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Resumen

El analisis de Cannabinoides es uno de los ensayos mas habitualmente
realizados por los laboratorios forenses. Por este motivo es importante disponer
de metodologias analiticas con el objetivo de poder analizar diferentes tipos de
muestras en el menor tiempo posible. Para que los resultados obtenidos tengan
valor legal se necesita utilizar métodos validados que aseguren su exactitud y
precision. Existen diversas técnicas y métodos utilizados comunmente para este
tipo de analisis, ya sea con proposito identificativo o cuantificativo. Este trabajo
se centra en las técnicas de cromatografia de gases y cromatografia de liquidos,
analizando ventajas y problematicas de cada una. También se comparan los
posibles detectores acoplados a cada técnica cromatografica, comiunmente el
espectrometro de masas, el detector de ionizacion de llama y el detector de
diodos en fila.

Es importante destacar que la metodologia a implementar en los andlisis
forenses de Cannabinoides depende en gran parte de las técnicas disponibles
en el laboratorio por lo que habra veces que no sera posible utilizar el mejor
método existente en la bibliografia, pero se podra validar un método alternativo

gue permita obtener resultados validos para la finalidad requerida.

Palabras Clave / Keywords: Cannabis, THC, CBD, THCA, HPLC, GC,

marihuana

Abstract

Cannabinoid analysis is one of the most common tests conducted in forensic
laboratories. Therefore, optimization of the available analytical techniques is an
important endeavor. To ensure the results carry satisfactory legal value, it is
necessary to use validated methods that ensure certainty and reproducibility.
There are various techniques and methods commonly used for Cannabinoid
analysis, either for identification or quantification purposes, each with its own
advantages and disadvantages. This paper presents a summary and evaluation
of the most common chromatographic technics: Gases and Liquids, outlining the
advantages, disadvantages and applications of each one. We also compare the
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different detectors used with this cromatographies: Mass Spectrometer and
Diode Array Detector/Flame lonization Detector.

In conclusion, the way to proceed with the forensic analysis of Cannabinoids
depends largely on the techniques available for the analyst. There will be times
where the best method in the bibliography can’t be used, but an alternate method

could be validated so reproducible and valid results can be obtained.
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1- Introduccién

El cannabis es la droga de circulacion no legal mas consumida en el mundo [1]
asi como también en Europa, estando presente en mas del 80% de las
incautaciones (240.000 en 2022) [2], por lo tanto, su analisis es uno de los mas
frecuentes en los laboratorios forenses. Si bien esta droga fue utilizada con usos
medicinales y terapéuticos desde la antigtiedad, recién en los ultimos afios
comenzaron a surgir estudios cientificos analizando estas propiedades [3-9]. No
todo uso del Cannabis esté penalizado por la ley ya que puede aplicarse en la
industria textil, alimentaria y de construccién. Esto genera que, mientras algunos
paises prohiben directamente la tenencia de esta droga, otros implementan un
limite legal en la concentracion permitida. Por este motivo los andlisis a realizar
dependen en gran parte de los requisitos del sistema legal: si es suficiente
determinar la presencia de la droga con andlisis cualitativos, mientras que en los
casos donde se requiere saber la concentracién de sustancia psicotropica se
necesitan analisis que permitan la cuantificacion de los analitos. Cabe destacar
que la cuantificaciébn también es necesaria como analisis de control de calidad
en los paises donde se encuentra legalizada, para de este modo poder dosificar

correctamente las dosis.

Este trabajo se realiz6 con el fin de recopilar diversos métodos analiticos
utilizados por 6rganos internacionales, como el Observatorio Europeo de las
Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA) y la Oficina de Drogas y Crimenes de las
Naciones Unidas (UNODC), para el analisis de cannabis, compararlos y

mencionar ventajas e inconvenientes de los mismos [1, 2].

1.1. Cannabis y Cannabinoides

El término cannabinoides (CNBs) engloba a una familia de compuestos
terpenofendlicos sintetizados naturalmente por la planta Cannabis Sativa L,
siendo una sustancia con actividad psicotropica de gran interés forense por su
alto consumo y trafico. Los CNBs son “policétidos de resorcinilo isoprenilados”
gue pueden variar en el radical isoprenil y la cadena resorcinil, dando lugar a un
gran numero de diferentes combinaciones. La mayoria son quirales y son

sintetizados naturalmente en la forma (-)-(R,R) [10]. EI Cannabis estd compuesto
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por diversos componentes, de los cuales el compuesto de principal interés es el
Dronabinol o A9-THC ((-)-trans-A9-tetrahidrocanabinol), que se encuentra dentro
del grupo de isbmeros tetrahidrocannabinoles o THC (estas siglas, contrario a
Su uso comun son una familia de muchos isémeros, de los cuales el A9-THC es
el mas importante). Este es el compuesto activo psicotropico, que produce
sensacion de euforia y relajacion, teniendo efectos de analgésico,
antiinflamatorio, estimulante de apetito y antiemético. Su uso cronico esta
asociado a déficits cognitivos, ansiedad, paranoia, psicosis y sindrome de
abstinencia [3-7, 11-15].

Otro compuesto de interés es el Cannabidiol (CBD), otro isobmero de THC, que
presenta acciones terapéuticas similares al A9-THC, sin tener el efecto
psicoactivo, e incluso se sugiere que podria mitigar los efectos adversos de este
altimo [8, 9, 16, 17].

También esté el acido A9-tetrahidrocanabinolico o THCA, el cual es importante
debido a que se convierte en A9-THC por descarboxilaciéon. EI Cannabigerol o
CBG es otro CNB estudiado por su mayor presencia en las plantas de uso

industrial.

En la Figura 1 se observan las estructuras quimicas de estos compuestos

mencionados.

OH OH o
H
OH
H
o )
(-)-trans-A9-THC CAS 1972-08-3 Acido A9-tetrahidrocanabinolico ~ CAS 23978-85-0
Dronabinol C21H3002 THCA C22H3004



Andlisis de Cannabinoides: Revisidn bibliografica de métodos cromatograficos
Master en Genética, Fisica y Quimica Forense, 2022

OH
OH

=
‘ HO
/ HO
Cannabidiol CAS 13956-29-1 Cannabigerol ~ CAS 25654-31-3
CBD C21H3002 CBG C21H3202

Figura 1: Estructura quimica de cannabinoides de interés.

Dentro de la planta de Cannabis se puede encontrar la mayor concentracion de
THC en el pistilo de las flores, luego una menor cantidad en las hojas y muy poco
en las raices [18]. Las hembras presentan un contenido mayor de THC que las
macho y es posible aumentar estos contenidos mediante cultivo interno, ya que,
al mejorar las condiciones de crecimiento, se logra obtener plantas con

contenidos entre 10 y 25%, resinas de 25% y aceites de hasta 60%.

1.2. Productos

Como existen diferentes presentaciones del cannabis como, por ejemplo, flores
y hojas secas (marihuana), resina (hachis), aceites, etc., es necesario tener
procedimientos que permitan el andlisis e identificacion en todas las diferentes
posibles matrices. Como es de esperar, las formas de obtencion varian de

acuerdo con el producto deseado.

Para el cannabis herbal (planta) se cortan las flores y hojas, pudiendo someterse
a un tamizado para lograr una mejor separacion. El secado de la planta es
simple: colgar y secar con una corriente de aire entre 24 y 72 horas. Este
producto se puede fumar directamente o almacenar, aunque se degrada con el
tiempo [1, 2, 10].

El hachis o resina de cannabis se obtiene al juntar las secreciones resinosas
producidas por las plantas, logrando concentraciones de THC mayores que en

el herbal. Si bien existen varios métodos distintos de produccién, la mayoria se



Andlisis de Cannabinoides: Revisidn bibliografica de métodos cromatograficos
Master en Genética, Fisica y Quimica Forense, 2022

basan en romper las hojas secas (con mortero o las manos), tamizar y calentar
un poco para lograr la apariencia resinosa. Debido a este tipo de purificacion es

que posee mayor contenido que la presentacion herbal [1].

El aceite de cannabis es un concentrado oscuro y denso de las plantas o resinas
y se produce mediante un reflujo con algun solvente organico como acetona,
etanol o éter de petrdleo. Se filtra y se deja evaporar hasta obtener la
consistencia deseada. Es muy utilizado para facilitar el trafico por permitir

transportar la misma cantidad de cannabis en menor volumen [1].

Segun un estudio realizado por la Oficina Federal de Salud Publica de Suiza [19],
la mayor parte de las incautaciones de cannabis herbal poseen una composicion
de entre 3y 13% de THC, las de resina entre 7 y 17% y los aceites hasta un
80%. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por M. Taschwer et al. [20]
que obtuvieron valores entre 2 y 25% para muestras vegetales. Esta informacién
es importante a tener en cuenta al definir el rango de trabajo al intentar cuantificar

las muestras.

Una presentacion de uso popular son los comestibles, que se logran al calentar
el cannabis con aceite 0 manteca y estos productos no suelen tener un contenido
de THC mayor que un 0,05% [1].

El cafiamo industrial se obtiene de cepas de Cannabis Sativa con bajo contenido
de THC y alto contenido de CBD, teniendo gran utilidad industrial y agricola [21].
De estas cepas se utilizan mas que nada las semillas, para producir alimentos,
plasticos, combustible, y las fibras, para papel, textiles y materiales de
construccion. En Europa, el contenido maximo de THC en estas plantas es de
0,2%.

Por ultimo, también hay que mencionar el uso terapéutico del cannabis. Existen
productos aprobados para su uso médico como tratamientos para el dolor y la
espasticidad, los cuales suelen ser en base a CBD con presentaciones de
100mg. Al A9-THC (psicoactivo) se lo utiliza en dosis de 2,5 mg para la pérdida
del apetito en pacientes con SIDA, nauseas severas Yy vOmitos por
guimioterapia. Estos tipos de productos se encuentran en constante
investigacion y desarrollo, pudiendo encontrarse una cantidad alta de trabajos

mencionando sus posibles usos y aplicaciones [3-9].
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1.3. Estabilidades

Es interesante destacar que los dos cannabinoides mas estudiados (Dronabinol
y CBD) no son biosintetizados por las plantas, sino que las mismas producen sus
analogos éacidos (THCA y CBDA respectivamente) los que se descarboxilan
naturalmente debido a reacciones inducidas por el calor o la luz [22, 23, 24] la
cual se debe a la limitada estabilidad de los cannabinoides &acidos. Aunque los
neutros son mas estables, también pueden descomponerse o interconvertirse,
siendo las reacciones quimicas de estabilidad mas importantes a tener en cuenta

las siguientes:

e Al calentar la muestra o exponerla a la luz puede producirse la
descarboxilacion de THCA a THC y también la oxidacion de THC a
cannabinol o CBN [1].

e En medio &cido esta favorecida la conversion de CBD a isomeros del THC
(también en presencia de catalizadores) y también la isomerizacion de A9-
THC a A8-THC. Resultados de niveles muy altos de A8 suele ser

indicativo de cannabis enriquecido con THC convertido [1].

Segun un estudio presentado por O. Zoller et al. [25] las soluciones de A9-THC
suelen ser mas estables en soluciones basicas que acidas y es posible conservar
las soluciones metandlicas patron de A9-THCA por al menos tres meses si se
las almacena a menos de -20°C, mientras que las de A9-THC por al menos un
afno. Las muestras de A9-THCA se mantienen estables al menos dos semanas
si se las guarda a +5°C, mientras que las de A9-THC lo hacen como minimo un
mes. Esto también es mantenido por M. Taschwer et al. [20] donde afirman que
si se mantiene a -25°C, la relacién de THCA/A9-THC se mantiene constante por
hasta 4 meses. También mencionan que en muestras guardadas por un afio a
25 °C pero protegidas de la luz no se observaron cambios en esta relacién. Cabe
aclarar gue no significa que no suceda la descarboxilacion, ya que observaron
un aumento considerable en la cantidad de A9-THC y disminucion de THCA,
pero la relacion se mantiene constante. Esto es importante a tener en cuenta si
se desea cuantificar A9-THC o THC total (A9-THC y THCA), también llamado
THC disponible, debido a la conversion del acido en la especie neutra en

presencia de calor.
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Por todos estos motivos es importante almacenar tanto las muestras como las

soluciones preparadas en un lugar oscuro y fresco, al reparo de la luz y el calor.

1.4. Marco Legal

En Espafa el consumo y cultivo para uso personal (cantidades menores a 100
g) no se encuentran penalizados, pero cualquier forma de negocio o narcotrafico
si estan prohibidos [26]. También se debe tener en cuenta la existencia de
licencias para plantaciones industriales de cafamo, por lo que es necesario
definir un limite en las concentraciones permitidas. Al igual que en el resto de
Europa, en Espafia este limite es de 0,2% de THC, aunque ya se aprobd una

medida europea en el 2021 para que este limite aumente al 0,3% en el 2023 [27].

Por ultimo, es interesante mencionar que en Europa el limite de tolerancia
aceptado en las mediciones es 0,03%, pero S. Sgr6 et al [28] proponen
argumentos en contra de este valor, ya que mencionan la falta de datos de
precision que apoyen ese numero y proponen penalizar excesos al limite legal

cuando excedan el 11-15% de ese limite.

Si se necesita diferenciar entre abuso y uso industrial se procede a analizar el
THC total (suma de A9-THC y THCA) y se compara la concentracion obtenida
con las de CBD, la cual es mayor en cafiamo industrial [29]. Dependiendo de la
relacion que haya entre ambas concentraciones existen clasificaciones

comol[30]:

- A9-THC predominante, tipo droga con CBD/ A9-THC=0-0,005.
- CBD predominante, por ejemplo, cailamo con CBD/ A9-THC=15-25.
- Intermedio, CBD/ A9-THC=0.5-3.0.

10
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2- Objetivo
El principal objetivo del trabajo es realizar un estudio bibliografico sobre las
diferentes metodologias existentes en la bibliografia sobre el andlisis cuantitativo
de muestras vegetales de Cannabis mediante técnicas cromatograficas,
comparando ventajas e inconvenientes comunes entre las técnicas y métodos
mas utilizados. Con toda esta informacion, se busca poder recomendar el mejor

meétodo posible.

11
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3- Estudio bibliografico para la determinacion de cannabinoides en

muestras vegetales

A lo largo de los afios se han desarrollado diversos métodos analiticos para la
determinacién de cannabinoides en diferentes tipos de muestras, siendo las
vegetales las mas comunes. Lamentablemente hasta el dia de hoy no existe un
meétodo aceptado globalmente para este analisis, por lo que muchas veces los
resultados entre laboratorios no son siempre comparables [31]. Por este motivo
se realizO6 una busqueda bibliografica de publicaciones y manuales
internacionales sobre analisis de cannabis, teniendo al mismo tiempo contacto
con distintos expertos en el tema, con el objetivo de analizar las ventajas e

inconvenientes de los diferentes métodos.

Se comenzara analizando la técnica de muestreo y preparacién de muestra mas
comunmente utilizada, y luego se estudiaran los distintos métodos analiticos
disponibles para el analisis cuantitativo de cannabinoides en muestras vegetales.
Por ultimo, se compararan los mismos, analizando ventajas, desventajas y

situaciones donde conviene utilizar cada uno.

3.1 Muestreo y pretratamiento de muestra

Como en cualquier andlisis, el muestreo es un paso fundamental para la
obtencién de resultados confiables, por lo que es importante conocer la
distribuciéon de cannabinoides en las muestras. Como se mencion6 antes en el
cannabis herbal la mayor proporcion se encuentra en las flores, mientras que
para las resinas es mejor tomar muestra del interior debido a la posible oxidacion
en el exterior del material. Por estos motivos se recomienda utilizar métodos de
muestreo Bayesianos que tengan en cuenta esta informacién, sobre un método

simplemente geométrico [32].

Es recomendable seguir siempre las guias de muestreo de drogas, ya que el
muestreo requerido depende en gran parte que tipo de analisis se van a realizar
(Guidelines on Sampling of lllicit Drugs for Quantitative Analysis de la Red
Europea de Institutos de Ciencias Forenses, ENFSI) [32, 33]. Por ejemplo, si se
desea realizar un andlisis cualitativo de muestras herbales, es suficiente con

tomar muestras de las flores y hojas, ya que ahi se encuentra la mayor cantidad

12
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de THC, pero para un andlisis cuantitativo se necesita tomar muestra
representativa de toda la planta (brotes, hojas, tallos) para poder expresar los
resultados en porcentaje masa-masa. La homogeneizacion de la muestra previa
a la extraccion es esencial para poder tener resultados validos [1, 32, 33]. El
contenido de agua debe ser considerado también, ya que puede variar
significativamente entre muestras [34]. Esta determinacion puede realizarse con
una titulacién por Karl Fisher sin metanol, método rapido y sencillo [35]. A
continuacion, se procede a secar la muestra, existiendo varios métodos, siendo
los mas comunes dejar a temperatura ambiente por varios dias, 0 secar en un
horno con ventilacion a 35-40°C por 24h [1, 31, 36]. Luego se utiliza un mortero
para moler, pudiendo utilizarse hielo seco como ayuda, y si es necesario es
posible determinar tamafios de particula mediante un tamizado. Este paso puede
ser un requisito para cuantificaciones porque asegura la homogeneidad de la
muestra [37]. Para las muestras de resina se utiliza un rallador para reducir el
tamanfo, y si se trata de una muestra pegajosa, se enfria con nitrégeno liquido y
se pulveriza con mortero, de manera similar al herbal. Por dltimo, los aceites
pueden ser analizados directamente o requerir un paso previo de dilucién si hay

riesgo de dafar un equipo [1].

La extraccion se realiza a continuacion, teniendo en cuenta que los compuestos
neutros (THC, CBD, etc.) pueden extraerse con hexano o éter de petréleo [38,
39], pero para los cannabinoides &cidos como el THCA y el acido cannabidiélico
(CBDA) son mejores los solventes polares como isopropanol, etanol, etc. Por
este motivo las mezclas de Metanol (MeOH)- CHCIs o hexano 9:1 suelen ser las
mas utilizadas para extraer cuantitativamente todos los cannabinoides y suelen
realizarse por aproximadamente 15 minutos en sonicador para mejores
resultados [29, 40-46].

T. Berés et al. [47] comparan distintos solventes de extraccion, donde mencionan
qgue no suele haber diferencias en los mayormente utilizados (MeOH-CHCIs /
Hexano-Acetona / Etanol), por lo que utilizan en su método etanol 96% debido a
su facilidad de obtencion y baja toxicidad. En ese trabajo lograron extracciones
de mas del 95% para CBDA, CBD y A9-THC durante la primera extraccion,
mientras que un poco menores (93%) para THCA. En ese estudio concluyen

13
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también que realizar multiples extracciones no mejora significativamente la

cantidad obtenida.

Como bien se menciond, la técnica mas utilizada de extraccion es la solido-
liguido asistida por ultrasonido (UAE) [29, 38-47], pero también hay trabajos
donde utilizan fluidos supercriticos (SFE) [48, 49], espacio cabeza-
microextraccion en fase solida (HS-SPME) [1] o extraccion por reflujo Soxhlet
[50]. Cada técnica tiene sus ventajas e inconvenientes, dando resultados
similares y reproducibles (rendimientos entre el 90 y 110%), por lo que la eleccion
suele ser segun la disponibilidad del laboratorio.

Una vez preparadas las muestras se procede a realizar los analisis pertinentes.

3.2 Anédlisis de Cannabinoides

Suelen existir dos objetivos para analizar una muestra de CNBs: Identificacion y
cuantificacion. Si solo se busca identificar la presencia de uno o mas CNBs se
pueden realizar analisis cualitativos, sin necesidad de cuantificar los compuestos
presentes. Desde el punto de vista forense es necesario, en general, poder
determinar o aproximar identidad, cantidad y concentracién de los CNBs
presentes en la muestra, por lo que se suelen elegir métodos que permitan tanto
la identificacion como la cuantificacion de estos compuestos. También es
importante diferenciar los analisis forenses de los de control de calidad
necesarios en las industrias, los cuales cada vez son mas comunes debido a la
despenalizacion del Cannabis y la aparicion de nuevos productos para
comercializar. Como ya se mencioné anteriormente, la finalidad de los analisis
forenses de cannabinoides es identificar y cuantificar las cantidades de CNBs
presentes en las muestras, mientras que un control de calidad en una industria
implica muchos mas analisis, como los bromatol6gicos o de otros compuestos
no cannabinoides que pueden tener efectos nocivos, como por ejemplo
terpenoides. Este trabajo se centra en los analisis realizados por laboratorios
forenses. En la figura 2 se observan las técnicas mas comunes utilizadas en el

andalisis de CNBs:

14
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Figura 2: Proporcion de las técnicas mas utilizadas en el analisis de CNBs [36]

3.2.1 Andlisis semicuantitativo

La técnica mas utilizada para la separacion de compuestos sea la cromatografia,
en la misma se utiliza una fase movil para transportar los analitos a través de
una fase estacionaria. Dependiendo de las interacciones que tenga el analito con
estas fases puede tardar mas o menos tiempo en recorrer el camino, logrando
separacion entre compuestos diferentes. Segun las caracteristicas de las fases
y los equipos utilizados existen diversas técnicas cromatogréficas, siendo la
Cromatografia de Capa Delgada (CCD/TLC), la Cromatografia de Liquidos (LC)
y la Cromatografia de Gases (GC) las mas utilizadas en los casos de analisis de
cannabis y drogas de abuso. Primero se menciona la cromatografia en capa
delgada ya que su utilidad es principalmente identificativa y semicuantitativa, y
luego se discutiran las cromatografias de liquido y cromatografia de gases que

tienen aplicaciones cuali- y cuantitativas.

La Cromatografia en Capa Delgada (CCD, o TLC por sus siglas en inglés), es
una técnica muy utilizada para la rapida separacion e identificacion de
compuestos por la sencillez y bajo costo del ensayo. Esta técnica se basa en
sembrar (colocar) la solucion incégnita en una placa con una fase estacionaria

como silica y utilizar una combinacion de solventes (fase mavil) para separar los
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compuestos presentes. Segun la altura alcanzada, se puede calcular el factor de
retencion (Rf) y se puede identificar una sustancia si se compara con un
estandar. El Rf es la distancia relativa recorrida por el analito en comparacion

con la fase movil.

Las placas mas utilizadas son de silica gel G (0,25mm de grosor) con un
indicador de fluorescencia a 254 nm que permiten visualizar compuestos sin
fluorescencia [1, 31, 36]. Si se requieren sensibilidades mayores y tiempos
menores existen placas de alta eficacia (HPTLC), pero los costos son mayores.
Los solventes a utilizar tienen que ser preparados de manera cuantitativa si se
desea comparar bibliograficamente los Rf obtenidos. También es importante
permitir la saturacion de la cubeta cerrada donde se realice la corrida dejando un
tiempo los solventes, de esta manera se evitan evaporaciones a medida que

avanza el frente y los resultados son mas reproducibles.

Existen varios solventes o mezclas de solventes que pueden utilizarse para
separar compuestos cannabinoides recomendados por la UNODC [1]. Por
ejemplo, para separar compuestos neutros en una TLC se utiliza una mezcla de
tolueno y dietilamina, mientras que si se desea separar también el THCA se
pueden realizar tres HPTLC en tres cubetas con 1) Una mezcla de éter de
petréleo y dietiléter; 2) Una mezcla de ciclohexano, éter isopropilico y dietilamina;
3) Una mezcla de hexano, dioxano y metanol. Otros métodos son utilizados por
las Farmacopeas Europea [51] y Americana [52], donde la TLC es la técnica

elegida para la identificacion de los CNBs.

La UNODC también informa sobre un método comunmente utilizado para la
extraccion de muestras utilizando cantidades que logren una concentracion final
de aproximadamente 0,5 mg/ml de los CNBs de interés [1]. Si se van a realizar
analisis cuantitativos es necesario utilizar solventes polares, ya que, como se
menciond anteriormente, de no ser asi la extracciéon del THCA resulta baja y
poco reproducible. Si solo se van a realizar analisis cualitativos es posible utilizar

éter de petréleo que da buenos resultados.

Como estandar de comparacion se utiliza una solucién 0,5 mg/ml en Metanol y

como control negativo se utiliza el mismo solvente que para la extraccion.
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Se realiza la TLC marcando la linea de base a 2 cm del borde, dejando espacio
entre siembras, y una vez finalizada se marca el frente de solvente y se deja

secar para luego revelar las manchas con algunos espray, como, por ejemplo:

e Solucién Fast Blue B 50 mg en 20 mL NaOH (0,1M)

e Solucién Fast Blue B 50 mg 1 mL de agua y 20 mL de Metanol
Si se desea conservar el andlisis por un tiempo se puede revelar con una
secuencia de Dietilamina, luego con solucion Fast Blue B y terminar nuevamente
con Dietilamina. En estas condiciones la placa puede guardarse en una bolsa de
plastico sellada posteriormente de ser secada con aire o temperatura ambiente,

sin pérdida de color [1].

Una vez revelada la placa, se calculan los factores de retencion comparandolos
con valores bibliogréaficos y el estandar si se realizé uno. Como es posible la
superposicion de manchas, es recomendable utilizar mas de una condicién
cromatografica (solventes) ya que varios resultados positivos dan mas certeza a

las conclusiones.

Otro método de analisis por HPTLC es el presentado por Y. Liu et al. [53] donde
logran incluso cuantificar de manera aproximada realizando una curva de

calibraciéon con un rango entre 25 y 500 ng de los CNBs.

Por dltimo, es interesante mencionar que si bien es posible un andlisis
semicuantitativo [54, 55] comparando las intensidades de las manchas de la
muestra con las producidas por concentraciones patron, para esto se necesita
que la siembra sea similar y reproducible (manchas grandes parecen menos
concentradas que manchas pequefias, debido a la dilucion en la superficie). Se
utilizan sustancias estandar, para de esta manera, poder comparar las
intensidades de los mismos compuestos. También es importante mencionar que
existen limitaciones en cuanto a la especificidad y sensibilidad de esta técnica si
se la compara con otras técnicas cromatograficas como las que presentaremos

a continuacion.
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3.2.2 Analisis Cuantitativo

Las técnicas mas empleadas para realizar un analisis cuantitativo de CNBs en
muestras herbales son la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de
liguidos (LC) acopladas a un detector espectroscopico. Estas técnicas requieren
realizar una curva de calibracion, preparando soluciones patrén utilizando
sustancias estandar, de esta manera se puede interpolar la concentracion de la
muestra incognita. Para analisis de rutina de cannabis se recomienda trabajar en
rangos de concentracion de los CNBs de 0,1y 2,5% (o0 0,02 mg/mL a 0,5 mg/mL),
incluyendo los puntos 0,04 y 0,5 mg/mL, requeridos por la Union Europea [1].
Debido a los problemas de estabilidad mencionados en el parrafo de “1.
Introduccion - Estabilidades”, estas soluciones estandar preparadas deben
conservarse en un lugar fresco y a la sombra, pudiendo utilizarse dentro de los

4 meses.

A la hora de cuantificar, es muy importante poder informar del rango de
incertidumbre de la concentracidén obtenida, ya que los valores obtenidos nunca
son absolutos y es posible que un valor aparentemente superior al limite en
realidad se encuentre debajo del mismo por los errores aleatorios de cada
método. Tanto en Espafia como en el resto de Europa hay una tolerancia sobre
el valor de la concentracion obtenida del 0,03%, aunque en diversos estudios se
cuestiona el origen de este valor, y se recomienda utilizar valores entre 11y 15%,
dependiendo del limite legal de THC de cada lugar [56].

Al realizar una busqueda de publicaciones en los ultimos afios se observa una
tendencia de aumento para los métodos de LC en comparacion con los de GC,
pero lo cierto es que ambos métodos proveen unos analisis muy Utiles a la hora

de identificar y cuantificar CNBs en muestras vegetales [31].

3.2.2.1. Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases, como su nombre indica, utiliza gases como fase
movil, siendo los mas comunes Hidrégeno, Nitrdgeno y Helio. Es una técnica
muy utilizada en laboratorios forenses por el poder de determinar compuestos

volatiles de manera rapida y simple.
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Algo para tener en cuenta con la GC es la necesidad de las altas temperaturas
gue se requieren en el inyector (alrededor de 200°C), lo que produce la reaccion
ya mencionada de descarboxilacién de los acidos cannabinoides en el propio
inyector, siendo la transformacién de THCA a THC la mas importante desde el
punto de vista analitico [57]. Esta reaccion es parcial [58] por lo que se dificulta
el analisis. Si se necesita obtener el contenido total de THC (suma de THCA y
THC), una posible solucion a este problema de estabilidad es realizar una
descarboxilacion previa al analisis para asegurar que el THCA pasa lo mas
completamente posible a THC. El problema de estos pasos es que como
demostré Dussy et al. [59] puede haber diferencias en las descarboxilaciones
gue generan variaciones en los resultados. También mencionan que si se utilizan
condiciones muy drasticas de tiempo y temperatura pueden suceder reacciones

de apertura de anillo, perdiendo THC (descomposicién a CBN y otros productos).

Si se necesita cuantificar por separado cada especie, una solucion al problema
de descarboxilacion es realizar un paso de derivatizacion que permita determinar
la concentracion de cada una. También en este caso existe el problema de
obtener derivatizaciones con rendimientos inferiores al 100% como menciona A.
Hazekampf et al. [60]. Por estos motivos los métodos analiticos y las condiciones
utilizadas deben ser validados con especial cuidado para poder asegurar
resultados confiables [61]. En cuanto a este problema, es importante mencionar
que algunos paises tienen un limite de THC, pero no especifican sobre el
contenido de THCA, por lo que hay que tener cuidado con la metodologia a
utilizar, ya que existe la posibilidad de sobreestimar el THC por la

descarboxilacion del THCA.

La descarboxilacién se realiza transfiriendo 500 pL del extracto realizado

anteriormente en “3.1 Muestreo y pretratamiento de la muestra”a un vial de GC
el cual se calienta a 150°C por 12 min para asegurar la descarboxilacion total del
THCA. Al evaporarse el solvente se redisuelve el residuo en 1,5 mL de etanol,

se agita el vial y se puede proceder al analisis [33].

La UNODC [1] recomienda para la derivatizacién la utilizacién de agentes como
N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) o] N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida/trimetilclorosilano (BSTFA/TMCS) (1%),

teniendo especial cuidado de evitar solventes como el etanol, ya que reaccionan
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con estos agentes derivatizantes. En el caso de haber utilizado etanol para la
extraccion, puede ser removido con una corriente suave de nitrogeno, y el
residuo redisuelto en 1,5 mL de cloroformo. Por ultimo, hay que agregar 100 pL
del agente derivatizante y calentar por 30 minutos a 70°C, y desde ahi se puede
proceder a analizar directamente [62] Otro posible inconveniente a tener en
cuenta son las isomerizaciones y conversiones que pueden ocurrir en medio

acido, por lo que hay que evitar agentes derivatizantes acidos [63, 64].

Los detectores mas utilizados junto a un GC son de ionizacién por llama y
espectrometria de masas, siendo el primero mas simple, robusto y no necesita
estandares deuterados que pueden no existir o ser de costo muy elevado [65].
Diversos autores [31, 36] afirman que los detectores de ionizacion por llama y
los de linea de diodos (en el caso de cromatografia de liquidos) dan resultados
MAas precisos que la espectrometria de masas, pero no proveen datos que lo
respalden. Durante esta busqueda bibliografica se encontraron diversos
ejemplos en la bibliografia donde sucede lo contrario, pero como muchas veces
se comparan muestras con tratamientos distintos, las comparaciones no pueden
hacerse de manera sencilla. Un trabajo a futuro deberia ser comparar los
resultados obtenidos con estos detectores sobre las mismas muestras.
Regresando al espectrometro de masas, hay que mencionar la mayor
sensibilidad que posee y la gran capacidad de identificacion, ya que incluso

permite identificar y cuantificar en casos donde distintos compuestos coeluyen.

Se procede entonces a analizar y comparar estos distintos métodos encontrados
en la bibliografia como se puede observar en la tabla 1, donde se presentan
varios métodos de GC validados para la cuantificacion de cannabinoides.
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Tabla 1: Métodos validados de GC para la cuantificacion de cannabinoides en muestras vegetales.

Detector Tratamiento Analitos Rango (pg/mL) R2 LOD (ug/mL) |LOQ (pg/mL)| RSD | Tiempo | Ref.
EtOH 96%, Ultrasonido o CBD 1.95-1000
FID Reflujo CBD CBG CBG 4.00-5.13 0.9999 0.25% m/m | 0.75 % m/m 30 min [66]
EtOH 96%, Derivatizacioén: A9S-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA, CBD 0.9905
FID BSTFA+TMS A8-THC 0.005-10 THC 0.9998| 0.006-0.012 0.02-0.03 | <16% | 10 min [47]
Soxhlet Hexano o MeOH,
FID 17A-Shimadzu | derivatizacion: BSTFA + TMCS A9-THC, THCA, CBN - - - - - 18 min [50]
Metanol y Derivatizacion: A9-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA, 0.001 %
FID BSTFA-1% TMCS A8-THC, CBGA, CBG, CBC 0.1-4.0% - 0.0003 % m/m m/m - 12 min [67]
EtOH 96%, Derivatizacion: A9S-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA,
MS BSTFA+TMS A8-THC 0.005-10 0.9948 0.003-0.006 | 0.009-0.02 | <28% | 10 min [47]
MeOH-CHCL3 9:1, 20 min, A9S-THC, A8-THC, CBC, THCA,
MS Derivatizacién: MSTFA-TMCS CBDA, CBGA, CBG, CBD, THCV 0.00025-25 >0.99 0.002-0.01 0.006-0.03 | <10% 7 min [68]
MS Hexano, 10 min A9-THC, CBD, CBG, CBN, CBC - - - - - 20 min [69]
Hexano-Isopropanol 9:1,
Derivatizacion: MSTFA-
MS 2%TMCS A9-THC, CBD, CBN 0.001-0.05 >0.99 0.0003 0.001 - 21 min [70]
QTOF Agilent
5973N SCFE: IPA-Ciclohexano A9-THC, CBD, CBG, CBN, CBDA 1-30 0.991 - 0.1 - - [49]
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Durante la busqueda bibliografica se encontré una gran cantidad de métodos
disponibles para la determinacion de cannabinoides por GC, como tendencias
se observo que la utilizacion de detectores de Masas da limites de cuantificacién

significativamente menores que los FID.

GC-FID

La utilizacion de un detector de lonizacion de Llama (FID por sus siglas en
inglés) es muy frecuente para los andlisis de drogas debido al relativo bajo costo
del mismo y gran precision de cuantificacion. En un método validado y utilizado
por la policia en Suiza [62] logran buenas separaciones con corridas de 8
minutos y para la calibracion de A9-THC utilizan CBN como material de
referencia, debido a que tienen un factor de correlacion de 1,00 y es mas
resistente a la degradacion que el A9-THC. En este método toman 200 mg de
muestra seca, le agregan 20 ml de un estdndar interno, y proceden a la

extraccion seguida de descarboxilacion o derivatizacion segun sea necesario.

Casiraghi A et al. [67] desarrollaron un método donde logran determinar varios
CNBs en un rango de 0.1-4.0% con analisis de 12 minutos, realizando el paso
de derivatizacion con BSTFA (N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) y TMCS
(Trimetilclorosilano). Como equipo utilizan un Trace 2000 de Thermo Fisher, con

una columna capilar de Agilent DB-5MS.

T. Berés et al. [47] extraen con Etanol 96%, derivatizan utilizando BSTFA+TMS
y con un Agilent GC 7820 logran cuantificar 6 CNBs (A9-THC, THCA, CBD, CBN,
CBDA, A8-THC), con limites de cuantificacion entre 8 y 20 ng/mL. El tiempo de
analisis es de 10 minutos obteniéndose buenas separaciones, como se puede
apreciar en la figura 3. En esta figura también se puede apreciar el efecto que
tiene un GC en una muestra no derivatizada. Observando la intensidad relativa
de cada pico, se puede ver también que la derivatizacion produce un aumento

en la estabilidad de los analitos.
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Figura 3: Cromatogramas GC-FID de CNBs derivatizados (a) y sin derivatizar (b).
GC-MS

La utilizacion de un detector de Espectrometria de Masas (MS) permite tener
una especificidad excelente, y se puede determinar casi inequivocamente las
sustancias analizadas. Este detector es muy Uutil para mezclas complejas e
incluso puede utilizarse para perfilacion, es decir, comparar posibles origenes de
las muestras al relacionar los espectros de impurezas obtenidos. El principal
inconveniente que tiene es el costo elevado que tienen estos equipos y que
segun diversos autores se necesitan estandares deuterados para dar una

cuantificacion valida, los cuales son costosos si es que existen [31, 36, 65].

La UNODC recomienda un método [1] donde logran separaciones en tiempos de
8 minutos. En la tabla 2 se observan las masas y abundancias relativas de sus
picos mas caracteristicos. Esta informacion puede utilizarse como referencia
para comparar con las muestras de interés. Esta tabla, junto a las figuras 4 y 5,
donde se observan los espectros de dos isbmeros de THC, demuestra que con
este método es posible diferenciar varios de los isomeros de THC que, aunque
puedan superponerse en el cromatograma, se diferencian debido a los distintos
espectros de masas que generan (abundancias y picos base), por ejemplo el
pico base (mayoritario) para el (-)-A9-THC es el 299, mientras que para el (-)-A8-
THC es el 231.
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Tabla 2: Masas y abundancias. TMS = Trimetilsilil [1]

Cannabinoide

Masa ion (Normalizada %)

CBD
(6aR,95)-A10-THC TMS

(6aR,9R)-A10-THC TMS

(-)-A8-THC
(6aR,9R)-A10-THC
(-)-A9-THC

(-)-A9-THC TMS

314 (7), 246 (13), 231 (100), 193 (7), 174 (8), 121 (6)
386 (89), 371 (100), 343 (34), 330 (18), 315 (39), 303 (31)

386 (92), 371 (100), 343 (31), 330 (19), 315 (44), 303 (32)

314 (81), 299 (9), 271 (37), 258 (38), 243 (5), 231 (100)
314 (72), 299 (100), 271 (44), 258 (24), 243 (27), 231 (45)
314 (85), 299 (100), 271 (46), 258 (23), 243 (30), 231 (70)

386 (98), 371 (100), 343 (29), 330 (16), 315 (53), 303 (45)

CBN 310 (11), 295 (100), 251 (4), 238 (13), 223 (4), 165 (3)
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Figura 4: Espectro de Masas de (-)-A9-THC [1].
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Figura 5: Espectro de Masas de (-)-A8-THC [1].
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También existen métodos que combinan los detectores FID y MS mediante la
instalacién de una unidad de separacién con forma de “Y” o incluso métodos que
utilizan dos masas en tandem (MS-MS), los cuales permiten obtener mejores

resultados, pero con costos de equipo mucho més elevados.

3.2.2.2. Cromatografia de liquidos (LC)

A diferencia de la cromatografia de gases, la cromatografia de liquidos, como
bien su nombre indica, utiliza solventes liquidos como fase mdévil, lo que permite
trabajar a temperaturas mucho menores que con GC ya que no requieren
volatilizacion de los analitos [60]. Por este motivo es posible el analisis de
sustancias termolabiles, como por ejemplo el THCA, que en esta técnica no
requiere derivatizacién. Si bien se recomienda trabajar en medio acido para
evitar problemas con las sefiales del THCA (picos anchos o con cola), es
necesario controlar que en este medio no haya conversion de CBD a THC [1,
71]. Lamentablemente las ventajas que ofrece la LC se ve enfrentada con los
mayores costes de andlisis, ya que se requieren solventes ultrapuros de mayor

precio que los gases utilizados en GC.

Las fases estacionarias mayormente utilizadas son de fase reversa tal como C18
[72-76]. Los detectores mas utilizados en LC para determinar Cannabinoides son
el detector de arreglo de diodos (DAD) y el espectrémetro de masas (MS). Como
se menciond anteriormente, diversos autores sostienen que el detector de
arreglos de diodos posee mayor precision que el espectrometro de masas al

analizar CNBs [31, 36], pero no lo justifican con datos.

A continuacién, en la tabla 3 procede a comparar distintos métodos encontrados
en la bibliografia donde se puede observar que los detectores MS proveen limites
de cuantificaciébn menores a los DAD, aunque los DAD suelen ser equipos mas

sencillos de usar y mas robustos.
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Tabla 3: Métodos validados de HPLC para la cuantificacion de cannabinoides en muestras vegetales.

Detector Tratamiento Analitos Rango (pg/mL) R2 LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL) RSD | Tiempo | Ref.
THCA, A9-THC, CBD, CBG, CBN, 0.188 CBD
DAD Waters 2996 | MeOH-CHCL3 9:1, 20 min CBDA, CBGA 0.375-50 >0.9917 0.06 0.125 resto <6% | 36 min | [40]
A9-THC, CBD, CBG, CBN, CBDA,
DAD G4212A Etanol CBGA 16-250 1 5-8 <3% 17 min | [72]
A9-THC, CBD, CBG, CBN, CBGA, A8-
DAD MeOH-CHCL3 9:1, 30 min THC 0.25-50.0 >0.995 0.0625 0.25 <5,5% | 10 min | [77]
DAD Waters 2998 Etanol, 15 min A9-THC, CBD, THCA, CBN 40-110 0.997 454 15 3,12% | 5 min [78]
0.0002 (CBD y THCA)
QTOF 0 QgQ 0.00005 (A9-THC y CBN),
Agilent 6430 SCFE: CO2-EtOH A9-THC, CBD, CBG, CBN, CBGA 0.0005-2 >0.999 0.00002 0.00002 (CBG) <10% | 28 min | [48]
SL con Aceite de Oliva o
UV/MS/HRMS Etanol, SCFE CO2 A9-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA 0.0005-0.05 >0.998 0.00025 0.0005 <10% | 10 min | [73]
16, entre ellos A9-THC, THCA, CBD, | 0.1-5 neutros
QQQ-DAD Metanol CBG, CBN, CBDA, CBC 0.25-10 4cidos >0.99 0.1 0.08-0.71 <5% 8 min [80]
1-100 neutros 1 neutros
DAD 3000RS MeOH-CHCL3 9:1, 20 min | A9-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA 10-500 4cidos |>0.9981 0.5 10 acidos <5% 13 min | [24]
MeOH-Hexano 9:1, 20 1-1000 neutros 0.001 neutros 0.006 neutros
DAD Waters 2996 min A9-THC, CBN, CBD, THCA 10-500 THCA |>0.9991 4 icido 0.017 THCA <4.3% | 18 min | [81]
A9S-THC, THCA, CBD, CBN, CBDA,
UHPLC-MS/MS EtOH 96% A8-THC 0.005-10 >0.997 0.0085 0.026 <13% | 12,5 min | [47]
MS/MS TSQ 17, entre ellos A9-THC, THCA, CBD,
Cuantiva MeOH-H20 8:2 CBG, CBN, CBDA, CBC 0.01-10 >0.99 0.01 <12% | 21 min | [84]
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LC-DAD

El Detector de Arreglo de Diodos (DAD o PDA) es un detector comdn en
equipos LC que se basa en mediciones espectrofotométricas para determinar las
concentraciones de los analitos. Es de costo bajo, alta precision y muy universal,
pero la especificidad es menor que con un detector de masas, y en este caso,

como con el FID, es necesario asegurar la correcta separacion de los analitos.

Un método que permite analizar CBD, CBC, CBN, THC, THCA y CBDA; e incluso
separar el A9-THC y A8-THC es el utilizado en Suiza y presentado por R.
Brenneisen [82, 83]. El orden de elucién para los compuestos de interés es CBD,
CBN, THC y THCA. En las figuras 6 y 7 se muestran los cromatogramas
obtenidos donde se observa que las separaciones son muy buenas, y que
permite la separacion, identificacion y cuantificacibn de muchos compuestos
cannabinoides. Ambos métodos se realizaron con en un Shimadzu Shim-pack
XR-ODS II, 3.0 mm ID x 75 mm, 2.2 uym, a 50°C, y como fases moviles se
utilizaron acido fosférico en agua y acido fosférico en metanol, midiendo a 220
nm. En la Figura 6 se utiliza un método de 13 minutos, y en la Figura 7 uno de
29 minutos que permite la separacién adicional de CBD y CBG.

PDA Multi 1 220nm 4nm

2.877

500

CBC

CBD/CBG
5.901

- THCA

7.124

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
min

Figura 6: Cromatograma LC-DAD 1 [1]
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Figura 7: Cromatograma LC-DAD 2 [1]

M. Hadener et al. [24] desarrollaron un método de LC-DAD que permite la
determinacién de concentraciones de CNBs entre 0,04% y 4,00% en tiempos de
13 minutos, limites de deteccion (LOD) de 0,3 pug/mL y limites de cuantificacién
(LOQ) de 1 pug/mL con desviaciones estandar relativas (RSD) menores al 1%.

LC-MS

Como en el caso de la cromatografia de gases, también es posible acoplar un
equipo de LC con un detector de masas, e incluso con dos en tandem,

obteniéndose una técnica con selectividad y sensibilidad muy altas.

Un método interesante es el presentado por J. Tran et al. [89], donde luego de
congelar, moler y extraer con metanol (recuperaciones del 97-110%) utilizan un
HPLC Agilent 1290 Infinity Il junto al DAD y acoplado a un triple cuadrupolo 6460.
Obtienen un rango lineal entre 0,1y 10 ug/mL para la mayoria de CNBs neutros,
y valores cercanos pero variables para los acidos, teniendo todas las curvas
buenos coeficientes de correlacién (>0,99). EI LOD obtenido es de 0,1 pg/mL y
LOQ de 0,08 a 0,71 pg/mL, dependiendo el CNBs. Por lo que es un método

sencillo, rapido (8 minutos de analisis) y con buenos resultados.

McRae y J.E. Melanson [84] desarrollaron un método de LC-MS/MS que permite
la cuantificacion de muestras con una concentracion entre 0,0002 a 20%,
repetibilidad entre 1,5y 12,4% en 21 minutos y un LOQ de 10 ng/mL. El equipo
utilizado es un UPLC Agilent 1290 Infinity | con una columna C18-Amide de 3 ym

y la fase movil compuesta por Agua-acido férmico (100:0,1) y Acetonitrilo-acido
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férmico (100:0,1), aplicando un gradiente de acetonitrilo en aumento. El MS
utilizado es un TSQ Quantiva triple cuadrupolo de Thermo Fisher, equipado con
un ionizador de electrospray (ESI) operando en modo positivo. En la figura 8 se
puede observar el cromatograma que obtienen al inyectar un estdndar de
calibracion, observandose en general una buena separaciéon de los analitos de

interés. Si bien también se observa coelucion, esto no siempre es un problema

al utilizar una técnica de MS.
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Figura 8: Cromatograma de un estandar de calibracién con concentraciones de 1 pg/mL
para cada analito. LC-MS/MS [84]

Como bien se puede observar, existe una gran variedad de métodos de
cromatografia de liquidos y cromatografia de gases para analizar cannabinoides
en muestras herbales. Dependiendo de las disponibilidades de los laboratorios
se puede intentar transferir un método, el cual debe, por supuesto, siempre ser
validado.
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Otras técnicas cromatograficas: Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SFC)

Si se desean reducir aun mas los tiempos de analisis y disminuir el uso de
solventes toxicos se puede utilizar la cromatografia de fluidos supercriticos
(SFC), donde utilizan dioxido de carbono en estado supercritico como fase movil.
Como es una técnica relativamente nueva (se aplico por primera vez al analisis
de CNBs en 1997 [85] no se encuentra tan desarrollada como GCy LC, pero es
muy utilizada para las separaciones enantioselectivas de algunos CNBs como
demuestra Mazzoccanti et al. [10]. Wang et al. [86] desarrollaron un método
ortogonal (en orden de elucidn) con respecto a los métodos LC de fase reversa
donde analizan 30 CNBs (CBD, A8-THC, THCV, A9-THC, CBN, CBG, THCA-A,
CBDA, y CBGA) mediante UHPSFC/PDA-MS, obteniendo LODs entre 1 y 3
pg/mL y LOQs entre 5y 10 pug/mL y un rango lineal entre 5 y 1000 pg/mL. Las
cuantificaciones obtenidas al analizar muestras reales y compararlas con un
meétodo LC dieron dentro 13%, valor comparable con los RSD que suelen haber
en un mismo método. Cabe destacar que SFC suele tener mejor selectividad que
LC, pero menores sensibilidades, debido a la variacion en el indice de refraccion
del di6xido de carbono, que resulta en ruidos mayores en las lineas de base [87].

En conclusién, SFC es una alternativa muy util al LC debido a su ortogonalidad
y versatilidad a la hora de utilizar solventes como modificadores de la fase movil,
y es posible que en el futuro sea la técnica principal de analisis de CNBs en lugar
de GCy LC.

3.2.2.3 Estudio comparativo entre las técnicas y métodos de cromatografia de

gases V liquidos

Teniendo en cuenta todo lo mencionado anteriormente, es evidente que la
utilizacién de la técnica de cromatografia de liquidos es mas recomendada que
la cromatografia de gases, esto se debe a que no existe el problema de
descarboxilacion de los cannabinoides acidos. Si bien la cromatografia de gases
tiene la ventaja que los analisis tienen un costo menor debido a que no utiliza
solventes ultrapuros, hay que tener en cuenta que, si se necesita derivatizar, los

reactivos utilizados tienen un coste adicional.

30



Andlisis de Cannabinoides: Revisidn bibliografica de métodos cromatograficos
Master en Genética, Fisica y Quimica Forense, 2022

Comparacion de Detectores FID(GC)-MS-DAD(LC)

Tanto el FID como el DAD tienen una comparacion similar con el MS. Muchos
autores mencionan que tanto el FID como el DAD producen resultados
cuantitativos mas certeros [31, 36], pero el MS tiene las ventajas de ser mas
sensible y especifico ya que no necesita una separacion perfecta, por lo que
puede servir para analizar incluso isbmeros que coeluyan [48]. Si se compara
costos, un equipo de masas es mucho mas caro de comprar y mantener que los
detectores FID y DAD, y ademas requiere patrones deuterados para poder evitar
el efecto matriz y poder cuantificar [65].

Una dltima comparacion atil entre los detectores son los limites de deteccion y/o

cuantificacion, que se resume en:

Limite de cuantificacion FID: 1 pg/ml [72, 88, 89], 10 ng/mL [42, 47].
Limite de cuantificacién MS: 1 ng/ml [48, 70],
Limite de cuantificacion DAD: 1 pg/ml [24, 72, 73]

Si la preparacion de la muestra es correcta, estos valores son mas que

suficientes para analizar sustancias que se encuentran en el limite legal.

En general los limites observados son mejores para el MS, sin embargo un DAD
logra obtener resultados que también son validos a la hora de analizar CNBs en

laboratorios forenses.
Comparacion de métodos

Comparar todos los métodos presentados es una tarea complicada, debido a
que la gran variedad de condiciones y tratamientos producen resultados distintos
gue no pueden ser comparados de manera directa. Sin embargo, T. Béres et al.
[47] realizan una comparacién de métodos UHPLC-MS/MS, GC-MS y GC-FID,
donde utilizan practicamente los mismos pretratamientos. En este trabajo
concluyen que, si bien los tres métodos dan resultados comparables, el GC-MS

es el de mejor robustez, versatilidad y precision.

Otro meétodo sencillo y con buenos resultados es el que utiliza QQQ-DAD con
analisis cortos (8 minutos) y permiten cuantificar 16 CNBs, necesitando solo un

paso previo de molienda y extraccion con etanol [80].
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3.2.3. Otras técnicas

3.2.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es muy utilizada en
quimica organica debido a su alto poder de identificacién y es aplicable a andlisis
forenses de drogas, obteniéndose muy buena informacion cualitativa y
cuantitativa de manera ortogonal a los analisis de GC o LC [42]. La cuantificacion
mediante RMN es especialmente util, ya que, a diferencia de la mayoria de las
técnicas, no se necesitan patrones de referencia, los cuales pueden ser dificiles
de conseguir. Esto es debido a que utiliza la relacién de las areas dentro de la
muestra en vez de una calibracion sefal-concentracion. Otra ventaja adicional
es que se obtiene un perfil global de la muestra, que permite analizar no solo la
pureza, sino también la identidad de las impurezas y este perfil global posibilita
la comparacion con el objetivo de perfilado, es decir, determinar una posible
relacion y origen comun de diferentes muestras. Para casos de muestras
complejas, es beneficiosa la utilizacion de espectroscopia de orden difusional
(DOSY), una técnica 2D que permite la separacion de los espectros de cada
componente de acuerdo a su coeficiente de difusion y facilita el analisis de

mezclas de analitos.

Lamentablemente, las grandes desventajas de esta técnica son el gran costo de
compra y mantenimiento de los equipos, y la necesidad de personal altamente
capacitado. Otra desventaja que puede presentar es la superposicion de sefiales
en muestras complejas, pero se soluciona tomando alguna una sefal de interés

que no tenga superposicién o como se mencion6 antes con un DOSY.

Los espectros 1H-RMN de los cannabinoides mas comunes pueden encontrarse
en la Figura 9, seguido de un espectro de un aceite de semilla de cafamo
enriquecido con CBD (Figura 10) [90].
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Figura 10: Espectro 1H-RMN de un aceite de semilla de cafiamo enriquecido con CBD
[90].
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Existe bastante bibliografia al respecto [42, 43, 91, 92]. En el trabajo presentado

por A. Hazekamp et al. [42], presentan un método sin la necesidad de pretratar

la muestra, 5 min de analisis y mencionan la utilidad de las sefales a

desplazamientos (8) entre 4 y 7 y recomiendan que pico de hidrégeno utilizar

para cada CNB. Si bien en el estudio realizan una curva de calibracién con

antraceno como estandar, mencionan que esto no es necesario para cuantificar,

ya que como se explicé anteriormente se puede relacionar las integraciones de

cada compuesto. Los resultados de la calibracion se pueden observar en la tabla

4.Y en la Figura 11 se observan los espectros obtenidos.

Tabla 4: Método de cuantificacion por *H-RMN [42]

CNBs

CBN
THCA
THC
CBDA
CBD

Rango (mg/mL)

0.1-1.0
0.2-4.0
0.1-1.0
0.2-4.0
0.2-4.0

Sefal

H-4
H-4/H-10
H-2
H-4/H-10
H-10

o ppm

6.44
6.39/6.24
6.14
6.26/5.55
5.57
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Figura 11: Espectros RMN de los CNBs junto al patron utilizado (IS=Antraceno, IS* f
la sefial utilizada para la calibracion) [42]

Por ultimo, comparan los resultados de analizar THCA en muestras reales por
RMN con los de GC y se obtienen valores muy similares (179+10 mg/g y 198+3

mg/g), demostrando que los resultados obtenidos son validos y comparables con

las técnicas comuUnmente utilizadas.

ue
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3.2.3.2. Espectrometria de Movilidad l6nica

La técnica de Espectrometria de Movilidad I6nica (IMS) es utilizada para

separar moléculas ionizadas con una alta sensibilidad, y sus principales usos

son para drogas, explosivos y armas quimicas. Las ventajas principales de esta

técnica son la rapida velocidad de separacion (milisegundos), la portabilidad de

muchos equipos, y la posibilidad de acoplarse a otras técnicas como

cromatografias o espectrometria de masas. Mediante esta técnica es posible

obtener cuantificaciones equivalentes a los métodos de LC, aunque la necesidad

de estdndares deuterados para la calibracion puede suponer un problema

importante. M. Hadener et al. [93], validaron un método donde logran resolver y

cuantificar los cuatro cannabinoides de mayor interés: THC, THCA, CBD y

CBDA; como se pueden observar en la Figura 12.
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En el estudio mencionan la posibilidad de utilizar las constantes de movilidad
reducida (Ko) y las secciones de colision (PTCCSn2) obtenidas como valores de
referencia, obteniendo resultados con desviaciones estandares mucho menor

que 0.1% en reproducibilidad.

Si bien en el trabajo identifican por andlisis con un detector de masas, mencionan
la posibilidad de identificar solo con IMS, donde aunque se observa un deterioro
de la sefal debido al aumento de fondo, las sefales de los diferentes
cannabinoides son detectables y diferenciables, (menos de 5% de desviacién
con la relacién determinada por IMS-MS). Una investigacion mas profunda es

necesaria para dar un mejor analisis de las limitaciones.

3.2.3.3. Espectroscopia Infrarroja y Raman

Sin entrar mucho en detalle sobre los funcionamientos de cada técnica, es
importante mencionar la utilidad de la espectroscopia infrarroja (IR) y Raman
como alternativas a las técnicas analiticas convencionales, ya que permiten
analisis rapidos con la posibilidad de realizarse directamente en el campo, siendo
sencillos y sin necesidad de personal calificado. Otra ventaja muy importante es
que son técnicas no destructivas, donde no se necesita extraer o transformar las
muestras. El paso limitante es la creacion de bibliotecas para comparar los
espectros obtenidos [94]. Un modelo de IR desarrollado y validado con buena
sensibilidad y especificidad es presentado por F. Coppey et al. [95], el que
permite diferenciar muestras legales e ilegales de Cannabis. Sanchez et al. [96]

desarrollaron un método para diferenciar el cafiamo del cannabis herbal.

Hay que mencionar que estas técnicas son notablemente menos sensibles que

las MS/DAD/FID, por lo que también tienen sus limitaciones.

37



Andlisis de Cannabinoides: Revisidn bibliografica de métodos cromatograficos
Master en Genética, Fisica y Quimica Forense, 2022

3.2.4. Comparacion general técnicas presentadas

Como final del trabajo se comparan los factores mas importantes al elegir una
técnica a utilizar, siendo estos: Sensibilidad, costo, tiempo de preparacion y
analisis, complejidad y ecologia. La tabla 5 presenta esta comparacion:

Tabla 5: Comparacion de los factores importantes de las técnicas presentadas

Técnica Sensibilidad Costo Tiempo Complejidad Ecoldgico
GC-FID +++ + +++ ++ -

GC-MS +++++ +++ +++ ++ -

LC-DAD +++ ++ ++ +++ --

LC-MS +++++ ++++ ++ +++ - -

RMN ++ ++4+++ + ++++ -

IMS +++ + + +++ -
IR/Raman + + + +

El detector de MS resulta ser la técnica mas sensible a la hora de cuantificar y
detectar CNBs, pero los equipos suelen ser costosos y necesitar mantenimiento.
En este aspecto el RMN es el mas caro, pero da resultados rapidos, y
practicamente sin necesidad de tratar previamente las muestras, aunque a veces
los resultados requieran la utilizacion de algoritmos. La técnica de GC es la que
mas preparacion de muestra suele necesitar debido al problema de estabilidad
de los compuestos analizados, mientras que para LC y RMN no existen estos
problemas. Por udltimo, también nos parece importante mencionar que las
técnicas de LC son menos ecoldgicas debido a que necesitan grandes
cantidades de solventes. Tanto el IR, IMS y Raman tienen la gran ventaja de la
portabilidad de sus equipos y la sencillez de los andlisis, 1o que permiten utilizar

estas técnicas en los analisis de campo, como por ejemplo controles policiales.
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4- Conclusiones

Como conclusiones, es importante remarcar la existencia de diversos métodos
analiticos para la determinacion de cannabinoides, cada uno con distintas
ventajas y desventajas que permiten tener diferentes métodos alternativos de
analisis en casos de encontrar problemas con una técnica utilizada o con la

disponibilidad de equipos.

Teniendo en cuenta todo o mencionado en el trabajo, el autor recomienda la
utilizacion de cromatografia de liquidos con el fin de evitar reacciones
indeseadas y acoplar un detector de acuerdo con las disponibilidades y
necesidades. Considero que con los detectores la necesidad de utilizar uno en
especial no es tan marcada como con las técnicas cromatograficas, en las cuales
la de gases tiene una desventaja muy notoria. Existen casos en los cuales con
un DAD sera suficiente para detectar y cuantificar un cannabinoide, pero también
existiran casos donde un MS es necesario debido a coeluciones y en general

dan identificaciones inequivocas.

Por Ultimo, si se desea analizar posibles drogas nuevas o comparar la
procedencia de dos muestras, la técnica de RMN es de gran utilidad, si se posee

un equipo a disposicion.
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5- Perspectivas de futuro

- Nuevos Cannabinoides: Existen cerca de 550 compuestos identificados en
cannabis, de los cuales a muy pocos se le conocen las propiedades y
aplicaciones. Es casi seguro que en el futuro aparecerdn nuevos
descubrimientos que produzcan la necesidad de cambiar las técnicas utilizadas

para poder determinar estos nuevos compuestos.

- Tolerancia: Como se menciond anteriormente, diversos autores cuestionan el
valor de tolerancia de 0,03% del valor legal, recomendando valores entre 11y
15%. Esto es algo que se deberia continuar investigando, ya que, si se toman
valores de tolerancia menores a los reales, se penaliza muestras que no

deberian serlo.

- El desarrollo de nuevos métodos de identificacion y cuantificacién de drogas de
abuso es un campo en constante desarrollo debido a la constante evolucion de
las drogas y técnicas utilizadas para el narcotrafico.

- Desarrollar un estudio en profundidad con el mismo método donde se puedan
comparar los distintos detectores, pudiendo asi analizar las diferencias en las
cifras de mérito obtenidas.
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Anexo - Abreviaciones

A-9THC - A-9-Tetrahidrocanabinol (grupo de isémeros)

BSTFA - N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida

CCD - Cromatografia en Capa Delgada

CBD - Cannabidiol

CBN - Cannabinodiol

CNBs — Cannabinoides

DAD - Diode Array Detector

DOSY - Difusion Ordered Spectroscopy — Espectroscopia de orden difusional
FID - Flame lonization Detector, Detector de lonizacion de llama
GC - Cromatografia de Gases

HPLC - High Pressure Liquid Chromatography, Cromatografia liquida de alta
presion

IMS - lon Mobility Spectometry - Espectrometria de Movilidad l6nica
IPA — Isopropanol

LC - Cromatografia de Liquidos

MeOH - Metanol

MS - Espectrometria de Masas

MSTFA - N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida

THCA - Acido A-9-Tetrahidrocanabinoico

TLC - Thin Layer Chromatography

TMCS — Trimetilclorosilano

PDA - Photometric Diode Array

RMN - Resonancia Magnética Nuclear
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