron y el liquido de filtrado se llevd a un matraz aforado,
enrasando con metanol a 25 ml.

6.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

6.2.1. Estudio de la influencia de la longitud de onda

Se realiza un estudio previo de las longitudes de onda de absorciéon de cada uno de los
compuestos anteriormente mencionados, en las figuras 6.1 a 6.4 se muestran los espectros
obtenidos.
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Figura 6.1. Espectro de cocaina
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Todos los espectros presentan una absorbancia apreciable a 206 nm, longitud de onda

seleccionada para llevar a cabo la determinacién de CBD por HPLC.

6.2.2. Estudio de la fase movil en determinaciones conjuntas de adulterantes y CBD

Antes de analizar con HPLC las mezclas de CBD y estos compuestos, se analiza cada uno por

separado para conocer el tiempo de retencidn del posible pico. Se utilizan las condiciones de

fase movil de metanol, acetonitrilo y agua en proporcién 60:30:10. Los cromatogramas

obtenidos de cada compuesto aparecen en el anexo, figuras 9.8 a 9.11.

A continuacion, se obtiene el cromatograma, figura 6.5, de una mezcla con contenido en

cocaina, lidocaina, cafeina y procaina, mas el CBD. Observando que la cocaina y el CBD coeluyen

ya que ambos salen a un tiempo de retencion de 3 minutos (figura 6.6).

VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PGD00148.D)
Norm. | g

| T
| 80 T
| o
i
| 40
1 4]
1 o«
] | &l
| | foe]
204
B X ¢
| o I
1 g___w' o =
- . W - — T
0 | 7
| — T B T
0 1 2 3 4 5 6

Figura 6.5. Cromatograma mezcla del orden de 10 ppm
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Figura 6.6. Cromatograma mezcla CBD y cocaina

Con el objetivo de separar estos picos, se utilizé la otra fase mévil descrita anteriormente,
compuesta por una mezcla de 82:18 de agua y acetonitrilo. Al obtener el cromatograma de la
cocaina, figura 6.7, el pico se adelanta a un tiempo de 2.9 min.
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Figura 6.7. Cromatograma cocaina del orden de 10 ppm (82:18)
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Al obtener el cromatograma de una mezcla de CBD y cocaina, se comprueba que con esta fase
movil se separan. Como se puede observar en la figura 6.8, el pico del CBD sale a un tiempo de
retencién de 1 min.
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Figura 6.8. Cromatograma mezcla CBD y cocaina del orden de 10 ppm (82:18)

Con esta fase movil, 82% de agua y 18% de acetonitrilo, se obtienen también los cromatogramas
de las otras muestras: lidocaina, procaina y cafeina (anexo figuras 9.12 a 9.14).

En la figura 6.9 aparece el cromatograma de la mezcla de todas las muestras, incluyendo el CBD.
Se obtiene un pico bien definido, correspondiente al CBD, a un tiempo de retencién de 1.1 min.
Los picos que salen a 1.5 min y 1.9 min, posiblemente son impurezas de las muestras
adulteradas, y el de 2.9 min es el correspondiente a la cafeina y a la cocaina, ya que se solapan.
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Figura 6.9. Cromatograma mezcla del orden de 10 ppm (82:18)
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6.3.

Cromatografia de gases (GC)

Utilizando las condiciones seleccionadas en el apartado 5.3, se lleva a cabo el andlisis por GC de
cada uno de los adulterantes en metanol: cocaina, lidocaina, procaina y cafeina. Los
cromatogramas obtenidos aparecen en las figuras 6.10 a 6.13.
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Figura 6.13. Cromatograma procaina del orden de 10 ppm

Comparando los tiempos de retencién obtenidos, al realizar una mezcla de los adulterantes con
el CBD (figura 6.14) no se diferencian los picos de cocaina y de lidocaina, ya que ambos salen a

2.7 min. Otros picos en el cromatograma, pueden ser debidos a impurezas desconocidas.
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Figura 6.14. Cromatograma mezcla del orden de 10 ppm

Estudio de otras condiciones

Con el objetivo de mejorar el proceso de separacidn de los compuestos y acortar el tiempo de

analisis, se realizaron pruebas con otras condiciones. Los mejores resultados se obtuvieron con:

temperatura inicial del horno 250 °C durante 1 min y rampa de 2 °C hasta 270 °C durante 1 min.

Se consiguieron adelantar los tiempos de retencion, acortando el tiempo de andlisis, aunque no
se logro la separacion de cocaina y lidocaina. En la figura 6.15 se representa el cromatograma

de la mezcla de 10 ppm, el orden de aparicion de los compuestos es: cafeina, mezcla de cocaina

y lidocaina, procaina y CBD. El resto de cromatogramas de cada compuesto por separado
aparecen en el anexo, figuras 9.32 a 9.35.
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7. Determinacion de CBD en extracciones de plantas de cannabis. Parte experimental
y resultados

7.1. Tiempo de extraccidon

Para comprobar la capacidad de extraccion del disolvente, metanol en este caso, se realiza la
extraccién de aproximadamente 0.3 g de muestra a temperatura ambiente y a diferentes
tiempos de extraccion: 5, 10, 20 y 40 min.

En cada tubo, donde se va a realizar la extraccion, se adiciona el cannabis y 20 ml de metanol, y
se lleva a cabo la extracciéon mediante agitacién automatica en los tiempos indicados arriba. El
liquido filtrado se enrasa a 25 ml con metanol. La disolucién a inyectar en el cromatdgrafo, en la
preparacion de los viales, se pasa previamente a través de un filtro de jeringa.

Figura 7.1. Extracciones realizadas (A, B, Cy D)

7.1.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Las extracciones de cannabis se analizan por HPLC utilizando las dos fases moviles estudiadas:
82% agua y 18% acetonitrilo (anexo, figuras 9.15 a 9.18); 60% metanol, 30% acetonitrilo y 10%
agua. Al comparar los cromatogramas obtenidos, se elige la segunda mezcla de fase moévil ya
que el pico estd mas definido, como se puede observar en la figura 7.2.
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Figura 7.2. Cromatograma de la extraccidn de cannabis (5 min)

En esta figura se muestra el resultado obtenido para la extraccién de cannabis a los 5 min de
agitacion. El pico del CBD es el que sale a 3.1 min, los otros dos picos con mayor area son debidos
a otros compuestos presentes en el cannabis, que se extraen con el metanol pero que no
dificultan la medida. El resto de cromatogramas obtenidos se encuentran en el anexo, figuras
9.19a9.22.

Con los resultados obtenidos utilizando la linea de calibrado correspondiente (figura 5.9), se
calcula la cantidad de CBD existente en cada extraccion (tabla 7.1), el volumen final para las
cuatro extracciones es el mismo, 25 ml.

Extracciones Tiempo de . Pesado
. e t, (min) . g/kg
cannabis extraccion (min) cannabis (g)
A 5 3,152 0,3402 2,7
B 10 3,139 0,3203 1,3
C 20 3,138 0,3115 2,8
D 40 3,143 0,3267 2,7

Tabla 7.1. Cantidad de CBD en cada extraccién (HPLC)

Teniendo en cuenta las cantidades de g/kg obtenidas, se observa que el tiempo de extraccion
no es un factor determinante ya que se obtienen cantidades similares. El valor mas bajo de la
extraccién B puede ser debido a la homogeneizacidn de la muestra de la planta de cannabis, ya
que no todas las partes de la planta poseen la misma cantidad de CBD como se ha visto en la
bibliografia (de mayor a menor: cogollo, hoja y tallo).
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7.1.2. Cromatografia de gases (GC)

Se obtienen los cromatogramas de las extracciones de cannabis realizadas mediante GC, en la
figura 7.3 se muestra el resultado de la extraccion A’ (5 min), obteniéndose el pico de CBD a un
tiempo de retencién de 4.3 min. El resto de cromatogramas obtenidos se recogen en el anexo,
figuras 9.36 a 9.38.
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Figura 7.3. Cromatograma extracciéon 5 min

Los resultados obtenidos para las extracciones de cannabis mediante GC se recogen en la tabla
7.2. La relacion de g/kg es similar en las extracciones lo que implica que, como en el caso de
HPLC, usando este procedimiento el tiempo de extraccidn no es determinante a partir de cinco

minutos.
Extracciones Tiempo de . Pesado
. e t, (min) . g/kg
cannabis extraccion (min) cannabis (g)
A 5 4,333 0,3412 3,9
B’ 10 4,326 0,3231 3,5
(of 20 4,326 0,3108 9,4
D’ 40 4,332 0,3255 3,7

Tabla 7.2. Cantidad de CBD en cada extraccion (GC)

Se obtiene una mayor cantidad (g/kg) de CBD con GC que con HPLC, debido a que en la planta
de cannabis pueden existir cannabinoides acidos y neutros (CBDA y CBD en el caso del
cannabidiol). Con el aumento de temperatura, los acidos se convierten en los neutros, lo que
puede aumentar lo detectado.
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7.2.  Estudio con respecto al procedimiento de extraccion

Se realiza este estudio con el objetivo de comprobar, sila extracciéon mediante el método Soxhlet
puede ser una mejor opcion comparado con las extracciones en agitacidon constante. Los
parametros a analizar son el tiempo de extraccidn y la cantidad de CBD extraido.

La cantidad de la planta de cannabis utilizada es aproximadamente 1.3 g y como extractante se
utilizan 250 ml de metanol. Se realizan cinco ciclos con una duracidn de alrededor de 25 min
cada uno. Una vez que el proceso de extraccion ha finalizado, se destila parte del metanol para
concentrar el extracto, se filtra y se enrasa a 50 ml.

El extracto obtenido con este procedimiento presenta un color verde muy intenso, se filtra para
evitar posibles impurezas en suspensidn. Antes de inyectarlo en el cromatdgrafo se utiliza un
filtro de jeringa.

Figura 7.4. Aspecto del extracto de cannabis durante la extraccion y al finalizar

Figura 7.5. Montaje del equipo Soxhlet
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7.2.1. Cromatografia de gases (GC)

En la figura 7.6, se puede observar el cromatograma obtenido de la extraccion con Soxhlet de Ia
planta de cannabis (dilucidon en el anexo, figura 9.39). El pico del CBD sale a un tiempo de
retenciéon de 4.3 min aproximadamente. En la tabla 7.3, aparece el resultado para la extraccion
de la planta mediante Soxhlet.
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Figura 7.6. Cromatograma de la extraccién de cannabis (Soxhlet GC)

. Pesado
t; (min) . g/kg
cannabis (g)

4,364 1,2815 12,6

Tabla 7.3. Cantidad de CBD con Soxhlet (GC)

Comparando los resultados obtenidos de g/kg con ambos métodos utilizados, extracciéon con
agitacion constante (aproximadamente 4 g/kg) y mediante Soxhlet (12.6 g/kg), se obtiene una
mayor cantidad de CBD con el ultimo.

Aunque se obtiene mas cantidad también implica mas tiempo de extraccién (2 horas y media) y
que solo se ha podido realizar una extraccidn en ese tiempo. Sin embargo, al poder utilizar una
mayor cantidad de la planta de cannabis en la extraccidn, las muestras son mas representativas,
ya que se utilizan las diferentes partes de la planta (cogollo, hoja y tallo).

Con agitacion constante se pueden preparar extracciones de hasta seis tubos de centrifuga e
implica un menor gasto de reactivos, en este caso de metanol, ya que con Soxhlet se recupera
mediante una destilacion. Sin embargo, las muestras en este caso son menos representativas
debido a que se pesa una menor cantidad (del orden de 4 veces menor). Por todo ello, se
recomienda la extraccion con el método Soxhlet.
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7.2.2. Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

El extracto obtenido de la planta de cannabis se inyecta en el cromatdgrafo y se obtiene el
siguiente cromatograma (figura 7.7) (dilucién en el anexo, figura 9.23). El pico correspondiente
al CBD sale a un tiempo de retencién de 3.1 min. La fase mdvil utilizada es una mezcla 60:30:10
de metanol, acetonitrilo y agua, siendo la longitud de onda 206 nm.

En la tabla 7.4, se puede observar el resultado de la cantidad de CBD obtenido de la extraccién
de cannabis mediante este procedimiento.

Pesad
t, (min) esa , y g/kg
cannabis (g)

3,132 1,2815 8,5

Tabla 7.4. Cantidad de CBD con Soxhlet (HPLC)
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Figura 7.7. Cromatograma de la extraccidn de cannabis (Soxhlet HPLC)

Comparando los resultados obtenidos de g/kg con extraccidon con agitacion constante
(aproximadamente 3 g/kg) y mediante Soxhlet (8.5 g/kg), se obtiene una mayor cantidad de CBD
con este ultimo procedimiento. La comparativa entre los métodos es lo mismo que se ha
comentado anteriormente con la cromatografia de gases.

La diferencia de la cantidad obtenida, en g/kg, entre la cromatografia de gases y HPLC es debido
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 cannabidiol se pasa de CBDA
a CBD, lo que conlleva que se pueda detectar una mayor cantidad.
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7.3.  Estudio de posibles interferencias de otros compuestos presentes en la planta de

cannabis

Tanto en las extracciones de la planta de cannabis con agitacion constante como con Soxhlet,
los extractos obtenidos presentan una tonalidad verde debido a la clorofila. Para comprobar si
esta u otros componentes de la planta pueden afectar a la determinacidn de CBD y dado que no
se disponia de patrones de clorofila y de otros componentes habituales en las plantas, se lleva a
cabo un estudio con cuatro plantas diferentes a las que teniamos acceso: Begonia Erythrophylla
(1), Aeonium (2), Potho (3) y Yuca (4).

Se lleva a cabo la extraccion de las cuatro plantas mediante agitacion constante, se pesan
alrededor de 0.3 g y se llevan a un tubo de centrifuga afadiendo 20 ml de metanol como
extractante. Se mantiene la agitacidn durante 20 min, lo obtenido se filtra y se enrasa a 25 ml,
luego se inyecta utilizando un filtro de jeringa.

Se muestra en la figura 7.8 las plantas utilizadas y en la figura 7.9, el aspecto de los extractos
obtenidos.

Figura 7.8. Plantas utilizadas de izquierda a derecha: 1, 2,3y 4
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Figura 7.9. Extractos obtenidos de las plantas

7.3.1. Absorcion UV-VIS

Con el objetivo de comprobar si la clorofila u otros componentes de la planta pueden afectar a

la determinacién del CBD, se realiza un barrido entre 200 nm y 800 nm. Los espectros obtenidos
de las cuatro plantas aparecen en las figuras 7.10 a 7.13.

En la tabla 7.5, aparecen los valores de las absorbancias obtenidos a las dos longitudes de onda

estudiadas con el CBD, 206 nm y 280 nm, se observa que las plantas poseen valores de
absorbancia apreciables.
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Figura 7.10. Espectro planta 1 (Begonia Erythrophylla)
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~FiDi B, (PACLAICDP00210.D)

PA |

Absorbancia
Planta
206 nm 280 nm
1 2,137 0,395
2 1,285 0,205
3 1,062 0,161
4 0,638 0,131

Tabla 7.5. Valores de absorbancias obtenidos de los extractos de plantas

7.3.2. Cromatografia de gases (GC)

Se obtienen los cromatogramas de las extracciones de las cuatro plantas mencionadas
anteriormente, al tiempo de retencién del CBD (4.3 min) no aparecen picos con la suficiente
intensidad para distinguirlos del ruido de fondo.

Por ello, en las extracciones de la planta de cannabis la presencia de clorofila u otros
componentes, que la planta pudiera tener, no afectan a los picos obtenidos del CBD. En la figura

7.14 se refleja el cromatograma de la extraccidn de la planta 4 (Yuca), el resto de cromatogramas
aparece en el anexo, figuras 9.40 a 9.42.

1053

Figura 7.14. Cromatograma extraccion planta 4 (GC)

7.3.3. Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

Utilizando como fase mdvil la mezcla 60:30:10 de metanol, acetonitrilo y agua, se obtienen los
cromatogramas de las extracciones de las plantas. Al tiempo de retencién del CBD, sobre los 3
min, no se observa ningun pico, por lo tanto, la deteccion del CBD no se ve afectada por la
presencia de la clorofila u otros componentes con posibilidad de estar en la planta.

En lafigura 7.15 se puede observar el cromatograma correspondiente a la extraccidn de la planta
4, el resto aparece en el anexo, figuras 9.24 a 9.26.
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Figura 7.15. Cromatograma extraccion planta 4 (HPLC)

Para comprobar la presencia del CBD al tiempo de retencion esperado, se lleva a cabo sobre las
extracciones de las plantas la adicién de una cantidad conocida, 0.2 ml, del patrén de 20.0 ppm
de CBD a 0.5 ml de las extracciones.

En la figura 7.16 aparece el cromatograma de la extracciéon de la planta 4, en el que se
comprueba que a 3.1 min sale el pico correspondiente al CBD. El resto de cromatogramas
aparece en el anexo, figuras 9.27 a 9.29.
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Figura 7.16. Cromatograma de extraccion planta 4 + 0.2 ml 20.0 ppm CBD
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8. Conclusiones

1) Se realiza un estudio del CBD por espectroscopia de absorcién molecular UV-VIS para
determinar la longitud de onda éptima en las medidas por HPLC, la de mayor absorcidon
corresponde a 206 nm. Se estudia también por esta técnica, la estabilidad de sus disoluciones
en metanol frente al tiempo, comprobdndose que son estables al menos durante quince dias,
en ausenciade luzy a4 °C.

2) Se ha puesto a punto un método para la determinacién de CBD por HPLC, se proponen dos
fases moéviles: a) 60% metanol, 30% acetonitrilo y 10% agua y b) 82% agua y 18% acetonitrilo.
Para cada una se obtienen los siguientes resultados:

Fase a) Tiempo de retencidon del CBD 3.0 min; limite de deteccién 0.11 ppm y limite de
cuantificacion 0.34 ppm.

Fase b) Tiempo de retencién del CBD 1.1 min; limite de detecciéon 0.16 ppm y limite de
cuantificacion 0.48 ppm.

En muestras adulteradas con otros compuestos presentes en la distribucidon y “menudeo” de
drogas ilegales, se propone como fase moévil la b), 82% de agua y 18% de acetonitrilo, ya que
permite la identificacion de CBD en presencia de cocaina.

3) Se ha puesto a punto un método para determinar CBD mediante GC, las condiciones utilizadas
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 CBD se
determina a un tiempo de retencion de 4.3 min, y se puede identificar perfectamente en
presencia de los adulterantes citados en el trabajo. Los limites de deteccién y de cuantificacion
obtenidos son 0.95 ppm y 2.88 ppm.

4) Se realiza un estudio para la determinacion de CBD en plantas de cannabis utilizando metanol
como extractante. Los mejores resultados se obtienen mediante extraccion Soxhlet,
comprobdandose la viabilidad de los dos métodos cromatograficos estudiados, HPLC y GC, para
la determinacién de CBD en este tipo de muestras.
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9. Anexo

9.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

9.1.1. Estudio de la fase mavil y calibrados

VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000127.D)
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Figura 9.1. Cromatograma patrén CBD 2.5 ppm (60:30:10)
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Figura 9.2. Cromatograma patrén CBD 1.3 ppm (60:30:10)
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| ~ VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000130.D)
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Figura 9.3. Cromatograma patrén CBD 0.3 ppm (60:30:10)
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Figura 9.4. Cromatograma patrén CBD 5.0 ppm (82:18)
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Figura 9.5. Cromatograma patrén CBD 2.5 ppm (82:18)
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Figura 9.6. Cromatograma patrén CBD 0.6 ppm (82:18)
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Figura 9.7. Cromatograma patrén CBD 0.15 ppm (82:18)
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9.1.2. Estudio de la fase moévil en determinaciones conjuntas de adulterantes y CBD
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Figura 9.8. Cromatograma cocaina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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Figura 9.9. Cromatograma cafeina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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Figura 9.10. Cromatograma procaina del orden de 100 ppm (60:30:10)
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VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000140.0)
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Figura 9.11. Cromatograma lidocaina del orden de 100 ppm (60:30:10)
VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000171.D) T
Norm. x
10| ?
!? |
8 I
I
B |
3, ‘
0 (1l
I ©
\} &
’ |
2 [
| 1
[ i
0 | | Il
P { - Sy W s o s . i A =
24 E A S R i : |
0 1 2 3 4 5 6 R | - mirJ
Figura 9.12. Cromatograma lidocaina del orden de 10 ppm (82:18)
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Figura 9.13. Cromatograma procaina del orden de 10 ppm (82:18)

57



VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000173.0)
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Figura 9.14. Cromatograma cafeina del orden de 10 ppm (82:18)
9.1.3. Determinacion de CBD en extracciones de plantas de cannabis
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Figura 9.15. Cromatograma extraccion cannabis 5 min (82:18)
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Figura 9.16. Cromatograma extraccién cannabis 10 min (82:18)

58



VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PGO00185.D)
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Figura 9.17. Cromatograma extraccidon cannabis 20 min (82:18)
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Figura 9.18. Cromatograma extraccidon cannabis 40 min (82:18)
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Figura 9.19. Cromatograma extracciéon 10 min (60:30:10)
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VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000189.D)
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Figura 9.20. Cromatograma extraccion 20 min (60:30:10)
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Figura 9.21. Cromatograma extraccién 40 min (60:30:10)
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Figura 9.22. Cromatograma extraccién 5 min (1:10) (60:30:10)
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- VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000196.D)
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Figura 9.23. Cromatograma extraccion Soxhlet diluido

9.1.4. Estudio de posibles interferencias de otros compuestos presentes en la planta de cannabis
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Figura 9.24. Cromatograma extraccion planta 1
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Figura 9.25. Cromatograma extraccion planta 2
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VWD1 A, Wavelength=206 nm (PAOLA\PG000200.D)
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Figura 9.26. Cromatograma extraccion planta 3
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Figura 9.27. Cromatograma extraccion planta 1 + 0.2 ml 20.0 ppm CBD
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Figura 9.28. Cromatograma extraccion planta 2 + 0.2ml 20.0 ppm CBD
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Figura 9.29. Cromatograma extraccion planta 3 + 0.2 ml 20.0 ppm CBD

9.2. Cromatografia de gases (GC)

9.2.1. Calibrado
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Figura 9.31. Cromatograma patrén CBD 4.0 ppm
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9.2.2. Estudio de otras condiciones (adulterantes)
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Figura 9.32. Cromatograma de cocaina del orden de 10 ppm
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Figura 9.34. Cromatograma de cafeina del orden de 10 ppm
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9.2.3. Determinacion de CBD en extracciones de plantas de cannabis
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9.2.4. Estudio de posibles interferencias de otros compuestos presentes en la planta de

cannabis
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