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Introduccion

El Cannabis (Cannabis sativa L.) es una planta que se cree originaria de Asia, y ha sido
domesticada a lo largo de unos 5000 afios. Se trata de un género con tres subespecies:
Cannabis sativa sativa, Cannabis sativa indica y Cannabis sativa ruderalis. Las
variedades originales, con diferentes caracteristicas, fueron utilizadas, combinadas y
mejoradas a lo largo de la historia para diferentes propdsitos. Actualmente no es
comun encontrar variedades puras, sino hibridos. Su principal interés radica en el
contenido de cannabinoides y, en menor medida, de terpenos. Las variedades de
Cannabis que presentan una baja concentracién de compuestos psicoactivos se utilizan
para la produccidn de fibras y aceites. Sin embargo, las variedades, ricas en terpenos y
cannabinoides son las mas valiosas por sus propiedades psicoactivas y medicinales. La
resina que contiene estos compuestos se produce y acumula en los tricomas de las
inflorescencias producidas por la planta hembra sin fertilizar (figura 1) [1]. Los
terpenos representan un 10% del contenido de los tricomas de las plantas, y su
contenido, al igual que en el caso de cannabinoides, aumenta con la exposicién a la luz
y disminuye con la fertilidad del suelo [2]. Dichas flores se consumen con fines
recreativos para aprovechar estos efectos psicoactivos producidos por los diferentes

cannabinoides, aunque las legislaciones de muchos paises no lo permitan.

Figura 1 - Inflorescencias en la planta hembra de Cannabis. A) Inflorescencia apical en una cepa de
“Purple Kush” luego de 8 semanas de floracion; B) Racimo de flores de la cepa “Lemon Skunk” luego
de 5 semanas de floracion. C) Tricomas glandulares en la superficie de flores de la cepa “Finola”



Los terpenos son compuestos organicos volatiles producidos principalmente por
plantas que presentan un olor fuerte y caracteristico. Quimicamente consisten en una
estructura que consta de unidades repetitivas de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno)
(figura 2), la cual puede encontrarse modificada, por presencia de un oxigeno debido a
la oxidacién, o bien por reorganizacion del esqueleto hidrocarbonado, formando lo
gue se conoce como isoterpenoide o terpenoide. A pesar de esta diferencia, es

habitual utilizar la denominacién de terpenos para
H3C\ //CHz
aislada del material vegetal se utilizan en perfumeria, C—C

/ \

industria farmacéutica y alimenticia, y en practicas como H C H
2

referirse tanto a terpenos como a terpenoides. En forma

aromaterapia debido a las propiedades distintivas que Figura 2 - Estructura del isopreno

aportan cada uno de ellos.

Los terpenos se pueden clasificar segun la cantidad de unidades de isoprenos que los
constituyen: monoterpenos, conformados por dos unidades de isopreno como el
limoneno, geraniol o terpineol; sesquiterpenos que consisten de tres unidades de
isopreno como el humuleno; y asi varia su nomenclatura a medida que aumentan el

numero de unidades conformacionales (figura 3).
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Figura 3 - Estructura de algunos de los terpenos mas comunes

Las distintas variedades fenotipicas de plantas de Cannabis y sus productos se
clasifican generalmente segiun a las fragancias que presentan, conferidas
principalmente por el contenido en terpenos. La composicion fenotipica de los

terpenos varia con las distintas plantas, entre ellos encontramos hidrocarburos que se



producen de manera directa por las enzimas terpeno-sintasa (TPS), y también algunos
mas complejos, modificados por enzimas como la citocromo p450. Otros derivados
terpénicos hallados en Cannabis son no enzimaticos y producidos debido a la oxidacién
o por la accién de la luz UV, entre estos ultimos encontramos el éxido de cariofileno, B-
elemeno y derivados del mirceno. Ademads, los terpenos aportan a la planta de
Cannabis otras caracteristicas ya que mostraron ser buenos agentes antimicdticos o
antifungicos, antimicrobianos y antioxidantes, como también buenos insecticidas, sin

embargo, su mecanismo de accién no se encuentra del todo definido [3].

Actualmente se reconoce que varios de estos terpenos producen en el consumidor lo
que se conoce como “entourage effect” (o efecto sequito, segun su traduccién literal)
gue hace referencia a la sinergia entre compuestos cannabinoides y terpenoides. Este
efecto condujo al uso de estas plantas y sus aceites para tratamientos contra la
depresidon, ansiedad, adiccion, epilepsia, cancer e infecciones [4]. Los resultados
obtenidos del tratamiento con aceites esenciales para pacientes con depresion
demuestran que existe la posibilidad de que haya un efecto positivo a partir de la
combinacién entre estos compuestos. Por ejemplo, el cannabidiol puro se ha utilizado
en estudios de pacientes con ansiedad social y se cree que la adicién de compuestos
ansioliticos como el limoneno o el linalool puede contribuir a la eficacia de este

cannabinoide [2].

El interés e incremento de reportes en relacién al analisis y estudio de la composicidon
de terpenos en Cannabis, aumenté debido al crecimiento del uso con fines
medicinales. Como consecuencia de esto, han podido ser identificados al menos 120
tipos de terpenos en estas plantas. Los efectos medicinales del Cannabis se asocian a
entre 80 y 100 terpenos que son Unicos de estas plantas, cuya combinacidon con los
cannabinoides son objeto de investigacién. Algunos efectos conocidos asociados a

terpenos individuales son los siguientes.

El a-pineno es un monoterpeno biciclico y es el mas comunmente encontrado en la
naturaleza. Se ha demostrado que provee propiedades antiinflamatorias y

broncodilatadoras.



El 6-limoneno, es un aceite escencial comun del limén y otros citricos, y el segundo
monoterpenoide mas abundante en la naturaleza. Es un agente ansiolitico muy
poderoso y ademads, genera la apoptosis de celulas de cancer de mama. También

demostré ser efectivo contra dermatofitos (hongos queratinicos).

El B-mirceno es otro monoterpenoide muy comun en Cannabis, que ha demostrado ser
sedativo, de manera que se utiliza en preparaciones para ayudar a conciliar el suefio;
relajante muscular y antiinflamatorio. Otros terpenos con poderosa actividad sedativa

son el &-linalool, el nerolidol y el éxido de cariofileno [2].

Un terpeno con actividad interesante es la pulegona, también conocido como
isopulegona que, si bien es un compuesto minoritario del Cannabis, se encontré que
podria aliviar el efecto adverso causado por el tetrahidrocannabinol (THC) relacionado
con la pérdida de memoria a corto plazo. La tacrina (Cognex®), es una droga utilizada
en pacientes con Alzheimer, cuya funcién es aumentar la actividad acetilcolina
mediante la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE). La pulegona muestra la misma
actividad que esta droga produciendo la inhibicién de la AChE. Otros terpenoides en
Cannabis generan este mismo efecto como ser el limoneno, 6xido de limoneno, a-
terpineno, y-terpineno, terpinen-4-ol, carvacrol, |- y d-carvona, 1,8-cineol, p-cimeno,

fenchona, y 1,2-epoxipulegona [5].

También otros presentan efectos bactericidas como el cimeno o el p-cimeno, éste es
un monoterpenoide, activo frente a varias bacterias como la Candida albicans y

Clostridium perfringens [6].

A modo de sintesis en la Tabla 1 se muestran las estructuras de los terpenos mas

comunes en Cannabis, su punto de ebullicidn y propiedades que se les atribuyen.



Tabla 1 - Terpenos mas comunes en Cannabis, su estructura y propiedades.

Punto de ebullicion

ComuUnmente

Terpeno Estructura Propiedades
(°C) encontrado en
f— Analgésico, antiinflamatorio,
B-mirceno _/ 167 Lupulo
\ antibidtico, antimutagénico
s
B-cariofileno 119 Pimienta Antiinflamatorio, protector gastrico
/7
/ Potenciador del sistema inmunoldgico,
6-limoneno 177 Limén
3 antidepresivo, antimutagénico
R —— Sedativo, antidepresivo, ansiolitico,
Linalool _ 198 Lavanda
potenciador del sistema inmune
[n]
Inhibidor AChE, sedativo, antipirético
Pulegona . 224 Menta

~H

(antifebril)




Inhibidor de AChE, aumenta el flujo

1,8-cineol (eucaliptol) 4@% 176 Eucalipto sanguineo cerebral, estimulante,
antibidtico, antiviral, atiinflamatorio
Antiinflamatorio, broncodilatador,
o-pineno 156 Pino estimulante, antibiotico, inhibidor de
AChE
Terpinen-4-ol 209 Arbol de Té Antibidtico, AChE inhibidor
Antibiotico, AChE inhibidor,
p-cimeno 177 Comino
anticandidal
Borneol o 210 Menta Antibidtico
6-3-careno 168 Romero Antiinflamatorio




El perfil metabdlico (metabolic fingerprinting) es un estudio analitico orientado a
cuantificar un compuesto o grupo de compuestos en un organismo o grupo de
organismos [1]. La realizacion de un perfil metabdlico por cromatografia de gases (CG),
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) acoplados a detector de masas, o
'H RMN es util para estudiar la bioquimica, taxonomia, ecologia y farmacognosia de las
plantas, y también para realizar un control de calidad sobre plantas medicinales [7]. En
un trabajo publicado en 2010 por Fischedick [1] se validé una técnica empleando CG-
FID (Detector de lonizacién en Llama acoplado a Cromatografia de Gases) para realizar
el perfil metabdlico de terpenos y cannabinoides en Cannabis, y demostraron que

éstos estudios permiten distinguir entre diferentes genotipos de la misma cepa.

Esto se ha realizado ya en varias cepas de Cannabis, »
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Figura 4 - Perfil metabdlico de la cepa “Cold Kreek Kush”



Objetivos

- Realizar una revisién de bibliografia y ensayos preliminares sobre el andlisis de
terpenos en flores secas de Cannabis sativa.

- Comparar criticamente diferentes columnas, técnicas de extraccién, fibras de
microextraccion, condiciones de extraccién, a fin de evaluar el contenido cuali-
cuantitativo de terpenos y terpenoides extraidos de diferentes plantas y
variedades de Cannabis.

- Estudiar la influencia de distintas variables experimentales sobre la resolucién y
detectabilidad de la sefial analitica tanto en GC como en HPLC.

-  Fomentar el criterio analitico para el andlisis de los datos experimentales
adquiridos.

- Validar el método de analisis de terpenos mayoritarios.



Materiales y métodos

Muestras: Cepa Argentina Terapéutical, 2y 3

Las muestras de mayor interés en este trabajo son las Cepas Argentinas Terapéuticas
(CAT) desarrolladas por un equipo de cientificos del Centro de Investigaciones del
Medioambiente (CIM—CONICET/UNLP) a partir de esquejes facilitados por
organizaciones de cultivadores como el Club de cultivo Jardin del Unicornio (CAT 1y 2)
y Asociacién Cultivo en Familia La Plata (CAT 3). El equipo de investigadores del CIM
tiene por objetivo obtener cultivos seguros para tratar diferentes afecciones como
Parkinson, esclerosis, cancer y autismo, entre otros. Investigadores de diversas partes
del pais han comenzado a participar en su caracterizacién, aunque aun no hay

disponible una caracterizacion en términos de terpenos.

Al entregarnos las muestras nos comentaron que segun el perfil de cannabinoides

encontrado en cada una, la CAT 1y 2 se podrian relacionar con las siguientes cepas:

La muestra CAT 1 es muy similar a la descrita como “Critical Mass CBD” en el banco
Dinafem. Se trata de una variedad que produce un efecto relajante, por lo que se
consume idealmente para combatir el insomnio y los dolores musculares, y se
caracteriza por el olor a frutas, limén y pino, lo que nos da idea de que en ella
podemos encontrar grandes cantidades de §-limoneno y pineno. También se describe
como una cepa con relacién CBD:THC 1:1 por lo que su efecto psicoactivo no es muy
potente. Se trata de una mezcla 80% indica y 20% sativa y se caracteriza por plantas

tupidas y robustas con un rendimiento de 700-1200 g de flores (cosecha)/planta [8].

Con respecto a la CAT 2, seria similar a la “AK-47” en el banco Nirvana, también se
trata de un hibrido 60% indica y 40% sativa, por lo que se define como “genial para
actividades sociales o creativas, debido a que pone al usuario en un estado mental
extremadamente alerta” también “genial para obtener inspiracion para realizar
actividades”. Se caracteriza por el aroma dulce a mango, lo que indica la presencia de

mirceno en ella [9].

La CAT 3 es una cepa desarrollada y cultivada por el profesor Daniel Loza y fue

precisamente él quien bautizé a la cepa como ‘Quinto elemento’. Presenta un alto



contenido en THC y se encuentra en proceso de estandarizacion y caracterizacién por
investigadores, becarios y alumnos del CIM. Si bien no hay mucha informacién
formalizada sobre aplicaciones clinicas de la CAT 3, en una entrevista se describié que
posee efectos relajantes y eficaces en el tratamiento de una joven con autismo [10], y
ademas el mismo profesor Loza la utilizé durante mucho tiempo para paliar una
enfermedad hepatica por la que le dieron 8 afios de vida, pero a la que sobrevivié casi

20.

Estas muestras han sido analizadas por Vaccarini [11] en su trabajo final de grado en el
laboratorio del CIM. El estudio incluyd la determinacién cualitativa y cuantitativa del
contenido de cannabinoides en semillas, raices, hojas e inflorescencias de la cepa CAT
3 mediante el uso de HPLC/UV-DAD a 215 nm. Utilizé una columna BDS Hypersil C18 y
una fase movil de metanol y acetato de amonio 25 mM con las que realizé una corrida

en gradiente.

En su trabajo, Vaccarini estudié cada una de las cepas en detalle e informd que la CAT
1 presentaba una velocidad de crecimiento de (0,9 + 0,3) cm/dia alcanzando una altura
promedio de (54,2 + 9,6) cm y sus hojas presentaron entre 3-5 foliolos largos y anchos,
y sus inflorescencias eran pequefias, pero muy densas y compactas, con un alto
contenido de tricomas; e informd que presenta un alto contenido de CBD en relacion
al THC. Con respecto a la CAT 2, informa que presenta un alto contenido de THC, una
velocidad de crecimiento de (1,8 * 0,5) cm/dia y abundantes ramificaciones, con
respecto a sus inflorescencias mostraron ser de forma cdnica, sélidas y voluminosas
con gran contenido de tricomas. Por ultimo, la CAT 3 es una variedad con alto
contenido de THC, presenta una velocidad de crecimiento alta ((2,1 + 0,4) cm/dia) e

inflorescencias grandes y poco compactas.

El perfil de cannabinoides se presenta en la tabla 2, en la que se puede observar que
las cepas 2 y 3 presentan un alto contenido de THC, mientras que la 1 mostrd ser mas

rica en CBD.
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Tabla 2 - Concentraciones de CBDA, THCA, CBD, THC y totales en mg/gr en Cepas Argentinas Terapéuticas 1,2y 3

Compuestos CAT 1 CAT 2 CAT 3
CBDA 64,78 + 5,22 4,8+1,96 1,35+0,20
THCA 32,51 +£2,14 178,32 + 15,61 38,17 £ 5,62

CBD 5,58 + 1,98 1,94 £ 0,14 0,78 £ 0,31
THC 9,26 + 1,54 13,38 £ 6,52 10,55+ 5,28
Totales 112,13 + 15,39 198,44 + 37,09 50,85 + 16,14
THC total 37,77 +£4,83 169,77 + 28,68 | 44,03 + 14,44
CBD total 62,39 + 9,27 6,15 + 2,63 1,96 + 0,69
THC/CBD 0,61 +0,01 27,61+ 5,87 22,42 +0,52
(1:2) (28:1) (22:1)

Por lo que podemos observar sobre el trabajo final presentado por Vaccarini, se realizd
una caracterizacion exhaustiva de las cepas mencionadas en relacién a su contenido de
cannabinoides, pero el contenido cuali/cuantitativo de terpenos y terpenoides quedd

sin explorar.

Cromatografia

La cromatografia agrupa un conjunto diverso de métodos que permite separar

componentes estrechamente relacionados de mezclas complejas. Se define
clasicamente como un proceso de separacion que se logra mediante la distribucion de
sustancias al ser separadas utilizando dos fases, una fase estacionaria y una fase mavil.
Algunos solutos se distribuyen preferencialmente en la fase moévil y se mueven
rapidamente a lo largo del sistema, y otros que se distribuyen preferentemente en la
fase estacionaria; por lo tanto los solutos van a eluir en orden de su coeficiente de

distribucién con respecto a la fase estacionaria.

Cromatografia Gas-Liquido

En cromatografia de gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. En este caso la fase movil es un gas inerte, generalmente
helio, nitrégeno o hidrégeno, que no interacciona con las moléculas del analito, solo lo
transporta a lo largo de la columna. En la cromatografia gas-liquido el analito se
reparte entre la fase moévil gaseosa y un liquido inmovilizado sobre un soporte sélido

inerte (columna rellena) o sobre la pared de un capilar (columna de tubo abierto).
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Las virtudes de dicha técnica incluyen las elevadas eficiencias que se logran en la
resolucion de mezclas complejas, los tiempos cortos de analisis, la gran sensibilidad
(detecta facilmente concentraciones en el orden de las partes por millén), el

requerimiento de pequefias cantidades de muestras y el bajo costo.

Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento - HPLC

La HPLC es una técnica avanzada de la cromatografia liquido-liquido. Consiste en una
fase movil (liquido o mezcla de liquidos) que atraviesa a altas presiones una columna
rellena con esferas recubiertas de fase estacionaria. Los detectores mas comunes para

este tipo de cromatografia incluyen el de absorbancia, electroquimicos y fluorescencia.

Este tipo de cromatografia es ampliamente utilizada por su gran sensibilidad, facil
adaptacion a determinaciones cuantitativas exactas y aplicabilidad a muchas dreas. Si
bien utiliza pequefas cantidades de muestra, entre 0,5y 5 pL, requiere el uso de altos
volumenes de solvente. Esto ultimo sumado con el equipamiento necesario la vuelve

una técnica relativamente mas costosa.

Indices de Retencion de Kovats

En cromatografia de gases informar los datos obtenidos como tp (tiempos de
retencion) utilizando una determinada fase estacionaria deberian ser suficientes para
la identificacion de los componentes de una mezcla por comparaciéon con datos de
otros autores en las mismas condiciones, sin embargo, éste varia con una amplia
cantidad de pardmetros como son la temperatura del horno, la longitud de la columna
y su relacion de fases o la velocidad del gas portador. Por lo que una de las maneras de
superar la dificultad de la identificacion y comparacion de analitos cuando no es

posible acceder a los estandares, es la utilizacidn de los indices de Kovats.

Este indice fue desarrollado por Kovats en 1958 [12] y expresa el nUmero de dtomos de
carbono multiplicado por 100, de un alcano hipotético de cadena normal que tendria
un tiempo de retencién ajustado idéntico al del pico de interés cuando es analizado
por CG en condiciones idénticas. Este indice normaliza las variables instrumentales y
operativas de los cromatografos de gases y geometrias de las columnas construidas y

permite la comparacidn de parametros entre distintos laboratorios.
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La definicidn incluye la utilizacidn de alcanos con n dtomos de carbono por lo que el

indice de retenciodn (1), se calcula segun:

lOgVN A — lOgVN n)
logVy m+1) — LogVn )

I = 100N + 100 (ec.1)

Donde V) es el volumen de retencidn neto, n es el n-alcano con N atomos de carbono,

n + 1 es el n-alcano con N + 1 4tomos de carbono.

Alternativamente, considerando que el volumen de retencién neto es el producto
entre el tiempo de retencién ajustado multiplicado por el caudal promedio, el indice
de retencion de un analito en una columna en condiciones isotérmicas puede

calcularse en funcién a los tiempos de retencién ajustados, t'z, como:

log t’R(A) — IOg t,R(n)
logt'rn+1) — l0gt reny

I = 100N + 100 (ec.2)

Donde n y n + 1 son los alcanos mas chico y mas grande, respectivamente, que se

encuentran antes y después del analito A.

En los indices de Kovats, el valor de | de un alcano se obtiene de multiplicar por 100 el
numero de carbonos que posee, por ejemplo para n-octano, n-decano, n-dodecano
seran 800, 1000 y 1200, respectivamente. Estos valores son independientes de la
columna y de las condiciones cromatograficas incluida la temperatura, informacion

gue debe proveerse para cualquier otro

© Polietilenglicol compuesto cuyo indice se informe.

+Polidimetilsiloxano

Para obtener el valor de | de un analito se inyecta
una mezcla de n-alcanos bajo las mismas
condiciones cromatograficas y se grafica el

logaritmo del tiempo de retencién ajustado (t'r) en

Log Tiempo de Retencion Ajustado

funcién al | de cada alcano, como se explicé

anteriormente. El uso de la escala logaritmica

i : | |
600 800 1000 1200 1400 . . ) .
b s ainii permite observar el incremento lineal (figura 5) de

Figura 5 — Logaritmo de tiempo de retencion ajustado
vs indice de retencidn: extrapolacion para acetato
isoamilico a 120°C en dos columnas conteniendo
polidimetilsiloxano y de polietilenglicol

dichos pardmetros. Con el tiempo de retencién de

un analito de interés se puede estimar entre qué
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alcanos se encuentra. Es decir, si una sustancia arroja un | de 530, quiere decir que

saldra de la columna poco luego del n-pentano y antes que el n-hexano.

El indice de retenciéon de Kovats es dependiente de la temperatura y la fase
estacionaria, por lo que es comudn encontrar datos con la siguiente nomenclatura I
donde X es la fase estacionaria y T la tempratura de corrida isotérmica utilizada. Por
ejemplo, si se realiza la determinaciéon a 120 °C y utilizando escualano como fase

estacionaria informariamos los datos como I£5§#a1amo,

Cuando en cromatografia de gases se hace uso de un gradiente de temperatura los
indices de retencién Kovats se conocen como indices de retencién lineales [13] y su
calculo se realiza segun la siguiente ecuacion:

A_Tn]

T
I =100n + 100 [ (ec.3)
Ty

n+1

Como se puede observar, comparado con la ecuacion 2, se utiliza la temperatura de
elucidén, en Kelvin, de los alcanos y el analito de interés en reemplazo de los voliumenes
netos. Dicha temperatura puede obtenerse facilmente a partir de una relacién
matemadtica con los datos del programa de temperatura utilizados en la corrida.

Asumiendo un programa de temperatura lineal:
T,=T,+rtg (ec.4)

Donde T, es la temperatura de elucién del compuesto con determinado tg, T, la

o

C) la velocidad de
min

temperatura inicial del gradiente de temperatura, vy r(

calentamiento del horno.

Métodos de pretratamiento

Las técnicas de pretratamiento de muestra consisten en el aislamiento (total o parcial)
y/o la preconcentracién (en linea o no) de algunos componentes de interés desde la
matriz para que se encuentren de una manera mas apropiada para su separacion,
deteccidn y andlisis. Se hace con los objetivos de lograr reproducibilidad y robustez,
evitar dafios en la columna, eliminar interferencias, compatibilizar métodos vy

preconcentrar el analito [14].
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Estos métodos incluyen desde la extraccion liquido-liquido utilizando solventes
organicos, hasta técnicas mas complejas como la utilizaciéon de fluidos supercriticos,
extraccidn en fase sélida, también pueden involucrar el uso de ondas de microondas,

ultrasonido o equipos de Soxhlet.

Extraccion sdlido-liquido (SLE)

Entre las técnicas utilizadas en este trabajo se encuentran la extraccién con solventes
del tipo sdlido-liquido, que puede tomar diversas formas. Una consiste en poner en
contacto la muestra con un volumen de solvente organico y agitarlo. Luego del
reparto, es decir, luego de que migren los analitos afines a dicho solvente,
obtendremos los analitos de interés y con una simple filtracion se separa a la matriz
que puede interferir en la medida. Esta extraccidon puede ser favorecida mediante la
termostatizacion del solvente, lo que favorece el reparto, también se puede utilizar
ultrasonido, lo que favorece la ruptura de la estructura celular e interacciones de los
analitos con la materia organica por lo que el reparto también se ve favorecido. La
extraccion sélido-liquido utilizando el equipo de Soxhlet permite utilizar menor
cantidad de solvente organico y obtener una extraccién exhaustiva luego de
aproximadamente 6-7 ciclos de evaporacién-condensacion del solvente. Su empleo, sin

embargo, no estd recomendado para sustancias muy volatiles.

Extraccion asistida por microondas (MASE)

Con respecto el uso de microondas o MASE (Microwave Accelerated Solvent
Extraction) la muestra y el solvente de extraccion son calentados directamente. El
solvente elegido puede absorber las microondas (alta constante dieléctrica), o no
absorberlas (baja constante dieléctrica). En el primer caso, la muestra y el solvente se
ubican en un vial cerrado de PTFE, cuarzo o un material que no absorba las
microondas. La radiacién calienta el solvente a temperaturas por encima de su punto
de ebullicién lo que permite una rapida extraccion de los analitos bajo una presién
moderada. Para el segundo caso, la muestra y el solvente se colocan en un vial, que se
puede encontrar abierto o cerrado, este método es mas suave ya que se lleva a cabo
en presiones atmosféricas o bajas, y se puede realizar en el caso de muestras con

analitos termolabiles. El solvente no se calienta por la radiacién, pero si la muestra (ya
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que suele contener agua o algin componente con alta constante dieléctrica), por lo

gue en el proceso libera los analitos al solvente.

Extraccion con fluidos supercriticos

Este tipo de extraccidon es altamente versatil ya que permite obtener el extracto
concentrado sin el solvente de extraccion. Consiste en la inyeccién de un gas a una
camara con la muestra, que en determinadas condiciones de temperatura y presion,
por encima de su punto critico, presenta un cambio de fase a un fluido supercritico con
propiedades de densidad similares a las de un liquido con el que se realiza la
extraccion. Y luego, al volver a las condiciones normales de temperatura y presion, el
fluido se evapora dejando el extracto concentrado. Uno de los gases mas utilizados
para este tipo de extracciones es el didxido de carbono ya que es barato, facil de

conseguir, inerte, y ambientalmente aceptable.

Extraccion en espacio cabeza (HSE)

La extraccion de espacio cabeza o HSE (Head Space Extraction) se utiliza para analitos
volatiles o con un punto de ebullicion bajo de manera de poder favorecer su paso a la
fase gaseosa mediante el calentamiento del vial. Consiste en colocar la muestra, sea
sélida o liquida, en un vial cerrado y termostatizado. Al alcanzarse el equilibrio (sélido-
gas o liquido-gas) se realiza un muestreo del espacio cabeza y luego se inyecta en un

cromatdgrafo de gases.

Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccion en fase sélida o SPME (Solid Phase Micro Extraction), es una
variacion de la técnica de extraccion en fase sélida (SPE). Consiste en el empleo de una
fibra cuya fase extractante o sorbente, como puede ser polidimetilsiloxano, se
encuentra depositada sobre un capilar de silice y montada en un dispositivo que

permite su exposicién controlada a la solucién o muestra a analizar.

La fibra se puede sumergir en la solucién (DI-SPME — Deep Inmersion SPME) donde los
analitos son absorbidos sobre la misma segun su afinidad. Luego de un tiempo
optimizado de exposicion de la fibra con la muestra en un vial cerrado, la fibra se

retrae (Figura 6B) y posteriormente se desorbe en el inyector del HPLC mediante una
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interfaz (Figura 6D) en la que los analitos son barridos con un solvente mas fuerte o en
el inyector del GC, donde se extraen aumentando la temperatura. Sin embargo,
sumergir la fibra la muestra, limita su vida util por lo que no es recomendable. Otra
opcion es exponerla en el espacio cabeza de un vial que contenga el sélido o la
solucién a analizar (HS-SPME — Head Space SPME). En esta variacién, al igual que en
HSE, los analitos deben ser volatiles o tener un punto de ebullicién bajo. Igual que en el
caso anterior, luego de un tiempo de exposiciéon optimizado, la fibra se retrae (Figura
6A) y posteriormente se expone en el inyector de un cromatdgrafo de gases para
permitir la desorcidon térmica de los compuestos mediante calentamiento (figura 6C).

A} Paso de extraccion para HS-SPME e e
(A) . (C) Desorcion térmica en puerto de

inyeccion de CG

Detector

Enzamblaje_
defibra

reive | ool — 0

agitacien @Perforar  @Exponer  @Retraer

septumde  fibra fibra/
la muestra extraccion  guitar
(B) Paso de extraccion para DI-SPME (D) Desorcidn con solventes utilizando

interfaz para SPME

Enzamblaje
de fibra
adicional

Residuo !
I ~ \ Valvula de & vias

Fase movil de

la bomba
Acolumna LC

Muestra

Platina

con -
agitacign @Ferforar  @Ecponer & Retraer

septumde fibra/ fibra,
la muestra extraccion  guitar

Figura 6 - Pasos de extraccion para A) HS-SPME y B) DI-SPME y su desorcién en C) cromatografia de gases
y D) HPLC.

17



Antecedentes

A continuacién se mencionardn trabajos publicados por distintos autores quienes han
estudiado el perfil metabdlico de terpenos en plantas de Cannabis a lo largo de los
aflos y quienes informan haber realizado distintas técnicas cromatograficas vy

pretratamientos de muestras.

Pretratamientos

Entre los pretratamientos de la muestra encontramos diversas técnicas, como las
mencionadas anteriormente, que permiten la extraccion de los analitos de interés

desde la matriz para que se encuentren de una manera mas apropiada para su analisis.

Material vegetal
Uno de los trabajos en los que se utiliza el material vegetal (flores) sin pretratar es el

de Ascrizzi (2018) [15] quienes propusieron el uso de una fibra de polidimetilsiloxano

de 100 um de espesor expuesta a la muestra por 30 minutos temperatura ambiente.

La extraccidn con fluidos supercriticos es muy recomendada, principalmente por la
versatilidad que posee. En 2018 se reportdé una extraccién utilizando didxido de
carbono como fluido supercritico en plantas de Cannabis, lo que permitié alcanzar
limites de cuantificacién de hasta 1pg mL™ [16]. Otro trabajo en el que se propuso el
uso de fluidos supercriticos para el estudio de terpenos en Cannabis es aquel
publicado en 2013 por Omar et. al. [17] donde se propuso el uso de CO;, a 100 bar y
35°C a un caudal de 1 mL min™ durante 5 minutos; en este trabajo se publicaron

limites de cuantificacion de 0.006 pg g'l.

Soluciones
Por su lado, trabajos como el de Hapenny & Stenerson[18] utilizan también HS-SPME y

proponen colocar la muestra en un vial con agua mili-Q®, donde la misma fibra se
expone al espacio cabeza del vial mientras se agita a 250 rpm a 40°C durante 10

minutos.

Por otra parte, la extraccidn sdlido-liquido también es muy utilizada para extraer los
terpenos en un solvente organico que luego se inyecta en la columna para realizar el

analisis. Este método se utilizd6 en trabajos como el de Giese (2015) [19], quienes
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desarrollaron una técnica que involucraba moler las flores y luego extraer los terpenos
utilizando etanol y realizando distintos ciclos de centrifugacion. De forma similar, en
otro trabajo [20], establecen, para el andlisis de terpenos, una extraccion con metanol
y agitacién, y también el trabajo publicado por Fischedick en 2010 donde se propone

nuevamente la extraccion de la muestra de flores molidas con etanol y centrifugacion.

Cromatografia de gases

La CG-FID es la técnica por defecto para el estudio de los terpenos y compuestos
terpenoides presentes en Cannabis, debido a que estos son altamente volatiles y
termoestables. Ademas, el detector FID presenta un amplio rango lineal lo que permite
cubrir una gran cantidad de terpenos en una sola

inyeccion[19]. Sobre la aplicacién de esta técnica (‘_;H3 CH

|
a este tipo de muestras se encuentra en una gran

cantidad de trabajos y se informan valores de @

limites de deteccion de entre 0,1 - 0,2 ppm y de 5%

cuantificacién de 0,4 - 0,8 ppm [21].

| 3
1—8i—0 + Si-0-
CH

95%

Figura 7 - Estructura 5% fenil - polidimetilsiloxano

Fases estacionarias
Si hacemos referencia a las columnas utilizadas, la mas empleada en ensayos de

terpenos por CG es una columna de tubo abierto consistente en un capilar de silice
fundida con la pared del mismo recubierta por la fase estacionaria 5%
fenilpolidimetilsiloxano, cuya estructura se visualiza en la figura 7, y mas comunmente
con dimensiones de 30 metros; 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de
film. Esta fase estacionaria se utiliza por su baja polaridad, amplio rango de
temperaturas (hasta 350°C), y bajo sangrado, lo que la hace perfecta para su uso en

cromatografia de gases acoplada a un detector de masas y para analisis de trazas.

Sin embargo, con relacién a las columnas, aquellas que contienen liquidos iénicos (LI) a
temperatura ambiente como fase estacionaria, demostraron ser muy eficaces a la hora
de separar compuestos de aceites esenciales, estas columnas muestran alta capacidad
de separar compuestos polares y no-polares ya que presentan la posibilidad de
interaccionar con los analitos de diversas maneras, que incluyen fuerzas

electrostdticas, interaccidn dipolo-dipolo, puente de hidrégeno, y cohesion y
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dispersidn [22]. Si bien no existen demasiados ensayos que hagan uso de este tipo de
columnas, en 2011, Ragonese et al.[23] caracterizaron una columna SLB-IL59 [1,12-
di(tripropilfosfonio)dodecano bis(trifluoro- methansulfonil)Jamida] y la aplicaron a una
muestra de aceite esencial de limén. Compararon su eficiencia con los resultados
obtenidos con una columna apolar (5% difenil-95% dimetilsiloxano) y una de polaridad
intermedia (100% poli(etilenglicol). Como conclusion pudieron afirmar que la columna
de liquidos idnicos se comportaba similar a la de polaridad intermedia y lograron la

identificacion de 41 compuestos y la obtencion de picos bien resueltos.

Deteccion y cuantificacion
Con respecto a la deteccidon de estos compuestos, encontramos estudios en los que se

emplea el analisis de ionizacion en llama (FID), el que resultaria mas adecuado por
arrojar menores limites de deteccion en la cuantificacion mientras que el empleo de
un espectrometro de masas (MS), es de gran utilidad para la identificacién. En el caso
de usar detectores FID, se pueden utilizar estandares y/o indices de retencion de
Kovats para realizar la identificacidon y cuantificacion de los terpenos presentes sin
necesidad de recurrir a un equipo de masas en el caso de no tener estandares que nos
permitan realizar una identificacion mds confiable. Ademds, autores como Ragonese
[23] explican que los componentes de aceites esenciales, como los terpenos, producen
espectros de fragmentacidn similares lo que dificulta en algunos casos su identificacion
mediante el detector de Masas, por lo que los indices de Kovats resultan de mucha

utilidad.

Por ultimo, las corridas isotérmicas no son recomendadas debido a la gran cantidad y
variedad de compuestos presentes por lo que los programas de temperatura son
elegidos. Pueden incluir una simple rampa en el gradiente, como la publicada en 2018
por Ascrizzi [15] que comenzaba en 60°C y aumentaba a 3°C/min hasta 240°C; o puede
ser mas compleja como la utilizada en el trabajo de Omar et. al. en 2013 [17], quienes
aplicaron un programa de temperatura no lineal por lo que en su caso la identificacidn

se realizd por comparacién con biblioteca del detector de masas.

A modo de resumen, la tabla 3, muestra los trabajos nombrados anteriormente para

realizar una comparacion entre ellos.
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Tabla 3 - Tabla comparativa de resultados obtenidos por diferentes autores mediante el uso de Cromatografia de gases y diferentes técnicas de pretratamiento de muestras.

LO
Trabajo Extraccion Muestra Columna Detector (ppr?w) Determina
VOCs as fingerprint for chemical profiling of , p-cimen-8-ol, a-terpineol, B-
. Hachis DB-5 . -
hashish samples analyzed by HS-SPME (resina/polen) (30x0.25%0.25) MS n.i. cariofileno, alloaromadendreno,
HS-SPME/CG-MS [15] P ' ) oxido de cariofileno
Optimisation and characterisation of marihuana HPS-MS 0.006-
extracts obtained by SPE and FUSE, and retention | SFE (CO,) Planta molida MS ' o-y B-pineno y limoneno
. . (30x0.25x0.25) 6.2
time locking CG/MS [17]
s |y | 255 | Micenn Sscareno gl
q P MeOH (30x0.25x0.25) 15.5 cariofileno, a-humuleno

[20]
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Quantitative determination of terpenes using HS-

Equity-1 PDMS

o—pineno, R-(+)-limoneno y

SPME and CG/MS [18] HS-SPME | Plantamolida | o6, 25x0.25) MS - linalool
Development and validation of a reliable and
robust method for the analysis of cannabinoids SLE EtOH Flores molidas Elite-5MS FID 5-8 27 terpenos
and terpenes in Cannabis [19]
Metabolic fingerprinting of Cannabis sativa L.,
cannabinoids and terpenoids for Brotes Cannabis DB5 400-
SLE EtOH FID y MS 36t
chemotaxonomic and drug standardization medicinal (30x0.25x0.25) y 500 erpenos
purposes [1]
Development of Gas-Chromatographic Method SLE Rtx-50
for Simultaneous Determination of Cannabinoids Acetona Flores molidas (30x0.25%0.25) FID 0.4-0.8 6 terpenos y cannabinoides

and Terpenes in Hemp [21]

n.i.: no informa
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Cromatografia de Liquidos

HPLC ha sido determinada como la técnica mds adecuada para el estudio de

cannabinoides ya que son inestables térmicamente y el grupo dacido de los

cannabinoides carboxilicos son decarboxilados a la temperatura del inyector de un CG.

Sin embargo, en 2020 se ha demostrado que es posible realizar su determinacidn total,

sin discriminar entre compuestos acidos y descarboxilados, utilizando cromatografia

de gases asegurando la descarboxilacidén cuantitativa de los cannabinoides mediante el

uso de altas temperaturas en el inyector y bajos volimenes de inyeccion[21].

La técnica también es utilizada para la separacién de terpenos en distintas matrices

pero no en Cannabis debido a la superposiciéon de sefiales de los cannabinoides y

terpenos, ya que la relacidn de sefiales es muy alta en el UV-VIS y los terpenos no son

facilmente separables (figura 8) [24].
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Figura 8 — Cromatogramas obtenidos para terpenos y terpenos y Cannabinoides mediante HPLC-UV con una
columna C18. Deteccion a 205nm.

Entre los trabajos publicados para la determinacion de terpenos mediante HPLC,

encontramos el de Musenga et. al. en 2006[25], quien planteaba una corrida isocratica

con una fase modvil compuesta por un buffer de dacido fosférico-trimetilamina vy
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acetonitrilo (30:70) en una columna rellena de octilsilice (C8). Estos investigadores
lograron resolver en dichas condiciones eugenol, acetato de eugenol, B-cariofileno, a-
humuleno y éxido de cariofileno en 7 minutos, y luego lo aplicaron a clavos de olor

obteniendo resultados muy satisfactorios.

Otro trabajo interesante fue publicado por Laugel en 1998 [26], quienes propusieron el
uso de columnas de octadecilsilice (C18) y una fase mévil metanol:acetronitrilo:agua
(60:5:35) y lograron la determinacidn de seis terpenos empleando para la deteccién
una longitud de onda de 206 nm que determinaron de maxima absorbancia para los

compuestos de estudio en una cepa de Centella Asiatica.

El trabajo de Giese [19] ya mencionado por su estudio en cromatografia de gases,
también informa haber determinado una serie de terpenos mediante HPLC-DAD a 214
nm utilizando una columna C18 y gradiente de 0,1% acido férmico en agua y 0,1%
acido férmico en acetonitrilo, pero solo se aplicd a los terpenos puros con el fin de

realizar una curva de calibracion.

Quienes si informan haber separado terpenos presentes en muestras de Cannabis
utilizan un equipo de HPLC acopado a MS/MS por lo que se trata de un equipo mucho
mas costoso [27]. Este grupo estudid la separacidén de los terpenos mds comunes en
este tipo de plantas y, ademads, pusieron a prueba su método para diferentes
variedades incluyendo aceites, concentrados, refinados, entre otros. Utilizan una
columna bifenilo con “endcapping” de tetrametilsilano y realizan una corrida en
gradiente, partiendo de 50:50 2 mM acetato de amonio + 0.1% acido férmico como
fase acuosa y 2 mM acetato de amonio + 0.1% acido férmico en metanol como fase
organica, aumentando a 5:95 para los 6 minutos de la corrida; y volviendo a la
proporcion de 50:50 para el final de la corrida a los 12 minutos. La figura 9 muestra un
cromatograma presentado en este trabajo vy, si bien las sefales correspondientes a
terpinoleno y limoneno se encuentran levemente superpuestas, la separacion fue

buena, logrando obtener limites de cuantificacién menores a 1 ppb.
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Figura 9 — Cromatograma obtenido a partir de una muestra de terpenos en Cannabis mediante HPLC MS/MS.

Todos estos trabajos demuestran que, si bien es posible la determinacién de terpenos

mediante HPLC, no fueron aplicados a muestras de Cannabis, por lo que uno de

nuestros objetivos originales fue probar diferentes condiciones de analisis de manera

de llegar a resultados de separacién y determinacion satisfactorios.
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Trabajo experimental en Cromatografia de Gases

Condiciones experimentales

Luego de la lectura y comparacion de los trabajos comentados anteriormente se inicié
el trabajo experimental. Para esto se utilizd una columna capilar de 5% fenil-
polimetilsiloxano con una longitud de 26 metros, 250 um de didmetro interno y 0.2 um
de espesor de film, fabricada previamente en el laboratorio [28]. Se utilizd un
cromatoégrafo de gases Agilent 6890 equipado con un detector de ionizacion en llama
(FID). Las condiciones cromatograficas de andlisis iniciales fueron: la temperatura del
inyector 300°C, caudal constante 1 mL min™ y modo Split 0.1; temperatura del
detector 350°C y relacidon de hidrdgeno:aire utilizada fue de 30:300. Por ultimo, en
base a las condiciones reportadas en bibliografia, se utiliz6 una programa de
temperatura de 60°C a 240°C a 3°C/min y 5 min finales, lo que significaba un tiempo de

analisis de 65 minutos.

Identificacion por patrones

Para las primeras identificaciones de terpenos se utilizd6 un programa de temperatura
consistente en mantener la temperatura en 35°C por 5 minutos seguido de luego un
aumento hasta 200°C con una velocidad de 10 °C min™. En dichas condiciones se
analizaron patrones individuales de R y S pineno, limoneno, linalool, 2-careno, guaiol y
geraniol, se realizaron inyecciones separadas y se registraron sus tiempos de retencién

ajustados (empleando metano como marcador de tiempo muerto).

Posteriormente se hizo uso de dos estandares con mezclas de patrones de terpenos de

Cannabis de la marca Restek, conteniendo los siguientes compuestos:

- Standard #1: a-pineno, canfeno, B-pineno, B-mirceno, 6-3-careno, a-terpineno,
p-cimeno, &-limoneno, ocimeno (a y f), y-terpinoleno, linalool, isopulegol,
geraniol, B-cariofileno, a-humuleno, nerolidol (cis y trans), guaiol y a-bisabolol.

- Standard #2: 1,8-cineol y 6xido de cariofileno.
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Las inyecciones de los mismos se realizaron en iguales condiciones que los estandares
puros, lo que permitié la identificacion de los picos por superposicion de

cromatogramas.

Identificacion mediante indices de Retencién de Kovats

Como se menciond anteriormente, al tener una muestra tan compleja y pocos
patrones para comparar, recurrimos al uso de los indices de retenciéon de Kovats y
basandonos en el trabajo publicado en 2011 por Babushok [29] logramos identificar

una amplia cantidad de los terpenos presentes en la muestra.

Realizamos la inyeccion de una solucion conteniendo alcanos que abarcaban los
carbonos 9 a 19, y a partir del calculo de sus temperaturas de elucién en el gradiente y
sus | obtuvimos una recta (figura 10) en la que se interpolaron los datos de
temperaturas de elucion de cada compuesto para obtener sus I. Finalmente ese
método nos arrojé resultados lejanos a los que encontrabamos en trabajos publicados
por lo que recurrimos a la ecuacién propia de la recta (ecuacidn 3) lo que nos permitié

la correcta identificacion.
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Figura 10 — Grafico de | Kovats de n-alcanos y sus temperaturas de elucidn (K).

Se hizo uso de los Indices de los alcanos inyectados para determinar aquellos

correspondientes a las mezclas de patrones utilizados en el apartado anterior, dichos
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datos y su comparacién con aquellos publicados en el trabajo de Babushok se pueden

observar en la tabla 4.

Tabla 4 - Tiempo de retencidn, temperatura de elucién, | Kovats calculado y de bibliografia de patrones de terpenos.

Analito tr Te (K) | Calculado | | Babushok Al
n-nonano 4,778 347,3 900
a-pineno 5,624 349,9 932,3 936 3,7
Canfeno 6,005 351,0 946,9 950 3,1
B-pineno 6,749 353,2 975,3 978 2,7
B-mirceno 7,099 354,3 988,7 989 0,3
n-decano 7,394 355,2 1000
6-3-careno 7,712 356,1 1009,2 1011 1,8
a-terpineno 7,908 356,7 1014,9 1017 2,1
p-cimeno 8,162 357,5 1022,2 1024 1,8
6-limoneno 8,295 357,9 1026,1 1030 3,9
1,8-Cineol 8,393 358,2 1028,9 1032 3,1
(Z)-ocimeno 8,565 358,7 1034 1038 4,1
(E)-ocimeno 8,927 359,8 1044 1048 3,7
y-terpineno 9,308 360,9 1055,4 1060 4,6
Terpinoleno 10,363 364,1 1085,9 1087 1,1
Linalool 10,783 365,3 1098,0 1099 1,0
n-undecano 10,851 365,6 1100
Isopulegol-(-) 12,531 370,6 1142,0 1145 3,0
n-dodecano 14,855 377,6 1200
Geraniol 16,941 383,8 1250,5 1255 4,5
n-tridecano 18,986 390,0 1300
n-tetradecano 23,041 402,12 1400
B-cariofileno 23,534 403,6 1413,0 1420 7,0
a-humuleno 24,865 407,6 1448,3 1453 4,7
n-pentadecano 26,821 413,5 1500
(2)-nerolidol 28,020 417,1 1531,9 1543 11
(E)-nerolidol 29,159 420,5 1562,2 1560 -2
Cgi(iff‘;::o 29,768 422,3 1578,4 1581 2,6
Guaiol 30,472 424,4 1597,1 1597 -0,1
n-hexadecano 30,58 424,7 1600
a-bisabolol 33,483 433,4 1662,9 1683 20,1
n-heptadecano 35,192 438,58 1700

Si bien el valor de | Babushok informado es el valor medio de datos publicados por

otros autores, en el trabajo también informan intervalos alrededor del mismo con un
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50% y un 90% de confianza, los cuales se utilizaron en este caso, y en la asignacion

empleada mas adelante para realizar la identificacion.

Pretratamiento de muestras

Extraccion con solventes

Para la evaluacidon de un método de extraccion solido-liquido se utilizaron muestras de

flores secas de Cannabis no tipificado y se evaluaron tres estrategias haciendo uso de

varios solventes:

1) Se rellend con aproximadamente 0,5 g de muestra, una pequefia columna de acero

y se hizo fluir desde el extremo superior el solvente extractante (gas propano) que se

licué dentro de la columna por la elevada presidn, extrayendo distintos compuestos de

la muestra. El extracto se colectd por la parte inferior en un vaso de precipitados.

Posteriormente se dejé evaporar el propano dejando la resina extraida que se disolvié

en 10,00ml de hexano. La extraccidn se repitié sin unir los extractos. Esto se ensayo

para dos muestras diferentes. Se obtuvieron las soluciones que se observan en la

Figura 11.

Figura 11 — Extractos de Cannabis no tipificado obtenidos a partir de la extraccion con gas propano.

Los datos correspondientes a las extracciones realizadas se observan en la tabla 5:

Tabla 5 - Datos obtenidos a partir del primer y segundo extracto de dos muestras de Cannabis no tipificado.

Extracto Masa pesada (g) Masa de resina obtenida (g)
la 0,0696
0,5495
1b 0,0094
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Voltage

2a 0,0706
0,5482
2b 0,0101

Posteriormente se realizaron las inyecciones del primer y segundo extracto de la
primera muestra y se obtuvieron los cromatogramas de la figura 12. Si bien
esperamos que la altura de los picos disminuya en el segundo extracto y esto no se
observa en todos los casos, podria deberse a que las extracciones no fueron

reproducibles.

— D:A\Documents\Desktop'TESINA\Cromatogramas'\24
— D:\DocumentsiDes ktop\TESINA'C romatogramasi2s

5 10 15 20

T [min

Figura 12 - Cromatogramas obtenidos del primer (verde) y segundo (rosa) extractos de la primer muestra de Cannabis no tipificado.

2) Para esta estrategia se armo un dispositivo que contaba con una bureta enrasada
con solvente de extraccién que goteaba directo sobre una columna de acero rellena
con 0,5346 g de muestra, ubicada sobre un matraz en el que se colectaba el extracto
hasta llegar a enrasarlo. En la Figura 13 puede observar un momento de la extracciéon y

los extractos obtenidos.

Figura 13 - Extraccion de Cannabis con solvente mediante columna de extraccidn. A la
izquierda: dispositivo; a la derecha: extractos obtenidos.
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Para el primer extracto se dispensaron 10,00 mL de solvente desde bureta, y una vez
gue se detuvo el goteo de extracto se llevé a un volumen final de 10,00 mL. Luego se
dispensd solvente desde bureta, y los siguientes extractos (2, 3 y 4) se colectaron en
matraces de 1,00 mL realizando el enrase directamente con el goteo de la columna de

extraccion.

[mv/]

60—

40+

20+ U/
— s ]

X . e

Vottage

Time [l

Figura 14 - Cromatogramas de la primera, segunda, tercera y cuarta extraccion (de arriba hacia abajo) con hexanos de la
muestra no tipificada.

De las inyecciones de los mismos se obtuvieron los siguientes cromatogramas (figura
14), donde podemos observar que si bien se realizaron cuatro extracciones las mismas
no resultaron ser exhaustivas por lo que se requeririan mas ciclos de extraccién o
mayor volumen de solvente. Entre los 15 y 20 minutos del cromatograma,
encontramos que faltan algunos picos a medida que aumenta el nimero de extraccion,
lo que indica que ese compuesto si fue completamente extraido o que se encontraba
en muy baja concentracién en comparacidon al resto. Por ultimo, cabe
destacar la presencia de un gran pico cerca de los 30 minutos que puede
corresponder a THC, CBD o CBN, si bien no conocemos su identificacion,
observamos que se encuentra en una gran proporcidn para las primeras

corridas y que disminuye para la cuarta.

3) En la ultima estrategia, se utilizaron jeringas de vidrio para filtracién, como

la que se muestra en la figura 15, en las que se colocaron aproximadamente

0,1 gramos de muestra y sobre la cual se agregaron 5 mL de solvente

siguiendo la idea planteada por Omar et. al. en 2013 [17]. La jeringa tapada
Figura 15 - Jeringa

en su parte inferior se sometié a ultrasonido por 3 minutos y luego se dej¢ de vidrio utilizada
para la extraccién.
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reposar 30 minutos. Posteriormente se coloco el filtro en el extremo de la jeringa y se
obtuvo el extracto por presion del émbolo en un matraz, llevando a volumen final de
5,00 mL. Se hizo ademas una segunda extraccidon de cada remanente en la jeringa, con
el mismo procedimiento. Los datos de extraccidn para cada solvente evaluado se

observan en la tabla 6:

Tabla 6 — Solvente utilizado y masas pesadas de muestra de flores no tipificadas.

Solvente de extraccion Masa pesada (g)
Metanol 0,0976
Hexano 0,0974

Acetato de etilo 0,0993
1-butanol 0,1005

Se realizaron entonces ocho medidas cromatograficas, observandose que el segundo
extracto seguia presentando un porcentaje de terpenos significativo, como se muestra
en el cromatograma (figura 16), por lo que la extraccion no fue exhaustiva y para un

analisis cuantitativo deberian realizarse mas ciclos de extraccion.

De cada medida de la primera extraccion con cada solvente se obtuvo la siguiente

informacion:

Tabla 7 - Numero de picos, picos reconocidos por comparacion de estandares y aquellos con mayor area a partir
de la primera extraccion con cada solvente.

Picos reconocidos
Solvente de
N2 de picos por comparacion Mayor area
extraccion
con estandares

Hexano 79 6 11
Metanol 70 6 15
Acetato de etilo 72 7 11
1-butanol 76 8 16
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etilo y 1-butanol de arriba hacia abajo.

Observando la informacidn suministrada por los cromatogramas, los alcoholes
permitian obtener picos de mayor area, y entre ellos el que mostré un mayor
rendimiento de extraccion fue el 1-butanol, por lo que se llegd a la conclusién de que
dicho alcohol permitia obtener un mejor resultado, de entre los solventes ensayados,
pudiéndose inferir que las extracciones podrian arrojar mejores rendimientos

empleando como extractante a alcoholes de cadenas mas largas.

Head Space

Se realizd el estudio de las muestras CAT (Cepa Argentina Terapéutica) en sus
variedades 1, 2 y 3 provistas por el CIM en recipientes cerrados y rotulados con su
respectivo peso. Se trasvasaron cuantitativamente a viales de SPME (figura 17) y se
llevaron a un horno a 40°C por 45 minutos, luego se inyectd 2 pl de la fraccidn gaseosa

del vial en la columna usando el programa de temperatura que consideramos ideal.
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Figura 16 - Cromatogramas correspondientes a la primera y segunda extraccion (arriba y abajo) con hexano, metanol, acetato de



Figura 17 - CAT 1, 2, 3 himedas y 3 seca
respectivamente. Las masas de cada una eran 1,2;1; 1
y 0,9 gramos.

Los tratamientos térmicos se realizaron de manera que primero se llevd a cabo la
desorcidn con la muestra de CAT 1y se inyectd, a los 25 minutos de corrida se llevé al
horno la siguiente muestra y asi sucesivamente, de manera de dar tiempo a que
termine cada corrida (que duraba aproximadamente 70 minutos, considerando el

enfriamiento de la columna).

Por observacién de los cromatogramas obtenidos (figura 18) podemos notar que las
tres cepas de CAT presentan bastantes diferencias entre si, una de ellas es que la CAT 1
es mas rica en Cannabidiol (CBD) y A9-tetrahidrocannabinol (THC); que en la cepa 2 y
3, donde lo predominante es el THC, lo que condice a lo obtenido de bibliografia. Por
otro lado si dividimos los cromatogramas en tres partes, siendo tiempos de retencion
bajos medios y altos, podemos ver que la CAT 1 y 3 presentan un perfil mayor de
terpenos en tiempos bajos; y que en tiempos medios la cepa 3 tiene una elevada
concentracidon de los mismos, a comparacién de los otros dos casos; mientras que si
comparamos la variedad de terpenos, en cantidad de picos presentes, es mayor en la

cepa l.
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Figura 18 - Cromatogramas obtenidos a partir de la inyeccién del HS de muestras de CAT 1, 2 y 3 (de arriba hacia
abajo respectivamente) luego de tratamiento térmico.

A partir de la informacion obtenida de los cromatogramas y con el uso de los indices
de retencién de Kovats y los estdandares utilizados, se procedio a la identificacién de los
compuestos. Un resumen de los terpenos identificados a partir de la comparacién con
los indices publicados por Babushok en 2011, considerando, ademads, aquellos mas

comunes en estas plantas segun Ascrizzi, se encuentran en la tabla 8.
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Tabla 8 - Identificaciones realizadas sobre las 3 cepas CAT a partir del uso de IRL y sus abundancias relativas porcentuales.

Abundancia relativa %

tr (min) Te (K) Identificacion | calculado | Babushok
CAT1 CAT 2 CAT 3
4,778 347,33 n-nonano 900
4,83 348 Heptanal 902 902,0 - - 0,4
5,624 350 a-pineno 931,9 932,0 0,83 0,09 0,2
6,749 353 B-pineno 974,8 975,0 0,38 0,16 0,1
7,099 354 B-mirceno 988,1 988,0 2,16 0,23 1,52
7,394 355,18 n-decano 1000
7,44 355 Octanal 1001,4 1002,8 0,04 - -
7,529 356 a-Felandreno 1003,9 1004,1 0,05 - -
8,162 357 p-cimeno 1021,6 1022,0 0,06 - -
8,295 358 &-limoneno 1025,4 1026,0 0,34 - 0,14
8,565 358 (2)-ocimeno 1034,0 1034,0 - 0,73 -
8,927 360 (E)-ocimeno 1044,0 1044,3 - - 0,45
10,783 365 Linalool 1097,0 1098,0 0,52 0,44 0,26
10,851 365,55 n-undecano 1100
10,921 366 Cis-tujona 1102 1102,0 - - 0,02
11,266 367 Hotrienol 1110,4 1106,8 0,13 0,11 0,03
11,58 368 Exo-fenchol 1118,2 1119,0 0,06 0,10 -
12,531 371 Isopulegol 1141,6 1142,0 0,02 - 0,03
13,291 373 B-oxido de pineno 1160,9 1158,0 0,04 - -
14,281 376 a-terpineol 1185,7 1189,7 0,12 0,12 0,04
14,647 377 Mirtenol 1194,8 1192,0 0,05 - -
14,855 377,57 n-dodecano 1200
18,986 389,96 n-tridecano 1300
22,775 401 B-elemeno 1393,4 1390,4 0,22 0,22 0,04
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Abundancia relativa %

tg (min) T (K) Identificacion | calculado | Babushok
CAT 1 CAT 2 CAT 3

23,041 402,12 n-tetradecano 1400
23,534 403 B-cariofileno 1411,6 1413,0 0,92 1,86 1,63
23,752 404 B-cedreno 1418,8 1421,0 - 0,10 0,04
24,063 405 a-bergamoteno, trans 1427,0 1434,5 - 2,60 1,26
24,252 405 y-elemeno 1429,6 1436,4 0,09 0,16 0,54
24,865 407 a-humuleno 1446,8 1448,0 0,39 0,71 0,62
25,029 408 Allomadendreno 1452,6 1459,9 0,22 0,31 0,24

25,7 410 y-gurjuneno 1470,3 1472,2 - - 0,06
25,982 411 y-muuroleno 1477,8 1476,2 - - 0,12
26,068 411 B-selineno 1480,1 1486,1 - 0,23 0,31
26,428 412 Valenceno 1489,6 1491,7 0,07 0,20 0,39
26,821 413,46 n-pentadecano 1500

26,86 414 B-bisaboleno 1500,9 1508,4 - 0,50 1,28
27,018 414 a-bulneseno 1505,2 1504,1 0,41 - 0,35
27,563 416 a-selinene-7-epi 1519,7 1517,2 0,05 0,13 0,09
27,928 417 Calamaneno 1529,4 1522,9 - 0,63 0,52
28,020 417 (Z2)-nerolidol 1533,2 1532,0 0,13 0,20 0,26
28,164 417 a-cadineno 1535,7 1533,3 - 1,04 0,7
28,301 418 Elemol 1539,4 1547,5 0,06 - 0,07
28,994 420 5-metilpentadecano 1557,8 1551,0 - - 0,08
29,159 420 (E)-nerolidol 1560,3 1560,0 0,06 - 0,36
29,768 422 Oxido de cariofileno 1577,0 1578,0 0,06 - 0,05
30,301 424 Carotol 1592,6 1595,3 0,77 - -
30,472 425 Guaiol 1599,5 1597,0 0,05 - -

30,58 424,74 n-hexadecano 1600
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Abundancia relativa %

tg (min) T (K) Identificacion | calculado | Babushok
CAT 1 CAT 2 CAT 3
31,053 426 Epoxido de”h“m“'eno 1610,3 1604,7 0,76 - 0,13
31,495 427 y-eudesmol-10-epi 1619,8 1617,7 0,2 - -
31,88 429 y-eudesmol 1628,2 1630,9 0,2 - -
Caryophylla-

32,14 429 a(14), 8(ylsF;-<;Iien-5-o| 1633,8 1640,3 0,4 - -
32,249 430 Ep°xya"°rzrnooma”de"d 1636,2 1639,0 0,5 - 0,14
32,415 430 Selina-3,11-dien-6-a-ol 1639,8 1644,0 0,1 - 0,03
32,787 431 a-eudesmol 1647,9 1651,7 0,7 - -
33,483 433 a-bisabolol 1661,0 1663,0 0,36 0,42 -
33,76 434 epi-a-bisabolol 1669,0 1685,3 0,1 0,14 0,13
35,192 438,58 n-heptadecano 1700

35,946 441 Farnesol-2z-6e 1717,1 1722,5 0,08 - -
37,111 444 Farnesol-2e-6e 1743,4 1743,5 0,12 - -
37,692 446 a-sinsenal 1756,5 1573,5 0,1 - -
39,613 451,84 n-octadecano 1800

42,619 461 1-hexadecanol 1884,5 1879,7 0,1 0,24 0,09
43,172 462,52 n-nonadecano 1900

47,811 476 0,04 0,11 0,02
47,965 477 - - 0,04
50,045 483 0,24 - -
50,688 485 0,23 - -
51,601 488 0,07 - -
51,733 488 0,18 0,01 0,03
52,287 490 2,82 - -
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Abundancia relativa %

tg (min) T (K) Identificacion | calculado | Babushok
CAT1 CAT 2 CAT3
52,714 491 0,33 0,67 0,51
52,86 492 0,22 0,21 -
55,13 498 0,43 0,58 0,12
55,694 500 CBD/CBD-A? 44,46 1,51 0,51
55,866 501 2,54 0,76 0,67
56,824 503 - - 0,03
57,084 504 0,58 0,08 0,12
57,093 504 - - 0,10
57,262 505 0,04 0,72 0,09
57,443 505 0,15 0,24 0,15
58,157 507 THC/THC-A? 33,01 77,03 82,33
58,288 508 1,04 2,20 -
58,779 509 0,07 0,24 -
59,402 511 0,38 0,91 0,5
59,524 512 0,60 0,98 1,61
59,623 512 0,36 0,97 0,25
59,929 513 0,14 0,47 0,16
62,318 520 - 0,63 -
2x; (CAT;) 100,0 100,0 100,0

Referencias:

rojo,

n-alcanos; verde, compuestos presentes en el estdndar #1; azul, compuestos presentes en el estandar #2.
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Las identificaciones se realizaron hasta el indice 1900 debido a que el mix utilizado
para determinar los indices contenia hasta el nonadecano, realizar la extrapolacion de
los alcanos de cadena mas larga no seria correcto. Se muestran, ademas otros
compuestos que eluyen a temperaturas superiores que no pudieron ser identificados
pero que demuestra que se trata de muestras muy complejas, entre ellos hay
compuestos con abundancias relativas altas, por lo que se sospecha que sean

cannabinoides abundantes en estas cepas, como el THC o CBD [11].

Los cromatogramas correspondientes a las 3 muestras CAT y sus perfiles de terpenos

se puede encontrar en el Anexo I.

Discusion

El pretratamiento con solventes mostré ser muy eficaz a la hora de extraer terpenos
de la muestra de Cannabis, sin embargo, ninguna de las experiencias realizadas
demostro ser exhaustiva. Lo ideal seria realizar una serie de ciclos de extraccién sobre
la misma muestra y determinar la cantidad de veces que seria necesario adicionar

solvente nuevo o también, optimizar el volumen y el tiempo de contacto con cada uno.

Se observd a partir de los resultados que los alcoholes permiten una mejor extraccion
y también se considerd que al aumentar el largo de la cadena de los alcoholes se
obtenia una mejor extraccidon (observando la cantidad de picos y su altura) esto

comparando los datos para el metanol y 1-butanol.

La extraccion de tipo Head Space resulté satisfactoria a la hora de analizar las muestras
de manera no destructiva, y permitié la determinacidn cualitativa de los terpenos de
tres cepas diferentes. Considerando que las tres CAT pesaban aproximadamente lo
mismo y si no se consideraran los errores relacionados al muestreo e inyeccién, los

resultados podrian ser comparables entre si.

La identificacién de los terpenos se realizd mediante el uso estdndares, indices de
retencion y comparacién con datos de bibliografia, lo que resulté ser de gran utilidad,
aunque el uso de un detector de masas seria fundamental para resolver algunas

identificaciones tentativas.



Con respecto a las muestras CAT, podemos observar que se identificaron mas de
sesenta compuestos sin tener en cuenta aquellos con indice de retencién mayor a
1900, ademas de que se observaron claramente los picos correspondientes a los
cannabinoides mas abundantes. Considerando la informacion inicialmente obtenida,
encontramos que la CAT 1 posee altos niveles de limoneno y pineno, ademas de
concentraciones muy altas de [B-cariofileno y mirceno, lo que le confiere propiedades
antidepresivas, antimutagénicas, antibidticas y antiinflamatorias, ademas de aromas
citricos y herbales. Los valores de CBD+CBD-A y THC+THC-A en esta cepa también son
elevados lo que se condice con lo estudiado por Vaccarini. Por su parte la CAT 2
muestra altos niveles de THC+THC-A, ademas de (Z)-ocimeno y a-trans-bergamoteno,
por lo que presenta aromas relacionados al ldpulo y caracteristicas analgésicas,
antiinflamatorias y antibidticas. Por ultimo la CAT 3, mostré tener un contenido alto de
THC+THC-A y bajo en CBD, también condiciéndose con lo presentado en el trabajo
anteriormente mencionado. Ademas, esta nueva cepa presenta elevados niveles de
mirceno, lo que le brinda aroma a lUpulo y le confiere un efecto sedativo y relajante;
(E)-ocimeno que aporta propiedades anticancerigenas, anti bactericidas y antifungicas;
y [-cariofileno, que estda relacionado al tratamiento de isquemias cerebrales,
osteoartritis, ansiedad y depresion, Alzheimer y tratamiento de células cancerigenas

[30].
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Perspectivas futuras

En funcién de la revision bibliografica y los resultados preliminares obtenidos, se
empleara el uso de cromatografia gaseosa acoplada al detector de masas a través de la
comparacion de espectros de biblioteca para identificar con un mayor grado de
confianza la composicion cualitativa de terpenos en las muestras CATs. Se evaluara el
uso de fibras de SPME (Solid Phase Micro Extraction) como método de
preconcentracion de este tipo de compuestos volatiles. Se optimizara el tratamiento
térmico de las muestras (tiempo y temperatura) ya sea para HSE y SPME. Se estudiaran
otros métodos de extraccion como la extraccidn asistida por microondas y por

ultrasonido.

Por otro lado, se empleara la columna de trihexil(tetradecil)fosfonio elaborada en el

Laboratorio para estudiar la retencion de los terpenos en columnas de liquidos idnicos.
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