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RESUMEN

Desde la legalizacion del uso medicinal e investigacion de Cannabis sativa ha surgido gran interés
en los métodos de obtencion de extractos con actividad terapéutica. Entre otros metabolitos, esta
planta produce cannabinoides 4cidos que, por descarboxilacion, son transformados en cannabinoides
neutros con actividad farmacoldgica muy diferente. En el marco de los servicios de analisis que brinda
el PROBIEN, se compararon métodos de descarboxilacion de CBDA y THCA (formas éacidas) con el
fin de seleccionar el mas eficiente para la obtenciéon de CBD y THC (formas neutras). Se determino
la cinética de descarboxilacién durante tratamiento térmico en Bafio Maria, autoclave, bafio de
glicerina y mufla. Los cannabinoides acidos y neutros fueron identificados y cuantificados por
cromatografia liquida de alta performance con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Los
resultados indican que la incubacioén en bafio de glicerina a 145°C durante 20 minutos, seria un
procedimiento eficiente, reproducible y economico.

1. Introduccion

La especie Cannabis sativa L. es una de las
plantas medicinales mas antiguas del mundo,
pero la investigacion cientifica de sus actividades
farmacologicas ha sido muy demorada por su
vinculaciéon con el uso recreativo de las
variedades con alto contenido en el cannabinoide
delta-9-tetrahidrocannabinol o THC, el cual tiene
efecto psicotropico y es una droga ilegal
(estupefaciente) en muchos paises. Por otro lado,
el THC también tiene propiedades medicinales y
el cannabis tiene mds de 500 compuestos
bioactivos, con actividad medicinal comprobada
o en estudio. Entre ellos, mas de 100
cannabinoides y otros compuestos no
cannabinoides, como flavonoides, terpenos,
esteroides,  4cidos  grasos, compuestos
nitrogenados, alcaloides, entre otros (Bajda et al.,
2023; dos Santos and Romao, 2023; Datta et al.,
2021). La abundante evidencia cientifica del
valor medicinal del cannabis hizo que, en
diciembre de 2020, la Comisiéon de
Estupefacientes de las Naciones Unidas (CND),
organo encargado de la politica de drogas de la
ONU, eliminara al cannabis de la lista IV,
referida a drogas adictivas sin propiedades
medicinales (fuente digital: CND, 2020). Esta
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modificaciéon es el reconocimiento de las
propiedades terapéuticas del cannabis y ha
significado un fuerte aliciente para avanzar en las
investigaciones del uso de los derivados del
cannabis para el tratamiento de Parkinson,
Alzheimer, cancer, COVID-19, diabetes tipo 2, y
muchas otras patologias (dos Santos and Romao,
2023; Fonseca et al., 2023; Mukherjee et al.,
2022). Ademas, ya se comercializan los farmacos
el Sativex® (cannabidiol CBD y THC) para el
tratamiento de la espasticidad en pacientes con
esclerosis multiple que no responden a otros
medicamentos (en Canada y paises europeos) y
el Epidiolex® (CBD) para reducir las
convulsiones en pacientes con epilepsia de
Dravet y sindrome de Lennox-Gastaut (en
Estados Unidos). Estos farmacos contienen las
formas neutras de los cannabinoides. Sin
embargo, la planta de cannabis produce sus
formas 4cidas, por ejemplo, dcido cannabididlico
(CBDA) y 4cido tetrahidrocannabinolico
(THCA) que no tiene efecto psicotropico, ambos
con propiedades farmacoldgicas diferentes a sus
derivados neutros. Los cannabinoides &cidos
pueden transformarse en cannabinoides neutros
mediante la pérdida de dioxido de carbono, por
un proceso llamado descarboxilacion. Este
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proceso ocurre de forma natural en la planta, pero
en una proporcion muy baja, por lo que los
cannabinoides neutros estdn en muy bajo
porcentaje. Sin embargo, las condiciones de
almacenamiento tras la cosecha, como luz,
porcentaje de humedad y principalmente
temperatura, pueden acelerar este proceso (Das et
al., 2022; Seo et al., 2022), haciendo que los
aceites y otros extractos contengan cantidades
variables y pocas veces controladas, de las
formas neutras. Por otro lado, también ocurre la
descomposicion del THC formando CBN. Los
cannabinoides acidos y neutros y el CBN tienen
actividades bioldgicas, pero diferentes a las de
sus precursores por lo que la descarboxilacion es
un proceso que modifica las propiedades
farmacologicas de los extractos de cannabis.
Ademas, actualmente tienen mayor valor
farmacologico las formas neutras de CBD vy
THC, por ser los mas estudiados y aprobados
para uso clinico (Seo et al., 2022).

En el Laboratorio de Cromatografia del
PROBIEN (Instituto de Investigacion y
Desarrollo en Ingenieria de  Procesos,
Biotecnologia 'y  Energias  Alternativas,
CONICET-Universidad Nacional del Comahue)
funciona un Servicio Técnico de Alto Nivel
(STAN ST4856 “Anadlisis cuantitativo de
cannabinoides y terpenos en aceites; tinturas y
extractos de cannabis”) coordinado por la Dra.
Guillermina A. Bongiovanni, profesora de
Quimica General Agricola en la Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del
Comahue y miembro de la RACME (Red
Argentina de Cannabis Medicinal del
CONICET). Con la experiencia en numerosos
analisis de muestras de cannabis y a partir del
requerimiento de otros laboratorios de control de
calidad de extractos de cannabis, asi como de
laboratorios que pretenden brindar este servicio
y de usuarios particulares, se optimizaron los
métodos de descarboxilacion y de andlisis de
cannabinoides acidos y neutros. Para investigar
el rendimiento de la descarboxilacion del CBDA
y THCA en aceites de cannabis, se examinaron
muestras tratadas a diferentes temperaturas y
tiempos para seleccionar un procedimiento
eficiente para aumentar la cantidad de CBD y
THC en los aceites.

2. Materiales y Métodos
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Las muestras utilizadas en los ensayos fueron
obtenidas por donaciones de asociaciones de
cannabicultores.

2.1. Métodos de descarboxilacion del CBDA y
THCA, para aumentar los niveles de CBD y
THC

Se comparo la cinética de descarboxilacion de las
formas acidas mediante tratamientos térmicos en
un rango determinado de temperaturas (100-
145°C) y tiempos (0-120 min), buscando un
método asequible y reproducible, que permita
lograrlo de manera eficiente. Los tratamientos
térmicos ensayados para estudiar la cinética de
descarboxilacion de CBDA y THCA fueron:
Bafio Maria (100°C), autoclave (121°C; 1 Atm),
bafio de glicerina y mufla (145°C). Las muestras
fueron analizadas por cromatografia liquida de
alta performance, en un equipo con detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD) para Ila
identificacion y cuantificacion de las formas
acidas y neutras en muestras de aceite de
cannabis.

2.2. Identificacion y cuantificacion de CBD y
THC por HPLC-DAD

Los andlisis se llevaron a cabo utilizando un
sistema HPLC Agilent (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.) de la serie 1200,
que consiste en una bomba GI1310A, un
disolvente desgasificador G1322A y un inyector
automatico G1329A. Se registro el espectro
completo en el rango de 200-400 nm usando un
detector de arreglo de diodos G1315D (PDA, en
inglés). La separacion cromatografica se
consiguid utilizando una columna ZORBAX
Eclipse Plus CI18, Rapid Resolution (4.6 x
100mm, 3.5 um, Agilent). El control del equipo,
la adquisicion de datos y la integracion se
realizaron con el programa Agilent Chemstation.
Los cannabinoides CBD y THC fueron
identificados comparando tiempos de retencion y
espectros UV de sus estandares analiticos. Los
picos de las formas CBDA y THCA fueron
asignados con sus espectros UV y al relacionar la
disminucién de las areas de dichos picos con
respecto al aumento en la concentracion de las
formas neutras al aumentar el tiempo de
tratamiento (resultado no mostrado).

Se empled el método del estandar externo para la
determinacion  cuantitativa. Para ello se
prepararon curvas de calibracion, empleando
metanol como diluyente, en un rango de 0,001 a



Boletin Digital de la FaCA-UNCo. Vol I: pag 2-6. ISSN (en linea): 1852-4559.

0,3 mg/ml de CBD y THC puros de calidad
certificada. Todas las muestras de aceites de
cannabis fueron diluidas entre 20 y 600 veces en
isopropanol, dependiendo de la concentracion de
los cannabinoides y posteriormente filtradas con
filtros de jeringa con membrana de nylon (25 mm
de diametro; 0,2 um de poro) antes de inyectarlas
en el equipo.

3. Resultados

Para seleccionar un método eficiente para la
descarboxilacion =~ de  cannabinoides  de
importancia farmacoldgica e industrial, se
compararon distintos tratamientos térmicos. En
la Figura 1 se observa que las técnicas a Bafo
Maria (1h y 2h a 100°C) y autoclave (20 min a
120°C) tuvieron muy baja eficiencia de
descarboxilacion; mientras que, con las técnicas
de bafio de glicerina y mufla (20 min a 145°C),
se obtuvieron buenos porcentajes de
descarboxilacion de CBDA (82% y 94%,
respectivamente) y una  descarboxilacion
completa para el THCA con ambos tratamientos.
Sin embargo, la inercia térmica del horno tipo
mufla resulté muchas veces en la degradacion de
los metabolitos por lo que los ensayos de
incubaciones a diferentes tiempos, para estudiar
la cinética del proceso de descarboxilacion, se
realizaron usando el bafo de glicerina. En estas
condiciones, el THCA present6 mayor velocidad
de descarboxilacion con respecto al CBDA. A los

Porcentaje de descarboxilacion segun diferentes tratamientos
térmicos
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Figura 1. Eficiencia del proceso de
descarboxilacion de CBDA y THCA con
diferentes tratamientos térmicos. Los valores
corresponden a los porcentajes de CBD y THC
respecto de los iniciales (0 min de incubacion) y
representan el promedio de 3 determinaciones
independientes. Tiempos de incubacién: 1y 2 hs
en bafio Maria, 20 min en autoclave y 20 min en
bafio de glicerina y mufla.

M.M. Amaro et al.

Porcentaje de descarboxilacion en funcion del
tiempo, en minutos, del CBDA y THCA
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Figura 2. Cinética del proceso de

descarboxilacion de CBDA y THCA en bafio de
glicerina. Los valores corresponden a porcentajes
de CBD y THC respecto del valor inicial (0 min
de incubacion) obtenidos a diferentes tiempos de
incubacion y representan el promedio de 3
determinaciones independientes.

8 minutos se alcanz6 una descarboxilacion del
80% para el THCA y un 40% para el CBDA. La
tasa de conversion para los dos compuestos se
comport6 de forma lineal durante los primeros 10
y 20 minutos, respectivamente, iniciando a un
aparente agotamiento del proceso transcurridos
esos plazos (Figura 2).

La figura 3 muestra el cromatograma obtenido
por HPLC-DAD de una muestra de aceite de
cannabis, antes y después del tratamiento térmico
por incubacion en bafio de glicerina. Se observa
la desaparicion de los picos correspondientes a
las formas acidas CBDA y THCA y el aumento
del 4rea de los picos correspondientes a las
formas neutras CBD y THC (notar que la escala
del cromatograma superior llega a una intensidad
maxima de 800, mientras que la escala del
inferior llega a 1000). Los resultados también
indican que la muestra fue obtenida de una
variedad de cannabis rica en THCA/THC. Es
decir que sintetiza mayor cantidad de THCA que
CBDA. Por otro lado, como se menciona mas
arriba, las plantas tienen baja eficiencia de
descarboxilacion, pero en el cromatograma se
observan altas proporciones de las formas
neutras CBD y THC. Esto se relaciona al método
de secado, de extraccion, exposicion a la luz,
demoras en la cosecha (envejecimiento de la
planta), entre otros factores. Los andlisis de
control de calidad de los aceites u otros extractos
de cannabis permiten visualizar  estas
modificaciones postcosecha, que afectan a la
calidad del extracto y a sus propiedades
farmacologicas. Los cromatogramas no muestran



Comparacion de métodos de descarboxilacion en aceites medicinales de cannabis.

Figura 3. Cromatogramas representativos de los resultados obtenidos por HPLC-DAD de una muestra
de aceite de cannabis sin tratamiento (superior) y luego de 20 min de incubacion en bafio de glicerina a
145°C (inferior). La imagen muestra la intensidad de la sefial producida por los compuestos que eluyen
de la columna en funcion del tiempo transcurrido desde la inyeccion de la muestra en la columna.

otros cannabinoides del aceite porque estan en
mucha menor proporcion que CBD y THC (p.e;.
CBN y CBG/CBGA).

4. Conclusiones

Analizando los diferentes tratamientos térmicos
utilizados para la descarboxilacion de los
cannabinoides CBDA y THCA, se observo que el
método de la mufla fue el mas eficiente con
respecto a los porcentajes obtenidos de CBD y
THC. Sin embargo, es un método inestable y de
baja reproducibilidad, debido a la inercia
térmica; por otro lado, los métodos de baiio
Maria y autoclave mostraron ser mas
reproducibles, aunque ineficaces con respecto a
la descarboxilacion esperable. El método de baio
de glicerina, permitié alcanzar un adecuado
porcentaje de descarboxilacion, con una alta tasa
de conversion en los primeros 20 minutos para

Boletin Digital de la FaCA-UNCo. Vol. I — Afio 2023.

ambos cannabinoides, ademas de ser un método
practico, de bajo costo y estable. Concluimos que
el tratamiento térmico en bano de glicerina a
145°C  durante 20 minutos, seria un
procedimiento adecuado para la
descarboxilacion de CBDA y THCA en muestras
de aceite de cannabis o para obtener mayores
cantidades de la droga activa antes de elaborar
una formulacion comercial.

Aqui cabe mencionar que cuando se trata de
aceites u otros extractos complejos, por la gran
cantidad de compuestos presentes en los mismos,
el calentamiento a 145°C durante 20 minutos
podria alterar otros principios activos o
propiedades farmacologicas, incluso algunas no
estudiadas. En este sentido, el cannabis y sus
extractos tienen gran concentracion de terpenos
que son compuestos farmacologicamente activos
(Datta et al., 2021) y muy volatiles. El



Boletin Digital de la FaCA-UNCo. Vol I: pag 2-6. ISSN (en linea): 1852-4559.

tratamiento térmico reduce el contenido de
terpenos  (resultados no publicados del
Laboratorio de Cromatografia del PROBIEN).

Las metodologias mostradas en este trabajo
también son usadas en nuestro Laboratorio para
el control de calidad de productos a base de CBD

y/o THC en industrias farmacéuticas vy
cosméticas. Es decir, para comprobar que
contienen el principio activo  (formas
descarboxiladas o neutras) referido en el

producto y determinar su concentracion.
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