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Resumen

El presente proyecto de investigacion tiene como propoésito obtener aceite de Cannabis,
mediante dos técnicas de laboratorio y de esta manera determinar el método mas eficiente,
considerando la utilizacion de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina], planta que fue

otorgada por la empresa Pharmacannabis en Ecuador.

Para la extraccion, se utilizd materia prima vegetal seca, la cual entra en un proceso de
pretratamiento conocido como descarboxilacién, a una temperatura de 115°C por 45 minutos.
Posteriormente, en el proceso de extraccion, se emplearon dos solventes: etanol al 96% y
hexano empleando también hielo seco a una temperatura de -78°C, y manteniendo a esta
temperatura, para poder evitar el paso de ceras, lipidos y deméas impurezas que posee la planta,
la mezcla se lo hizo en material de vidrio desinfectado. Luego, se ejecuta un proceso de
filtracion, donde se emplearon filtros de 25 um y 10-13 um, de tal manera que se evite el paso
de clorofila y obtener un extracto mas puro. Finalizada la filtracion, se tiene que separar el
solvente del aceite final, donde se usa el equipo de destilacion rotatorio [Rotavapor], a
diferentes temperaturas, dependiendo del solvente que se esté usando, etanol al 96%: 60°C y
hexano: 45°C.

Una vez que se obtenga el producto final, se realiza la cuantificacion y caracterizacion
de las muestras de mayor rendimiento, por medio de la empresa HEMP Labs Ecuador, para el
debido analisis de cannabinoides. Aplicando cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas [CG/MS], se determind que existe un promedio de 26,13% de CBD en todas las

muestras, que es el cannabinoide de interés en el campo medicinal.

Finalmente, al realizar la comparacion de los métodos de extraccion de aceite de
Cannabis, los promedios de los porcentajes de rendimiento de extraccion fueron de 10,40% y
12,11% respectivamente, concluyendo que tanto el método de extraccion a partir de hielo seco
con hexano como etanol 96%, tienen la misma eficiencia en términos de rendimiento. Por otro
lado, la concentracion de cannabinoides varia significativamente obteniendo un promedio de
75,93%-78,09% entre ambos métodos.

Palabras clave: Cannabis, aceite, medicinal, extraccion, solventes, cannabinoides,

cuantificacion.



Abstract

The purpose of this project is to obtain Cannabis oil, using two laboratory techniques
and thus determine the most efficient method, considering the use of Cannabis sativa L. subsp.

indica [Black Domina], a plant that was granted by the company Pharmacannabis in Ecuador.

For the extraction, dry plant raw material was used, which enters a pretreatment process
known as decarboxylation, at a temperature of 115 ° C for 45 minutes. Subsequently, in the
extraction process, two solvents were used: 96% ethanol and hexane, also using dry ice at a
temperature of -78 ° C, and maintaining it at this temperature, in order to avoid the passage of
waxes, lipids and other impurities that the plant possesses, the mixture was made of disinfected
glass material. Then, a filtration process is carried out, where filters of 25 ym and 10-13 um
were used. In such ways to avoid the passage of chlorophyll and obtain a pure extract. Once the
filtration is completed, the solvent must be separated from the final oil, where rotary distillation
equipment [Rotavapor] is used, at different temperatures, depending on the solvent being used,
ethanol at 96%: 60 ° C and hexane: 45 ° C.

Once the final product is obtained, the quantification and characterization of the samples
is carried out, through the company HEMP Labs Ecuador, for the proper analysis of
cannabinoids. Applying gas chromatography coupled to mass spectrometry [CG/MS], it was
determined that there is an average of 26.13% CBD in all samples, which is the cannabinoid of
interest in the medicinal field.

Finally, when comparing Cannabis oil extraction methods, the averages were 10.40%
and 12.11% respectively, concluding that both the method of extraction from dry ice with
hexane and ethanol 96%, have the same efficiency in terms of yield. On the other hand, the
concentration of cannabinoids varies significantly, obtaining an average of 75.93%-78.09%

between the two methods.

Key words: Cannabis, oil, medicinal, extraction, solvents, cannabinoids, quantification



Capitulo 1

Introduccion

1.1.  Introduccion

El cannabis es un tipo de planta perteneciente a la familia Cannabaceae. Se encuentra
constituida de especies como Cannabis sativa L y esta se clasifica en subespecies [Cannabis
sativa L subsp. sativa, Cannabis sativa L ssp. indica y Cannabis sativa L ssp. ruderalis]
(Yoreny Roman Vargas et al., 2021). EI mismo posee alrededor de 400 principios activos, que
incluyen esencialmente cannabinoides o también conocidos como fitocannabinoides,

polifenoles, terpenos, terpenoides, aceites y ceras (Pattnaik et al., 2022).

Entre los cannabinoides mas importantes se destacan el A-9-Tetrahidrocannabinol [A’9-
THC], el A-8-Tetrahidrocannabinol [A’8-THC], Cannabidiol [CBD] y Cannabinol [CBN]. De
esta forma, el CBN al ser un subproducto del THC ha evidenciado propiedades psicoactivas y
no psicoactivas, asi también como propiedades farmacoldgicas debido a su interaccion con
receptores CB1 y CB2 que modulan funciones fisioldgicas, siendo un coadyuvante en la mejora
del dolor, la inflamacion, el apetito y a su vez en el aumento de la produccion de células

sanas(Murillo y Ojeda, 2021)

Por ello, actualmente el cannabis se ha convertido en una planta mundial debido a sus
diversos compuestos bioactivos, que presentan una amplia variedad de utilidad en el area de la
salud humana por su potencial terapéutico. El creciente interés de sus propiedades
farmacoldgicas ha desencadenado un paradigma en cuanto a la legislacién del cannabis con
fines medicinales. Considerando también, los niveles permitidos del compuesto puro y la

aplicacion del cannabis no psicoactivo con interés farmacéutico y nutraceutico (Marchena



Pinilla, 2021). Como consecuencia, se dio el inicio del desarrollo de métodos analiticos para la

obtencion de subproductos de cannabis.

Es asi como, la complejidad de los productos de Cannabis sativa L. ha ocasionado una
gran dificultad para aislar sus compuestos bioactivos. Por ende, determinar las tecnologias
eficientes y Optimas de extraccion, asilamiento, purificacion y cuantificacion de cannabinoides
es trascendental para la produccion a nivel de laboratorio y con un enfoque a una escala

industrial (Liu et al., 2022).

Por estas razones, el prop6sito de este proyecto de investigacion consiste en obtener
aceite de cannabis, es decir, extractos de cannabis concentrados mediante dos diferentes
métodos de extraccion, para definir los rendimientos 6ptimos de cada proceso considerando la
utilizacion de Cannabis sativa L. subsp indica (Black Domina), planta cultivada y otorgada por
la empresa Pharmacannabis en Ecuador. Teniendo en cuenta la incorporando de una
metodologia a partir de la inmersion del cannabis en solvente y un proceso de winterizacion
por medio de hielo seco. Del mismo modo, también se tiene como finalidad, evaluar la
influencia de los diferentes parametros de operacion de cada proceso de extraccion
[Temperatura, tiempo de extraccién e influencia del solvente] y determinar posteriormente la

presencia de cannabinoides a través de un analisis cromatogréfico.

En contraste con lo mencionado anteriormente, este trabajo permitira aportar en el
desarrollo de investigaciones posteriores para la obtencion de extractos concentrados en
cannabinoides considerando la idoneidad de las tecnologias ejecutadas que potencian el
rendimiento final de extraccion y a su vez generar a futuro un producto de alta calidad que

podria ser empleado en el campo de la salud humana.



1.2.  Planteamiento del problema

Hoy en dia, la industria del cannabis ha crecido desmedidamente a nivel mundial en
conjunto con los avances productivos y tecnolégicos. Sin embargo, su desarrollo desde el punto
de vista medicinal ha tenido un crecimiento elevado en cuanto a la produccion de subproductos
en la mejora de la salud humana. En contraste con los estudios preestablecidos en areas de
produccidn alimenticia, cosmética, entre otros, no se ha evidenciado un impacto representativo,
como en el area medicinal (Pastrana, 2020).

De esta forma, el uso de derivados de Cannabis otorga una amplia gama de
oportunidades para la fabricacion de productos como aceite con un valor agregado a partir de
sus compuestos no psicoactivos [CBD y CBN] (Espitia-Vargas, 2020). Considerando también
que, la calidad y la composicion del extracto dependerda en gran medida del proceso de
extraccion (Blake y Nahtigal, 2019).

De esta manera la presente investigacion podra ofrecer y aportar datos contundentes en
la valoracidn, extraccién, concentracion y purificacion del aceite de Cannabis sativa L. subsp

indica (Black Domina) y potenciar posteriormente su uso como producto medicinal.

1.3.  Pregunta de investigacion
De acuerdo a lo métodos aplicados ¢ La cantidad de cannabinoides presentes en el aceite

extraido son correctos para formular un producto medicinal?

1.4, Justificacion

Actualmente, la industria del cannabis esta siendo consolidada como una industria en
gran medida rentable, atractiva, sostenible y en auge en todo el mundo, permitiendo el
crecimiento de innovadoras lineas de investigacion, no solo cientificas sino también para el
desarrollo de novedosos productos con propiedades provechosas enfocadas en la salud y la

medicina (Fuentes-Pérez y Acurio-Arcos, 2020).



Segun estudios y reportes cientificos analizados en los ultimos afios, hace énfasis en que
las sustancias activas que se encuentran presentes en el cannabis, conocidas como
cannabinoides tienen potenciales propiedades terapéuticas, actuando como analgeésicos,
ansioliticos, antieméticos, etc. Generalmente, los cannabinoides méas estudiados son el
cannabidiol [CBD], tetrahidrocannabinol [THC] y el cannabinol [CBN], cada uno posee
diferentes propiedades, mecanismos de accion y efectos. Sin embargo, la utilizacion de estos se
basa en su actividad psicoactiva (Quifiones y Catacora, 2019).

Considerando lo mencionado anteriormente, gran parte del desarrollo de compuestos
cannabinoides a lo largo de los afios centraron sus estudios en la estructura de delta-9-
tetrahidrocannabinol [A’9-THC] debido a sus propiedades psicoactivas y terapéuticas. Sin
embargo, se ha dado un enfoque a la utilizacion del cannabidiol [CBD] y cannabinol [CBN]
por sus efectos prometedores en el tratamiento de diversas enfermedades y su relevancia en el
desarrollo de productos farmacéuticos (Morales y Reggio, 2019).

Desde esta perspectiva, el potencial terapéutico que posee el CBD y CBN ha dado origen
a la basqueda de nuevos métodos de extraccion y produccién de cannabis medicinal. Por esta
razén, el objetivo de este proyecto de investigacion es obtener aceite de Cannabis sativa L.
subsp. indica (Black Domina) por medio de dos metodologias de extraccidn, determinando los
mejores rendimientos de cada proceso y la concentracion de cannabinoides presentes en las
muestras, las cuales podran servir como referente en futuras investigaciones con un enfoque en

la aplicacion de la biotecnologia en el campo de la salud humana.

1.5. Limitaciones
La principal investigacion se lleva a cabo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de
la Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, durante un periodo de seis meses. Sin

embargo, dentro de las principales limitaciones que surgen durante el proceso investigativo



seran: el tiempo, el uso del laboratorio por terceros, equipos para realizar procesos

estandarizados de purificacion, procesos de aislamiento de cannabinoides psicoactivos y el uso

de sustancias catalogadas sujetas a fiscalizacion.

Asimismo, se determin0 que existe informacion limitada del tema en Ecuador debido a

su especificidad, por ello no se hall6 amplia gama de antecedentes nacionales, sin embargo, las

bases tedricas se fundamentan en investigaciones y estudios a nivel internacional.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.7.

Objetivos
Obijetivo general

Extraer aceite esencial de Cannabis sativa L. utilizando la técnica de hielo seco con dos

diferentes solventes organicos, para la determinacién del método maés eficiente.

Objetivos especificos

Obtener el aceite esencial de Cannabis sativa L. por medio de los métodos de extraccién
a partir de hielo seco con etanol y hexano, para su posterior estudio.

Evaluar los extractos obtenidos de cannabis a través de Cromatografia de gases/masa
GC-MS, cuantificando sus principios activos.

Comparar los resultados obtenidos por medio de un analisis estadistico, para la

determinacion del método mas eficiente.

Hipotesis

H1: Existe diferencia entre los métodos empleados para la extraccion de aceite de Cannabis

sativa L.

HO: No existe diferencia entre los metodos empleados para la extraccion de aceite de Cannabis

sativa L.



Capitulo 2

Fundamentos Tedricos

2.1.  Antecedentes
En el presente trabajo, se explican los antecedentes, donde se encuentra informacion
especifica sobre los métodos de extraccion, efectos terapéuticos y también cémo fueron

analizados.

2.1.1. Antecedentes Internacionales

La marihuana o también conocido con su nombre cientifico como Cannabis y sus
derivados, son muy usados dentro del area médica, por la presencia de cannabinoides, que
contienen principios activos diferentes. De esta manera, a nivel internacional se han
desarrollado diversas investigaciones y estudios, incluyendo el proceso de extraccién para la

obtencidn de productos derivados del cannabis

En base al articulo de Leal et al. (2018) hace énfasis en el uso extenso del cannabis,
como lo son para fines ludicos y de recreacidn, hasta el uso en tratamiento de enfermedades y
alivio de ciertas patologias. Las primeras referencias del cannabis medicinal mencionan al
médico William Brooke, donde prepar6 extractos usando el cannabis como materia prima y la
convirtio en pildoras y las empezd a experimentar en animales. De tal manera que, al ver
resultados positivos, empezé a usarla para diferentes enfermedades del organismo humano,
como en coleras, convulsiones y tétanos. Tras pasar el tiempo y la aparicion de las jeringas,
pudo observar que el aceite que extrajo del cannabis no era soluble en agua, debido a su alta
densidad, por lo que se dio la opcion a la fabricacion de los opiaceos. Por consiguiente, Osorio
y Tangarife (2009), en su articulo “Cannabis, una opcién terapéutica”, hace énfasis en las

preparaciones de Cannabis sativa L. [extractos, hashish y dagga], que han sido empleados en



la medicina desde tiempos remotos. Actualmente, se conoce que sus compuestos psicoactivos
como el A-9-Tetrahidrocannabinol [A-9 THC] y sus derivados, poseen una amplia gama de
beneficios sobre el sistema inmune, digestivo, reproductivo, ocular, cardiovascular, y nervioso
central. Por ende, el cannabis es una alternativa sustancial para investigaciones cientificas que
buscan acondicionar los principios activos de la planta para su posterior utilizacion en productos

derivados del cannabis con una aplicacion terapéutica.

Por otro lado, Marchena Pinilla (2021) en su investigacion titulada “Determinacion
Cuantitativa de CBD presente en la planta de cannabis, en las especies Hard Diesel (sativa) y
Black Domina(indica) a partir de extraccion quimica con etanol [Tesis de pregrado]”. El
objetivo era determinar cuantitativamente el CBD presente en las dos variedades de cannabis a
través de extraccion con alcohol etilico al 96%. Posterior al método de extraccion se realizé un
proceso de filtracion con la finalidad de separar la materia prima del extracto, el cual se sometio
a un calentamiento para obtener un extracto [aceite de cannabis] con la menor cantidad de etanol
residual. Finalmente, por medio de cromatografia liquida [HPLC] se llevo a cabo la
cuantificacion de CBD, la cual se estim6 un valor <0,0050 de CBD presente en las dos
variedades de cannabis. Este valor minimo de CBD se gener6 debido a una posible
desnaturalizacion de los cannabinoides ocasionada durante la separacién del solvente para la

purificacion del extracto a través de calentamiento.

De acuerdo con la investigacion de Murillo y Ojeda (2021), titulada “Determinacion del
método de extraccion mas efectivo en la obtencion de extractos ricos en cannabinoides a partir
de tres procesos diferentes [Tesis de pregrado]”. El objetivo de este trabajo se centro en la
implementacion de tres métodos de extraccion diferentes; extraccion con solvente béasico/
ultrasonido, extraccion por arrastre de vapor y extraccion con hielo seco. Estos métodos eran

caracteristicos de ser eficientes y proporcionar extractos mas puros, determinando asi que a
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partir de la extraccion por arrastre con vapor; el porcentaje de CBD fue de 7,42% identificada
por medio de cromatografia en capa fina [TLC], en contraste con los otros métodos que no se

evidencio la presencia de CBD.

Conforme al articulo de Lui et al. (2022) titulado “Compuestos bioactivos de Cannabis
sativa y sus tecnologias de extraccion, separacion, purificacion e identificacion: una revision
actualizada”. Nos menciona que, el Cannabis sativa [C. sativa] posee multiples compuestos
bioactivos con propiedades terapéuticas. Sin embargo, las metodologias éptimas de extraccion,
separacién, purificacion e identificacion de cannabinoides siguen presentando grandes
problematicas. De esta manera, esta revision recalca los principios basicos para una extraccion
y la recuperacién de compuestos bioactivos en C.sativa. Puesto que las metodologias
convencionales [Extraccion soxhlet y maceracion] requieren tiempo y no son ecoldgicas,
considera esencial la aplicacion de extracciones peculiares y eficientes como la extraccion
asistida por microondas, extraccion asistida por ultrasonidos, extraccién con fluidos
supercriticos [COz], extraccion con solventes eutécticos profundos [DESs] y la extraccion
dindmica solido-liquido réapida, las cuales han permitido optimizar las condiciones de operacion
a escala de laboratorio de los principales compuestos del cannabis con una vision a una escala
industrial. Es asi como, Cannabis sativa es una planta prometedora por las propiedades que
brinda sus compuestos bioactivos [cannabinoides, terpenos, flavonoides, etc.], y a partir de las
tecnologias de extraccion, separacion y purificacion e identificacion pueden ser eficientes en

los procesos de produccion a futuro.

Probablemente, la extraccion de su aceite es sencilla basicamente y no requiere de
instrumentacion compleja si se lo realiza de manera tradicional. Se puede extraer con disolvente
como etanol, nafta o aceite de oliva, entre otros. De tal manera que cuando se concluya la

extraccion se finaliza con la cuantificacion y analisis del aceite de cannabis. Romano y
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Hazekamp llegaron a la conclusién de que, en el proceso de descarboxilacién, hay una pérdida
significativa de terpeno, y todos los componentes del cannabis son importantes para poder
brindar los efectos terapéuticos antes mencionados al producto final. Es por eso por lo que es
importante producir de manera 6ptima los terpenos y cada componente del cannabis (Romano

y Hazekamp, 2013).

2.1.2. Antecedentes Nacionales

En Ecuador, el uso del cannabis para fines terapéuticos fue aprobado por el COIP
(Cddigo Organico Integral Penal) en el 2019, donde la molécula [THC] sea menor al 1% en
peso seco(Ministerio de salud, 2021). Hasta la actualidad, en Ecuador, no se registran muchos
trabajos relacionados con la extracciéon de los compuestos del cannabis ya que es reciente su

legalizacion.

Sin embargo, se destaca que Solis y Suntaxi (2021) en su investigacion titulada
“Obtencion de aceite de cannabidiol a partir de flor de cannabis no psicoactivo para uso
medicinal”, centraron su objetivo en definir las condiciones de operacién que permitan
determinar los rendimientos de extractos de cannabidiol a partir de tres métodos de extraccién
y dos variables de cannabis no psicoactivo. Se trabajé con dos variedades Green World y
Dinamed Plus de cannabis no psicoactivo a partir de los métodos de extracciéon por Soxhlet,
extraccion por fluidos supercriticos y extraccion asistida por ultrasonido. En donde los mayores
rendimientos de extracto como 18,25% y 20,30% para la variedad Dinamed Plus y Green
World, respectivamente, se obtuvieron a partir del método de extraccion por ultrasonido.
Determinando asi que, la temperatura a 50°C y el tiempo de extraccion de 90 minutos, fueron
las variables que tuvieron mayor influencia en la extraccion de los extractos concentrados de

cannabis. Sin embargo, a partir del del analisis cromatografico determinaron que la extraccion
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por fluidos supercriticos posee un mayor beneficio en cuanto al uso medicinal ya que presenta

mayor porcentaje de cannabidiol y pureza debido a su sencilla extraccion del solvente residual.

En contraste con lo mencionado anteriormente, se evidencia que la aplicacion de los
principios activos del cannabis refleja una gran importancia al realizar estudios en base a sus
propiedades como también a la busqueda de métodos que garanticen la obtencion de cannabis

medicinal de calidad.

2.2. Marco Conceptual
Cannabinoides: grupo de sustancias quimicas que independientemente de su estructura
u origen, tienen la capacidad de unirse receptores cannabinoides del cuerpo y del cerebro y que

poseen efectos semejantes a los producidos por la planta Cannabis sativa L (ADF, 2020).

Fitocannabinoides: son compuestos terpenofendlicos biosintéticamente relacionados

producidos Unicamente por la planta Cannabis sativa. [THC, CBD, CBN] (Schlatter, 2014)

Cannabinol: primer cannabinoide identificado y aislado del cannabis. Es el
subproducto de la oxidacién no enzimética del THC, generalmente producido por la
degradacion durante el secado, almacenamiento y calentamiento de los productos de cannabis

(Russo y Marcu, 2017).

Cannabidiol: fitocannabinoide derivado de la especie Cannabis, que carece de
actividad, con actividades analgésicas, antiinflamatorias, antineoplasicas y quimiopreventivas

(NCI, s. f.).

Tetrahidrocannabinol: principal ingrediente psicoactivo del cannabis cominmente

conocido como THC [A'9 -THC y A" 8 -THC] (Aas y Melle, 2017).
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Terpenos: son hidrocarburos de estructura compleja, que enlazados a cadenas organicas
establecen un conjunto de compuestos con caracteristicas propias y que determinan la
diversidad de efectos terapéuticos que presentan las plantas que lo contienen(Murillo y Ojeda,

2021).

Descarboxilacion: Es una reaccion quimica en donde le grupo carboxilo es eliminado

de un compuesto en forma de didxido de carbono [CO2] (Vollhardt, 1992).

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Historia del Cannabis

En base a la historia, el cannabis ha sido considerado como una sustancia con una amplia
aplicacion y muy disputada. Con el paso del tiempo, esta planta, y desde hace mas de 5000
afios, ha sido aplicada para diversos fines, que van desde el uso recreativo, hasta su aplicacion
en el tratamiento de diferentes patologias (Leal et al., 2018).

De acuerdo con su origen, el cannabis tuvo lugar en China en el afio 2737 a.C. alrededor
del periodo neolitico. En donde su uso se centraba en textiles, alimentos y la utilizacion de las
semillas oleaginosas para tratar enfermedades como la malaria. Sin embargo, su aplicacién y
propagacion se extendié hasta Europa y Oriente Medio en la Edad del Bronce, posteriormente
apareciendo asi también la especie Cannabis sativa en India hace unos tres mil afios. Por ende,
se focaliz6 su expansion en Africa en el siglo X111, extendiéndose a América Latina en el siglo
XV1y llegando a América del Norte hasta principios del siglo XX (Cabrera, 2021).

De esta forma, los efectos del cannabis han sido justificados como medicamento a lo
largo de los afios. Su utilizacion y aceptacion continta evolucionando en los diferentes paises
que actualmente permiten su aplicacion para afecciones medicas especificas. Tal es el caso en
Estados Unidos, donde el cannabis medicinal esta aprobado para su uso en veinte y ocho

diferentes estados(Bridgeman y Abazia, 2017). De esta forma, se hace énfasis sobre sus efectos



14

que se focalizan sobre el sistema endocannabinoide. Por ende, se demuestra a partir de los
estudios que generan un impacto en diferentes drganos y sistemas, utilizando al mismo como
analgesico, inmunosupresor, relajante muscular, agente antiinflamatorio, modulador del
apetito, antidepresivo, antibiotico, broncodilatador, neuroléptico, antineoplasico y anti alérgeno
(Covarrubias, 2019).

2.3.1.1. El cannabis medicinal y la importancia de su aplicacion

La utilizacion del cannabis como una alternativa terapéutica para diversas condiciones
en el &rea médica ha recibido un interés notable en las ultimas dos décadas. En los ultimos afios,
el cannabis medicinal se ha considerado como como un coadyuvante en el tratamiento eficiente
para ciertas patologias y sintomatologias en especifico (Ng et al., 2022). Es asi como, en ciertos
paises estd autorizado su uso en el tratamiento de enfermedades, siendo aplicada en
dosificaciones pequefias (Ebbert et al., 2018).

Desde un enfoque aplicativo, la utilizacion del cannabis para el desarrollo de productos
derivados del mismo, como extractos [aceite] ha tenido un gran auge en la actualidad. Debido
a su contenido de principios bioactivos [cannabinoides]. Tanto el THC como el CBD y CBN
conservan grandes propiedades terapéuticas. Sin embargo, el CBD [Cannabidiol] es uno de los
compuestos mayormente analizados debido a su actividad no psicoactiva (Solis y Suntaxi,
2021). Es asi como, se han visto grandes resultados en el tratamiento de enfermedades cronicas
a partir del CBD, utilizando a este compuesto bioactivo como un paliativo a enfermedades como
esquizofrenia, epilepsias, artritis, glaucoma, esclerosis multiple y en otros casos se evidencia
una disminucion en efectos secundarios ocasionados por la quimioterapia (Le6n Cam, 2017).

De esta manera, para la aplicacion del cannabis medicinal se debe tener en cuenta ciertos

parametros, tales como la variedad y la parte de la planta a utilizar, asi también como el método
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de extraccion y aislamiento de sus componentes. De esta forma, su utilizacion garantiza la
calidad y el contenido de sus principios activos.
2.3.2. Legislacion
2.3.2.1.Legislaciones internacionales del cannabis medicinal

El cannabis y sus subproductos son consideradas como sustancias estupefacientes
reguladas por medio de la legislacion penal alrededor del mundo. Sin embargo, al pasar los
afos ha generado un debate y controversia frente a su utilizacion. Por ello, la mayor parte de
los paises regulan su uso por medio de leyes respecto al cultivo, tenencia, venta y adquisicion.
En cuanto a sus productos no psicoactivos son legales en diversos paises con algunas

excepciones tales como su utilizacion medicinal(Freiria, 2016).

Estados Unidos

En el afio 1961 la Convencion Unica de Estupefacientes empezd la lucha por la
regulacion legal del cannabis, fortaleciéndose con el tiempo. Sin embargo, debido a la represion
que existia en esa época, la Convencion Unica no pudo modular la utilizacion aceptable del
cannabis. Por ello, se dio mayor privilegio para establecer leyes e investigacion que justifiquen
la prohibicion de este. Posteriormente, en el afio 1972 la Comision de Shafer en conjunto con
el Gobierno, analizaron las aplicaciones y usos que puede otorgar el cannabis, aceptando asi las
recomendaciones de este informe. Sin embargo, esto no significo la despenalizacion total del
cannabis por lo que se empezo a regular a partir de diferentes leyes de la Comision Shafer y el

reporte de Wooton (Zuleta et al., 2021).

Actualmente, Estados Unidos es una de las nacionales en aprobar la utilizacion de
cannabis medicinal en 29 de sus 50 estados (Solis y Suntaxi, 2021). A pesar de eso, la mayor
parte de estados de Estados Unidos aun controlan estrictamente el uso de la marihuana, ya que

consideran como una “ofensa federal” al uso que le dan (Prospéro Garcia et al., 2019).
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Colombia

Colombia intentd legalizar el uso de cannabis medicinal en 2016 y en 2020, donde hubo
mucha controversia frente a su legalizacién y de esta manera el proyecto de ley quedd
archivado. Sin embargo, al tener un enfoque sobre el crecimiento de la industria del cannabis y
sus principios terapéuticos, la legislacion colombiana decret6 en base a la ley 1787 el uso
regulado de extractos de cannabis medicinal en proporciones pequefias(Maiti y Bidinger, 2019).
Meéxico

Por otro lado, tenemos a Meéxico que, hasta el afio de 2018 seguian restringido sus
estudios tanto medicinales como cientificos. Sin embargo, a partir de la ley 30 681 “Que regula
el uso medicinal y terapéutico del cannabis y sus derivados”, permitié la importacion y
comercializacion con un enfoque medicinal de productos derivados del cannabis. Ademas, se
despenalizo el uso personal, recalcando que “La posesion de derivados de marihuana con fines
medicinales, siempre que la cantidad sea la necesaria para el tratamiento de quien la posea o de

un tercero que se encuentre bajo su cuidado o tutela” (Labiano, 2020).

Otros Paises

Holanda fue el primer pais en despenalizar el cannabis en 1976, asi también como
California que legaliz6 el cannabis medicinal y de esta manera muchos pacientes de cancer y
sida podian consumir y cultivar marihuana sin ningun problema que involucre la ley. Después
de varios procesos, actualmente existen varios paises que aceptan y dominan a la marihuana
como una droga medicinal, a diferencia de otras que realmente son consideradas peligrosas
como la heroina, con fines terapéuticos y recreativos. Uno de los principales paises son
Portugal, que se considera pionero en cuanto a las leyes de reforma de drogas, donde
despenalizo el uso personal de drogas en 2001. Por otro lado, Uruguay es el primer pais de

Latinoamérica en legalizar el cannabis en 2013, sigue Canada en 2018 y en el 2019 muchos
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paises de Sudamérica han tomado como iniciativa la legislacion de cannabis como uso

medicinal (Ménckeberg B., 2014; Morales Torres, 2019).

2.3.2.2.Legislacion en el Ecuador del cannabis medicinal

De acuerdo con el Cadigo Organico Integral Penal [COIP] el 17 de septiembre del 2019
de acuerdo con el articulo 220, entra en vigor el uso de cannabis medicinal y terapéutico. En
donde se establece la despenalizacion del cultivo y produccién de cannabis con un contenido
de delta-9-tetrahidrocannabinol [THC] inferior a 1% en peso seco (Ministerio de salud, 2021).
En base al acuerdo establecido, esto permitird realizar investigaciones dentro del pais

empleando principios no psicoactivos de la planta [CBD y CBN] que aporten a la salud.

2.3.3. Generalidades de la planta Cannabis sativa

El cannabis o también denominado marihuana, es una planta procedente de la familia
Cannabaceae, siendo la especie Cannabis sativa L. la mas empleada en diferentes areas de
produccion. Esta posee diversos principios activos denominados cannabinoides tales como

CBD [Cannabidiol], CBN [Cannabinol] y THC [tetrahidrocannabinol] (Garcia et al., 2016).

De acuerdo con su morfologia, esta se caracteriza por ser una planta herbacea y dioica,
que presenta inflorescencias masculinas y femeninas ramificadas con flores (Garcia et al.,
2016). La misma alcanza una altura de 4m, con una longitud de tallos de aproximadamente 0,2

a 6 m, que dependen de factores hereditarios, ambientales y del tipo de cultivo(UNODC, 2014)
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Figura 1

Plantas de Cannabis sativa hembra (lzquierda) y Macho (Derecha)

Fuente: (Herbies, 2022).

En cuanto al contenido porcentual de cannabinoides varia de acuerdo con la parte de la
planta, ya sea semillas, raices, tallos, hojas y flores. De manera que, la mayor parte de
cannabinoides se encuentran presente en la flor o conocido como cogollo, con un 38,15% de
THC, 4,80% de CBD y 0,05% de CBN maés que en las hojas, haciendo de esta parte de la planta
la éptima para su utilizacion en procesos extractivos (Castillo y Rico, 2020).

Tabla 1

Cantidad referencial de THC, CBD y CBN presente en las diferentes partes de la planta

Cannabis sativa, expresada en pg.

Raiz Semilla Tallo Hojas Flor
THC - 3-29 196-475 2000 76300
CBD 14,3 67-244 179 1790 8590
CBN - 2-7 0-47 - -

Fuente: (Andre et al., 2016)
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2.3.3.1. Taxonomia

El Cannabis sativa fue clasificada de acuerdo con su morfologia por primera vez en
1753 por Carl Linnaeus. Posteriormente, Jean Baptiste Lamarck descubre una nueva especie
denominada C. indica en el afio 1785. Actualmente, de acuerdo con la bibliografia, se reconoce
alrededor de trece especies de cannabis: sativa, indica: americana, chinensis, erratica, faetens,
generalis, gigantea, intersita, kafiristanica, lupulus, macrosperma y ruderalis; ademas de una
serie de variedades para las especies C. sativa y C. indica (Garcia et al., 2016). A pesar de que
existe una clasificacion de las variedades de la especie de Cannabis sativa, se ha generado una
gran controversia, ya que actualmente existen diferentes cultivares, como las subespecies sativa
e indica. Es decir, un hibrido conformado entre estas dos subespecies(Yoreny Roman Vargas

etal., 2021).

Tabla 2

Clasificacion Taxondmica del Cannabis

Reino: Plantae

Division: Magnoliophya

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Hamamelidae

Orden: Urticales

Familia: Cannabaceae

Genero: Cannabis

Especie: Sativa

Subespecie: C. sativa L. subsp. Sativa (L.) Small et Cronquist.
C. sativa subsp. Indica (Lam.) Small et Cronquist

Variedades: C. sativa L. subsp. Sativa (L.) Small et Cronquist var.

Sativa (L.) Small et Cronquist, Taxon 25 (1976) 421.

C. sativa L. subsp. Sativa (L.) Small et Cronquist var. Spontanea

Vavilov, Taxon 25 (1976) 423.

C. sativa L. subsp. Indica (Lam.) Small et Cronquist var. Indica

(Lam.) Wehmer, Die Pflanzenstoffe (1911) 248.

C. sativa L. subsp. Indica (Lam.) Small et Cronquist var.

Kafiristanica (Vavilov) Small et Cronquist, Taxon 25 (1976) 429
Fuente: (Brown, 1998; Hanan Ana Maria, 2009).




20

2.3.3.2.Variedades de Cannabis sativa

Morais (2018) analiza en su estudio a Carl VVan Linnaeus y su obra “Species Planarum”,
en donde establece la existencia de tres especies de cannabis: sativa, indica y ruderalis, cada
una con subespecies y variedades. La Cannabis sativa es la mas cultivada y esta caracterizada
por su alto porcentaje de cannabinoides; en cambio, la indica tiene principios bioactivos, pero

en menor medida que la sativa; finalmente, la ruderalis no cuenta con principios activos.

Cabe destacar que, algunos autores entran en un dilema ya que se supone que la
subespecie de C. ruderalis es un hibrido entre las dos subespecies indica y sativa. Por lo que

no garantizan que sea clasificada como otra subespecie (Yoreny Roman Vargas et al., 2021).
Figura 2
Subespecies de Cannabis sativa L.

A ﬁ / 4

% ‘ .", g——

",

Sativa

Ruderalis Hybrid

Fuente: (Royal Queen Seeds, 2020).
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Breve descripcion de las Variedades de Cannabis sativa L
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Variedad Descripcion

Variedad perteneciente a Cannabis sativa L.

Cannabis sativa Origen: Asia, Africa, América

Caracteristicas: Alta estatura, hojas

alargadas, color verde claro y poco follaje

Variedad perteneciente a Cannabis sativa L.

Cannabis indica Origen: Tibet, Nepal, India, Pakistan

Caracteristicas: Menor altura, hojas

pequefias, mayor follaje, color oscuro.

Variedad perteneciente a Cannabis sativa L.

Cannabis ruderalis Origen: Sur de Siberia, Norte de Kazajstan

Caracteristicas: Tamafio menor, periodo de

floracion corta

Fuente: (Agnese et al., 2019; Freiria, 2016).

2.3.3.3.Composicién Quimica del Cannabis

La planta de Cannabis presenta un nimero representativo de compuestos quimicos tales

como terpenos, terpenoides, flavonoides, polifenoles y antioxidantes(Solis y Suntaxi, 2021).

Sin embargo, los cannabinoides [terpenofenoles] se encuentran en mayor proporcion,

identificando alrededor de 100 cannabinoides en general. Entre los principales cannabinoides

presentes en la planta se encuentran el THC, CBD y CBN (Hopp et al., 2019).

Tabla 4.

Composicion Quimica de la planta de Cannabis

Tipo de Compuesto Cantidad Referencial de compuestos
Terpenos >120
Pigmentos >70

Hidrocarbonos 50
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Azucares 34
Fenoles no cannabinoides 25
Acidos Grasos 22
Acidos Simples 21
Aminoacidos 18
Cetonas Simples 13
Esteres Simples y Lactonas 13
Aldehidos Simples 12
Proteinas, Glicoproteinas y enzimas 11
Alcoholes Simples 7
Pigmentos 2
Vitaminas 1

Fuente: (Marchena Pinilla, 2021).

En cuanto a su estructura, estos se caracterizan por poseer un grupo carboxilo que
generalmente consta de tres anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno, lo cual le otorga
la actividad terapéutica al cannabis; siendo asi también compuestos inodoros. Estos se dividen
en dos grupos esenciales: endocannabinoides [producidos por los organismos del reino animal]
y fitocannabinoides [producidos en la planta de Cannabis sativa L] (Villaverde, 2019). Estos
grupos estan interrelacionados para que se dé el efecto propio de los principios activos del
cannabis.

Los principales cannabinoides que se encuentran presentes en el cannabis son A9 -
tetrahidrocannabinol [A'9 -THC], A'8 -tetrahidrocannabinol [A' 8 -THC], cannabidiol [CBD] y
cannabinol [CBN]. Otros cannabinoides presentes en la planta son el cannabicromeno [CBC]
CBC, cannabiciclol [CBL], cannabigerol [CBG], monometileter del cannabigerol [CBGM],

cannabielsoina [CBE], cannabinodiol [CBND], cannabitriol [CBT], dehidrocannabifurano y
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cannabicitrano, que se encuentran en cantidades diferentes segin la variedad de Cannabis
sativa ha valor(SEIC, 2002).

Figura 3

Principales Cannabinoides presentes en Cannabis sativa L.

OH

Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) Cannabidiol

Fuente: (SEIC, 2002)

2.3.3.4.Biosintesis y Sistema Endocannabinoide

El proceso de sintesis se genera por medio de un precursor localizado dentro de los
fitocannabinoides, los cuales a partir de varios procesos permiten la obtencién de sus principios
activos para ser aplicados en los diversos productos conocidos hasta la fecha.

Es asi como, los fitocannabinoides son sinterizados por medio de un mismo precursor.
Esta sustancia precursora se localiza dentro del grupo de los fitocannabinoides, destacando asi
el acido cannabigerdlico [CBGA], en donde esta interactta con tres diferentes enzimas: Acido
cannabicromenico sintasa [CBCAS], acido cannabididlico sintasa [CBDAS] y acido
tetrahidrocannabinolico sintasa [THCAS], transformando asi los principales cannabinoides
dentro de la planta: el &cido tetrahidrocannabindlico [THCA], acido cannabicromenico [CBCA]
y el &cido cannabidiolico [CBDA], que son los productos finales de la biosintesis de los
cannabinoides(Pharmacology University, 2021). De esta manera, cuando se induce a calor, se

genera un proceso de pirolisis y los compuestos sufren un reordenamiento espontaneo y
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descarboxilacion, donde la forma é&cida de los cannabinoides se convierte en su forma
psicoactiva(Gllck y Mgller, 2020).

Destacando asi que los fitocannabinoides acidos, como A'9 -THCA, CBDA y CBCA
exhiben una toxicidad y baja afinidad por los receptores CB, responsables de la actividad
cannabimimética. Por ello, los fitocannabinoides descarboxilados son de mayor interés, como
como A'9 -THC, CBD y CBC, ya que se transformaran a su forma neutra, exhibiendo asi una
mayor afinidad y respuesta a las actividades fisioldgicas(Lewis-Bakker et al., 2019).

Por consiguiente, al encontrarse activos los cannabinoides tendran una influencia sobre
el sistema endocannabinoide, el cual es responsable de modular funciones en el sistema
nervioso (aprendizaje, memoria, movimientos, suefio), asi también como el sistema

inmunoldgico y cardiovascular (Casadiego-Mesa y Lastra-Bello, 2015).

De acuerdo con su funcionamiento, los receptores responsables son CB1 y CB2, los
cuales se unen a A'9 -THC, generando efectos psicotropicos propios de la planta de Cannabis.
Por otro lado, el cannabidiol [CBD] al poseer poca afinidad a receptores CB1 y CB2, inhiben
en una proporcion la union a tetrahidrocannabinol [A'9 -THC], permitiendo asi potenciar o
inhibir efectos nocivos sobre las células e influyendo sobre la modulacion de inflamacion y
respuesta nociceptivas. Por ende, este principio bioactivo [CBD] no induce un efecto

psicoactivo sobre el organismo (Millan-Guerrero y Isais-Millan, 2019).

2.3.4. Cannabinoides
2.3.4.1.Descripcion de Cannabidiol [CBD]

El Cannabidiol, representado por su abreviacion como CBD, es uno de los principales
principios activos que derivan de la planta de Cannabis y el méas estudiado por su aplicacion
médica en proporciones minimas, seguido del tetrahidrocannabinol [THC] y cannabinol [CBN]

(Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias, 2018). Quimicamente, su
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composicion esta caracterizada por un compuesto de terpenofenol que esté constituido por 21
atomos de carbono, el cual se estructura por un anillo de ciclohexano, un anillo fendlico y una
cadena lateral de pentilo, los cuales brinda los efectos terapéuticos al cannabis. (Atalay et al.,

2020).

En cuanto a su accion dentro del sistema endocannabinoide, actia como agonista de los
receptores 5-HT1A, donde estos se unen directamente a los tejidos neuronales, asi también
como en el sistema digestivo y cardiovascular (Gonzalez, 2013). Por ello, se considera como
un receptor de interés ya que influye sobre elementos neuronales, actuando directamente en la
produccidn de neurotransmisores que permite disminuir el dolor y ejercer efectos analgésicos,
antieméticos, antiepilépticos, antitumorales, ansioliticas, antiinflamatoria, antirreumaticas e

inductoras de suefio(Hanna Guerrero, 2021).

Es asi que, debido a la gran capacidad del CBD permitira equilibrar la accién del THC
haciendo que se reduzcan sus efectos secundarios y aumenta su biodisponibilidad (Kratz y

Garcia de Palau, 2018).

2.3.4.2.Descripcion de Cannabinol [CBN]

El Cannabinol, o conocido por su abreviacion [CBN] es otro tipo de fitocannabinoide
que posee propiedades psicoactivas, en una proporcioén diez veces menor, comparada al
compuesto de THC. De acuerdo con su estructura quimica, es considerada como un compuesto
biciclico, ya que consta de un anillo de tetrahidropirano escindido. Ademas, por su rendimiento
porcentual de efecto psicoactivo, lo hace un principio de interés para el tratamiento y paliativo

para diversas patologias(SEIC, 2002).

Es asi como, por medio de investigaciones indica que los efectos que otorga CBN son

sedantes y puede aliviar la inflamacién y dolor, los cuales llegan al sistema nervioso actuando
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sobre los receptores CB1 y CB2, generando su efecto psicoactivo sin afectar los

neurotransmisores(Studebaker, s. f.).

2.3.5. Extraccion de Cannabinoides

Para realizar un proceso de extraccion de cannabinoides de la planta Cannabis sativa
L., se debe conocer los principios sobre el método a utilizar, en donde se debe considerar
parametros muy importantes como la presion, temperatura, tiempo de extraccion y la naturaleza

del solvente a emplear (Villaverde, 2019).

Existen diversos métodos para extraer aceite concentrado en cannabinoides, los cuales
pueden ser desde métodos muy innovadores como la extraccion de fluidos supercriticos [COz2]
hasta método convencionales basada en solventes como etanol, el cual es uno de los métodos
mas seguros para la obtencion de productos derivados del cannabis(Teréasvalli Tyon ohjaaja y

Sainio, 2020).

Independientemente del método que se pretenda realizar, hay que saber que la planta de
cannabis debe pasar por un tratamiento previo antes de su uso. Su materia vegetal se induce a
un proceso previo de secado, el cual se lleva a cabo a una temperatura de entre 18 a 21°C
reduciendo su humedad en un porcentaje del 50-55% en un periodo de cinco a seis dias. Sin

embargo, esto no asegura un tiempo total de secado(Challa et al., 2021).

Por otro lado, también se lleva a cabo un proceso de descarboxilacion, que también
permite reducir la humedad presente en la planta y convertir a su forma activa los
cannabinoides. Se debe tener en cuenta el tamafio a usar de la planta, ya que al usarse tamafos
muy grandes puede aumentar el tiempo de extraccion y muestras muy pequefias pueden causar
apelmazamiento. Es asi como, este proceso puede ser ejecutado en un sistema abierto a 37 y

60°C por un periodo largo o a 100°C por 60 minutos; en cambio en un sistema cerrado se lo
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podria ejecutar a una temperatura de 200°C por 3 minutos debido a que un tiempo superior

podria destruir los cannabinoides (Lewis-Bakker et al., 2019).

Los pasos de procesamiento previo o posterior pueden varias de acuerdo con las

condiciones que se le dé al método de extraccion a realizar.

2.3.6. Meétodos de extraccion de Cannabinoides
2.3.6.1.Extraccion asistida por ultrasonido [EUA]

En este método se pueden usar diferentes solventes como el hexano o isopropanol a una
temperatura de 30-40 y 60°C por 60-90 minutos. El aceite se debe extraer siempre en las
condiciones mas optimas. El producto gue se obtiene de este proceso de extraccion se puede
usar como antioxidante ya que contiene altos contenidos nutricionales. Esta técnica también se
puede mejor a medida que se hagan mas investigaciones, ya que es considerado un métodos

simple y rapido (Esmaeilzadeh Kenari y Dehghan, 2020).

2.3.6.2.Extraccion por preparados de aceite de oliva

A este procedimiento también se lo conoce como preparacion de aceite de oliva
cannabico, donde se obtendra un concentrado de cannabinoides. Los parametros para tener en
cuenta durante el proceso son la temperatura y el tiempo de extraccion. Estos parametros deben
estar regulados para que al final del proceso se obtenga un resultado positivo. Generalmente, a
temperaturas de 100°C por 40 a 120 minutos no son significativamente eficiente debido a que
el porcentaje de THC en la muestra se presenta en un 1,52 % p/p y sin la presencia de CBN.
Por ello, se debe adaptar la extraccién a una temperatura de 115°C por 40 minutos, ya que
permite obtener una concentracion mucho menor de 0,18 % p/p de THC, la cual es 6ptima para

su evaluacién y produccién (Casiraghi et al., 2018).
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Es asi como, este método permite extraer de manera eficaz cannabinoides y terpenos en
contraste con la utilizacién de solventes como etanol, ya que no degrada rapidamente sus
compuestos bioactivos. Ademas, a partir de este método se puede genera la extraccion favorable
de la clorofila, el cual es caracteristico de poseer un color verde que provoca un sabor no

agradable al producto final (Al Ubeed et al., 2022).

2.3.6.3.Extraccion asistida por microondas [MAE]

Este método no usa solventes, se considera un método verde, donde aumenta el
rendimiento y la calidad del resultado final, que seria el aceite esencial de cannabis. En este
proceso se va a tener dos fases, la primera se formara un residuo acuoso donde estaran presentes
fenoles bioactivos y en la segunda habra una biomasa deterpenada. En base a este resultado se
puede hacer una purificacion de fitocannabinoides y posteriormente una caracterizacion de los
mismo en donde se podria obtener por muestra una concentracion de 160,45 mg/g de
cannabidiol [CBD], 14,95 mg/g de Cannabinol [CBN] y 2,74-9,70 mg/g de

tetrahidrocannabinol [THC] (Mazzara et al., 2022).

2.3.6.4.Extraccion por fluidos supercriticos [SFE]

La extraccion a partir de fluidos supercriticos es una metodologia innovadora aplicada
a gran escala para realizar extracciones de aceite esencial y de diferentes principios activos del
cannabis. Su funcionamiento permite preservar la integridad del material vegetal y su proceso

extractivo no es toxico en comparacion a méetodos convencionales(Grijo et al., s. f.).

Estos fluidos presentan valores de temperatura y presion que se deben tomar en cuenta,
ya gue estos son superiores a su punto critico, siendo capaces de disolver varios compuestos y
manteniendo las propiedades de un gas. Generalmente se aplica presiones entre 300-400 bar

con temperaturas de 40 y 60°C por un periodo de 240 minutos, obteniendo asi un rendimiento
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entre 0,890 -0,956 g/mL que son los éptimos. Por otro lado, los cambios que se provocan en la
presion y temperatura generan una densidad especifica de este fluido supercritico, de tal manera

que la separacion del solvente y el extracto sera muy facil. (Grijo et al., s. f.; Villaverde, 2019)

2.3.6.5.Extraccion a partir de hielo seco

A este producto también se lo conoce como Dioxido de Carbono [COz2] en estado solido,
que tiene una temperatura de -78°C, a comparacion del hielo tradicional, este es mucho mas
frio en un 270%. De esta manera el hielo seco tiene un gran poder de enfriamiento y
congelacién, ademas de que es estéril, incoloro, inodoro, atoxico y tampoco es un producto
inflamable (Castillo y Rico, 2020). Actualmente es uno de los métodos méas prominentes dentro
de la industria del cannabis, ya sea para extraer hachis, aceites esenciales o extractos
concentrados. Esta es una de las opciones que se emplea para desarrollar cannabis medicinal,
dado que los principales compuestos farmacoldgicos de interés se conservan adecuadamente

(SEO, 2022).

De esta manera, la técnica de extraccion por medio de hielo seco, esta estructurada para
aislar tricomas presentes en la planta de cannabis. Es asi que, permite conservar su perfil
bioquimico constituido por fitocannabinoides, terpenoides y monoterpenoides que
generalmente suelen perderse al realizar otros procesos extractivos. Su objetivo es generar un
efecto liofilizante en las muestras por medio de la exposicion al vapor de CO2 sélido, teniendo
en cuenta que aparte de aislar sus principios bioactivos, la misma permite precipitar elementos
contraproducentes como la clorofila, compuestos lipidicos, ceras y otros compuestos
innecesarios. Al mismo tiempo, la concentracion de las muestras puede llegar a tener un 60,7%

de cannabinoides, preservando asi sus compuestos(Russo et al., 2021).
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Por su baja temperatura, no deja residuos ni bacterias que perjudiquen la materia prima.
De esta manera se extraeran los cannabinoides al maximo, los tricomas se separaran con
facilidad, haciendo que la extraccion sea mas exitosa y menos peligrosa para la salud. Por ello,
se considera un método accesible y éptimo para su ejecucion, ya que permite obtener altos

rendimientos (Murillo y Ojeda, 2021).

2.3.6.6.Extraccidn con solventes
2.3.6.6.1. Extraccion de aceite de cannabis con etanol

El etanol al ser un solvente organico, volatil, atoxico y de fécil acceso. Este solvente
constituye uno de los métodos mas efectivos para extraer aceite esencial de materia prima
vegetal, cannabis y cafiamo (Biotech CBG, 2021). Sin embargo, su uso no presenta muchas
ventajas a la hora de extraer aceites esenciales, es un disolvente polar por lo que, ademas de los
cannabinoides, extraera terpenos como ceras y clorofila. Por lo que, en el producto final se
podré observar un color oscuro y tendra un sabor amargo si es que no se elimina o purifica estos
contaminantes. Para eso interviene el proceso de winterizacion, como se dijo anteriormente,
reducira la extraccion de ceras, grasas y clorofila, facilitando una separacion del extracto-
solvente. Para tener aceite esencial de cannabis puro, se debe extraer el etanol, que este se puede
evaporar a temperatura ambiente, sin tener que calentarlo. En otros casos, se puede realizar un
proceso de evaporacion rotativa considerando el punto de ebullicion del etanol para separar el

solvente sin afectar el extracto obtenido (Cafiamo, s. f.; Marchena Pinilla, 2021).

2.3.6.6.2. Extraccion de aceite de cannabis con hexano
El Hexano es un solvente apolar, volatil, liquido, incoloro y también inflamable. La gran
ventaja que presenta este compuesto es que tiene una buena selectividad en cuanto a la ceras y

grasas que presenta el cannabis. A pesar de que es considerado como toxico para el ser humano,
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su punto de ebullicion bajo [68.5°C] hara que después pueda ser evaporado, y asi de esta manera

extraer el solvente del aceite. (Lazarjani et al., 2021).

2.3.7. Técnicas para la cuantificacion y caracterizacion de Cannabinoides

La cuantificacion y caracterizacion de cannabinoides presentes en las muestras de
aceites elaborados en base a cannabis se realiza a partir de un analisis cromatografico. Cabe
considerar que, existen diferentes tipos de técnicas analiticas de deteccion, destacando la
cromatografia de capa delgada [CCD], cromatografia de gases con detector ionizacion de
Ilamas [GC/FID], cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas [GC/MS] y
cromatografia liquida de alto rendimiento [HPLC] (Solis y Suntaxi, 2021).
2.3.7.1.Cromatografia en Capa Fina [CCF]

La cromatografia en Capa Fina [CCF] es un tipo de andlisis cualitativo que permite
determinar los principales cannabinoides como CBD, A'9 -THC y CBN. Su funcionamiento se
rige a partir de dos fases: fase movil [liquida] y una fase estacionaria [s6lida], en donde se

genera una coloracion e identifica a partir de la misma los diferentes cannabinoides (Gil, 2021).

2.3.7.2.Cromatografia de Gases- Detector de lonizacion de Llamas [GC-FID]

El objetivo de este tipo de cromatografia es analizar tanto cualitativa como
cuantitativamente algunos cannabinoides sintéticos de interés [CBD, CBN, THC] (UNODC,
2014). Su funcionamiento consiste en una deteccion a partir de una fase movil en una llama de
hidrogeno/oxigeno, en donde al introducir los cannabinoides en fase movil, se ionizan y
posteriormente son detectados. Se requiere una preparacion de la muestra, considerando su
curva de calibracion y estandares internos de control. Los parametros caracteristicos para tener
en cuenta son su temperatura de inyeccion de 275°C por 9 minutos y un modo de inyeccion

1:25 (ANANDALAB, 2021; Instituto de Salud Publica de Chile, 2015).
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2.3.7.3.Cromatografia de Gases acopladas a Espectrometria de Masas [GC/MS]

Uno de los analisis mas utilizados para caracterizar cannabinoides, es la cromatografia
de gas-liquido o denominado como cromatografia de gases. Se basa en la técnica de separacion
considerando la muestra vaporizada, la cual considera dos fases: fase movil gaseosa y fase
estacionaria liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido mantenida en una columna
capilar (Martinez M, 2019).

Al realizar la separacion, la muestra se volatiliza térmicamente y se inyecta sobre la
cabeza de la columna, la cual contiene un gas inerte [H2, N2 o Hz], permitiendo la elusion de
sus componentes y logrando que el gas portador actue sobre la fase movil (Villaverde, 2019).
El analisis de los picos obtenidos de la evaluacién cromatografica estandar y la muestra de
estudio permite establecer los compuestos que posea el analito.

Por otro lado, en conjunto con la espectrometria de masas, que es una técnica de analisis
cualitativo, permite determinar estructuras organicas, en combinacion o no de otras técnicas,
considerando su especificidad y sensibilidad. Esta se caracteriza por la obtencion de iones por
medio de moléculas organicas situadas en la fase gaseosa, de tal manera que al obtener los iones
estos se separan en base a su masay carga [m/z] generados a partir de la muestra(MNCN, 2017).

Durante la extraccion de fase sélida, aisla o concentra el compuesto de interés dentro de
una mezcla compleja [Anidnico o Catidnico], a traves de una fase sdlida de manera estacionaria.
El resultado de esta permite eliminar la matriz interferente, no retenida y el analito, para asi
evaluar con una mayor sensibilidad (Torres y Alvarez, 2021).

En el caso de analisis de cannabinoides, se debe tener en cuenta el contacto que existe
entre el solvente organico a utilizar, puesto que provoca la elusion de los compuestos organicos
en la fase sdlida entre ambos por sus interacciones moleculares. Es asi como, al elegir el

solvente se debe considerar las caracteristicas propias del analito que se desea extraer.
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2.3.7.4.Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento [HPLC]

El analisis de HPLC es un método que cuantifica y detecta la estructura y composicion
de cannabinoides presentes en extractos obtenidos por medio de la planta de cannabis(Rovetto
y Aieta, 2017). Esta técnica es basica para determinar cannabinoides acidos como CBDA y
THCA, como cannabinoides neutros [CBD, CBN y THC] a partir de temperaturas menores, en
donde se establece una fase estacionaria y una fase movil que interactdan entre si, permitiendo
una adecuada separacion de sus componentes (Villaverde, 2019). Los resultados que otorga
este tipo de cromatografia son Optimos, ya que se separan e identifican alrededor de 10
cannabinoides en un tiempo de 4 minutos, induciendo asi su gran potencial para el analisis

eficaz de cannabinoides(LABOMERSA, 2022).
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Capitulo 3

Marco Metodologico

3.1.Nivel de investigacion

La presente investigacion tiene un nivel explicativo, ya que se determiné la relacion
causa y efecto, considerando el andlisis de las variables independientes, los cuales son los
diferentes métodos extraccion de aceite de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina],
cada variable tendra como determinante la eficiencia y rendimiento de aceite de Cannabis que

se obtenga con cada proceso.

3.2.  Disefio de Investigacion
El disefio de investigacidn es experimental, debido a que se someteré a la materia prima
Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina] a dos métodos de extraccion de aceite
[Extraccidn a partir de hielo seco con etanol y hexano] [Variables independientes] para estimar
el rendimiento de extraccion obtenida [variable dependiente].
3.3.  Variables
e Variable independiente: Métodos de extraccion de aceite de Cannabis sativa L.
e Variable dependiente: Rendimiento de extraccion obtenido
e Variables intervinientes: Tipo de especie de cannabis empleado, tiempo de extraccién
de los dos métodos, solventes, purificacion de aceite esencial, instrumentos de analisis,

cromatografia de GC/MS vy eficiencia de extraccion.

3.4. Poblacién y muestra
En esta investigacidn se contd con una poblacion accesible, la cual fue otorgada por la
Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, en colaboracion con la empresa

Pharmacannabis, tomando como muestra una cantidad representativa de 2 kg de cogollos de
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Cannabis sativa L. subsp. indica de la variedad Black Domina, con la finalidad de obviar

variaciones en los resultados durante el desarrollo de la investigacion.

3.5.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Como instrumento de recaudacion de informacion, se emplearon libros, articulos
cientificos, base de datos, repositorios institucionales, publicaciones en revistas de alto y bajo
impacto, etc. Ademas, para citas y referencias de APA 7ma edicion empleando el programa
Mendeley. Por Gltimo, para analisis de observaciones no estructuradas se emplean fotografias
y registros de campo, en cambio, para la observacion estructurada se emplea un instrumento

estadistico para el levantamiento de datos y recoleccién de resultados.

3.6.  Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para el procesamiento de datos se empleo gréficos y tablas, los mismos que facilitaron
la interpretacion de los resultados; mientras que para el anélisis estadistico se aplicd
previamente un test de Normalidad, para poder establecer, posteriormente un analisis ANOVA
y la prueba de significancia de Tukey con la finalidad de dar a conocer cuél de los dos métodos

evaluados es el mas eficiente.

3.7. Materiales

Tabla 5

Materiales empleados para el proceso de extraccion de aceite de cannabis

Materiales Equipos Reactivos
Embudo de Buchner Mufla Carbon activado granulado
Matraz Kitasato 1000 y 2000 Bomba de vacio Etanol al 96%
mL Camara de flujo laminar Hexano

Rotavapor Hexano Recuperado
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Vasos de precipitacion 1000 Hielo Seco
y 500 mL
Probetas de 250 mL
Crisoles
Pinza metalica
Papel Aluminio
Filtros de 25 pm

Filtros de 10-13 pum

Fuente: Autor

3.8.  Procedimiento
Se usé como base el procedimiento de Marchena Pinilla (2021), Solis y Suntaxi (2021)

representado a continuacion:

3.8.1. Fase 0: Obtencion de la muestra

Para la investigacion se emplea como materia prima Cannabis sativa L, la cual ya se
encuentra seca para su utilizacion. La misma fue obtenida gracias a la colaboracion de la
empresa “PharmaCannabis”, empresa farmacéutica ecuatoriana que centra su aplicacion en la
produccion y comercializacion de productos con Cannabis, con un enfoque medicinal (Pharma
Cannabis, 2022).

La variedad de Cannabis a emplear es Black Domina, que es perteneciente a la
subespecie Cannabis sativa L. subsp. indica. La misma es un tipo de hibrido feminizada, que
se caracteriza por poseer tres variedades diferentes [Afghan, Ortega, Northern Lights y Hash
Plant] (World of Seeds, 2022). En cuanto a las muestras otorgadas fueron hojas, flores y tallos.
Sin embargo, se priorizo la utilizacion de las flores [Cogollos], debido a que las flores de la

planta feminizada de Cannabis contienen una cantidad de cannabinoides diez veces mayor que
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las hojas, mientras que los tallos y semillas poseen niveles mucho més pequefios (Leon Cam,
2017). Por ende, se tom6 como muestra representativa una cantidad 2 kg de flores feminizadas

[cogollos], que estaban almacenadas en bolsas negras selladas, para que de esta manera no se

degraden sus componentes.

Figura 4

Muestras de Cannabis sativa L. subsp. indica de la variedad Black Domina
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Fuente: Autor

3.8.2. Fase 1: Pretratamientos Requeridos

3.8.2.1.Trituracién del material vegetal

El proceso de trituracion del material vegetal consiste en disgregar las partes de la planta
seca [flores] y maximizar el area de contacto con el solvente a utilizar, mejorando el proceso
de extraccidn. Este proceso se lo realiza de manera manual, permitiendo asi receptar las partes
de interés, evitando la incorporacion de otros materiales como tallos o residuos no deseados.
Posteriormente, se pesa las cantidades requeridas para cada proceso de extraccion a realizar.
3.8.2.2.Proceso de precalentado: Descarboxilacion

Posteriormente al pesaje, se procedié a descarboxilar el material vegetal [Cannabis].

Este proceso consiste en activar los principios activos del Cannabis, eliminando el grupo
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carboxilo CBDA [acidos cannabididlico] y THCA [acido Tetrahidrocannabinolico] que se
encuentran en su forma no psicoactiva a partir de un proceso de precalentado a una temperatura
de 115°C por 45 minutos, convirtiéndolo a su analogo 'neutro’ CBD y THC (Castillo y Rico,
2020; Romano y Hazekamp, 2013).

Figura 5

Descarboxilacion THCA y CBDA
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Fuente: (Castillo y Rico, 2020)

Este procedimiento es basico para después poder realizar la extraccion de aceite de
Cannabis, por lo que no se debe exceder la temperatura, porque se podrian destruir sus
principios bioactivos [cannabinoides]. La descarboxilacion se realizd para los dos procesos de

extraccion.
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Figura 6

Descarboxilacion de material vegetal

F

Nota. a) Material vegetal seco pesado; b) Crisoles para descarboxilar; ¢c) Mufla; d) Material

vegetal descarboxilado. Fuente: Autor

3.8.3. Fase 2 Métodos de Extraccion

Una vez definidos y establecidos los pretratamientos, podriamos decir que el material
vegetal se encuentra en condiciones para que se pueda proceder a la extraccion experimental
del aceite de cannabis. La seleccidn del solvente a emplear se define de acuerdo con su
disponibilidad, costo, grado de pureza y capacidad de aislamiento de cannabinoides.

Por ello se escogio, para el primer proceso de extraccion, etanol al 96% debido a su bajo
costo, accesibilidad y obtencion de un alto rendimiento de cannabinoides. Para el segundo
proceso de extraccion, se empled hexano debido a su baja polaridad y aislamiento de terpenos

y cannabinoides.
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3.8.3.1.Método de extraccion a partir de hielo seco usando como solvente etanol al 96%
En este proceso, se usaron diferentes cantidades de materia vegetal con diferentes
volimenes de etanol con una concentracion del 96%, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6

Cantidad empleada para el proceso de extraccion a partir de hielo seco con etanol 96%

Muestra (g) Etanol al 96% (mL)
100 1500
110 1650
120 1800
130 1950

Fuente: (Autor)

En cada extraccion se colocaron 2 kg de hielo seco una temperatura de -78°C, de tal
manera que las ceras e impurezas de la materia vegetal se precipiten en el fondo del recipiente,

por 24 horas, manteniéndola a congelacién a la temperatura antes dicha.

3.8.3.2.Método de extraccidn a partir de hielo seco usando como solvente Hexano
En este proceso, se usaron diferentes cantidades de materia vegetal con diferentes
volimenes de hexano, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7

Cantidad empleada para el proceso de extraccion a partir de hielo seco con hexano

Muestra (g) Hexano (mL)
100 1500
110 1650
120 1800
130 1950

Fuente: (Autor)
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En cada extraccion se colocaron 2 kg de hielo seco una temperatura de -78°C, de tal
manera que las ceras e impurezas de la materia vegetal se precipiten en el fondo del recipiente,
por 20 horas, manteniéndola a refrigeracion a la temperatura antes dicha.

Figura7

Fase 2: Proceso de Extraccién

Nota. a) Inmersion de muestra vegetal con solvente y hielo seco; b) Winterizacion a -78°C.

Fuente: Autor

3.8.3.3.Parametros y condiciones de los métodos de extraccién en estudio

Tabla 8

Condiciones de los métodos de extraccion del presente trabajo experimental.

Solvente Temperatura Presion Tiempo
Extraccién a partir de Etanol al 96% -78°C Atmosférica 24h
hielo seco usando etanol
Extraccién a partir de Hexano -78°C Atmosférica 20h

hielo seco usando hexano

Fuente: (Autor)
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3.8.4. Fase 3: Filtracion

Transcurrido el tiempo de inmersién del material vegetal, se procedié a realizar dos
filtraciones, con el propdsito de retirar los residuos y remanentes vegetales de la muestra. Como
primer paso, se realizd una primera filtracion con un filtro de 25 um para retirar la mayor parte
de residuo vegetal. Después de la primera filtracion, se realiza un proceso de winterizacion con
hielo seco durante un tiempo aproximado de 20 a 30 minutos a una temperatura de -78°C, con
la finalidad de precipitar la clorofila. En una segunda filtracion, se emple6 un filtro de 10-13
KM en conjunto con la aplicacion de carbon activado granulado, para establecer un proceso de
purificacion mas eficiente, permitiendo la retencién de particulas de clorofila, ceras e

impurezas. De esta manera, se obtuvo un extracto con una coloracién mas clara.

Figura 8

Fase 3: Filtracion.

Nota. a) Primera filtracion; b) Segunda filtracion

Fuente: Autor

3.8.5. Fase 4: Obtencion de Aceite de Cannabis
3.8.5.1.Separacion del sustrato del solvente
Al finalizar la filtracion, se realizd la separacién del solvente y el aceite, a través del

evaporador rotativo [Rotavapor], el cual, mediante una destilacion a vacio, permite una
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evaporacion eficaz del solvente presente en la muestra, recuperando la muestra de interés
[Aceite de Cannabis].

De acuerdo con la literatura analizada previamente, los cannabinoides entran en un
proceso de desnaturalizacion a una temperatura mayor a los 60°C, es asi que se debe tener en
cuenta las temperaturas de ebullicion del Etanol que es de 78.37°C y del Hexano que es 69°C
(Finley y BESTWICK, 2020). Es por eso por lo que para los extractos obtenidos de Etanol al
96% se mantuvo a una temperatura de 60°C y para los extractos obtenidos de Hexano se
mantuvo a una temperatura de 45°C, durante 90 minutos por muestra y 6 horas de todo el
extracto para garantizar la evaporacion del solvente sin dafiar los principios activos del
Cannabis.

Figura 9

Obtencion de aceite de cannabis por medio de rotavapor y recuperacion de solvente

Fuente: Autor

Finalmente, las muestras obtenidas son almacenadas en frascos recubiertos para evitar

la incidencia de la luz que genera la degradacion de los cannabinoides.



Tabla 9

Condiciones para equipo evaporador rotativo

Solvente Temperatura Tiempo
Recuperacion de solvente y Etanol al 60°C 90min X
muestra de interés (Etanol) 96% muestra
Recuperacion de solvente y Hexano 45°C 90min x
muestra de interés (Hexano) muestra

Fuente: (Autor)
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En cuanto a la cantidad de solvente recuperado y rendimiento obtenido de aceite en el

proceso de extraccion se expresa en porcentaje y se debe calcular mediante las siguientes

ecuaciones, utilizado por Solis y Suntaxi (2021):

3.8.5.2.Determinacidon de porcentaje de solvente recuperado

Vr
%VR =—x 100
Vi

Donde:
VR: Porcentaje de volumen recuperado (%)
Vr: Volumen recuperado (mL)

Vi: Volumen inicial (mL)



3.8.5.3.Determinacién del rendimiento del extracto

mv.e—muv.v m.e
R = , = - X 100%
m.m.i m.m.i

Donde:

R: Rendimiento (%)

m.v.e: Masa frasco vial + extracto (g)

m.v.v: Masa de frasco vial vacio (g)

m.e : Masa del extracto (g)

m.m.i:

Masa de muestra inicial (g)

Figura 10

Muestras finales de aceite de cannabis usando etanol al 96%

1008 11Qg 120g 130g
150oml  1650ml  1800ml 1950ml

Fuente: Autor



Figura 11

Muestras finales de aceite de cannabis usando hexano

Fuente: Autor

3.8.6. Esguema general del Proceso de Extraccién

Figura 12

Esquema general del proceso de extraccién a partir de hielo seco con etanol 96% y hexano
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3.8.7. Fase 5: Cuantificacion de cannabinoides extraidos
3.8.7.1.Andlisis Cromatografico

El andlisis cromatografico se realizo en los laboratorios de la empresa HEMP
ECUADOR LABS dedicado al analisis e investigacion de Cannabis en Ecuador, situado en la
ciudad de Quito.

Para el analisis de la composicion de los aceites extraidos Cannabis sativa L. subsp.
indica [Black Domina], se tomé como referencia 4 muestras de todos los ensayos para su
evaluacion. Se emple6 un equipo de Cromatografia de Gases, acoplado a un detector selectivo
de masas, con una columna capilar TG-5MS.Considerando como referencia la metodologia
aplicada por Velasco-Rodriguez (2018) para la cuantificacion de cannabinoides.

Se utilizé una columna de 30 m de longitud x 0.25 mm de diametro interno y 0,25 um
espesor de pelicula. La técnica considera un flujo completo (Split), con un volumen de 25:1. La
temperatura del inyector es de 250°C y la del detector de 290°C.

Ademas, se emple6 como gas de arrastre Helio a un flujo constante de 1.0 mL/min. La
temperatura del horno inicialmente sera de 200°C/min. Esta se incrementa posteriormente a
230°C/min y por Gltimo a 290°C/ 5 min por un periodo de aproximadamente 50-60 minutos.

En cuanto a la identificacion de cannabinoides de las muestras de aceite extraido se
realiza por medio de una comparacion con los tiempos de retencion de los estandares
[InternalStd 4.443], analizado a las mismas condiciones. De acuerdo con las areas de los picos
del cromatograma se determind la concentracion de cada cannabinoide extraido.

3.9.  Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 Minitab 21, en donde se eligid la técnica optima

para encontrar si existia una diferencia entre los métodos de extraccion de aceite de cannabis

empleados, los métodos establecidos fueron:
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3.9.1. Prueba de Normalidad
El estadistico Shapiro-Wilks es un test que contrasta la normalidad de un conjunto de
datos menor de 50 elementos, en donde se plantea que la hipdtesis nula de una muestra proviene
de una distribucién normal (Dietrichson, 2019; Parada, 2019).
Prueba de Hipotesis
e HO: Los datos poseen una distribucion normal / p_Value > 0,05
e H1: Los datos no poseen una distribucion normal / p_Value < 0,05

Con el 95% de confianza

3.9.2. Analisis estadistico ANOVA de un factor
Para el andlisis estadistico en el presente trabajo experimental, se considera como
variable de salida el porcentaje de rendimiento de extraccién obtenido, y como variables de
entrada los métodos de extraccion [hielo seco con hexano y hielo seco con etanol 96%], con 4
réplicas para cada uno de los métodos, habiendo analizado los datos obtenidos en el item 3.8.5
a través del Software Minitab 21. Considerando que el nivel de significancia a emplear en el
andlisis estadistico es de 0,05.
Las hipdtesis establecidas en esta prueba son:
e HO: Existe diferencia entre los métodos empleados para la extraccion de aceite de
Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina].
e HI1: No existe diferencia entre los métodos empleados para la extraccion de aceite de
Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina].
3.9.3. Estadistico Tukey
La prueba de Tukey es una prueba estadistica empleada en conjunto con ANOVA, para

analizar y comparar las diferencias entre las medias de las muestras(Minitab19, 2020).
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Una vez que se realiza el andlisis de varianza, por medio de la prueba de Tukey se

establece si existen diferencias significativas o0 no entre los métodos de extraccion.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1.  Analisis de pretratamiento de material vegetal
4.1.1. Descarboxilacion

Previamente al proceso de descarboxilacion se tomé muestras de 100, 110, 120 y 130
gramos, donde se sometieron a las muestras de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black
Domina] a una temperatura de 115 °C en la mufla durante 45 minutos, después se deja en reposo
unos 10 minutos hasta que alcancen una temperatura ambiente para proceder rapidamente a
pesarlas. Posteriormente se pesé el material vegetal descarboxilado, el mismo que tuvo una

pérdida significativa en cada uno de los ensayos como se evidencia en la Tabla 10.

Tabla 10

Calculos de la descarboxilacion de material vegetal

No. de Ensayos Peso en seco Peso Pérdida
9) descarboxilado
(9)

1 100 88,96 11,04

2 110 99,60 10,40

3 120 107,02 12,98

4 130 114,45 15,55

5 100 90,12 9,88

6 110 97,55 12,45

7 120 104,75 15,25

8 130 113,16 16,84
Total 920 815,61 104,39
Promedio - - 13,05

Fuente: Autor
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En este proceso se pudo observar la diferencia entre peso/peso de la materia vegetal
inicial y final, en donde se perdi6 un promedio de 13,05 gramos por numero de ensayo (Véase
Figura 13). De acuerdo a Villaverde (2019), esta diferencia podria deberse a que las muestras
otorgadas inicialmente presentaban un porcentaje de humedad, ocasionando de esta forma una
reduccion muy importante de peso y volumen del material vegetal.

Figura 13

Cantidad de material vegetal seco vs cantidad de material descarboxilado

Gramos de Materia Vegetal de Cannabis sativa L.
subsp. indica (Black Domina)en peso seco y peso
descarboxilado

140
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0
mPesoenseco (g) ™ Peso descarboxilado (g)

Fuente: Autor

4.2.  Analisis de porcentaje de solvente recuperado

4.2.1. Determinacion del porcentaje de solvente recuperado (Etanol 96%)

En la Tabla 11, se puede observar que, en la primera fase de extraccion, al realizar el
proceso de inmersion de la muestra de cannabis en solvente etanol 96% en un tiempo de veinte
y cuatro horas a una temperatura de -78°C , se recuper6 un promedio de 76,71% de Etanol 96%

es decir 1325 mL en relacion de cada uno de los ensayos realizados.
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Tabla 11

Calculos de porcentaje de solvente recuperado en primera fase de extraccion con etanol 96%

Muestra No. Cant. De Masadela Cant.de Tiempo Temperatura Cant.de  Porcentaje
Ensayo Hielo flor solvente de de extraccion  solvente  de solvente
(Etanol  seco (kg) (Cogollo) (g) Inicial  extraccion (°C) recuperado recuperado
96%) (mL) (h) (mL) (%)
Black 1 2 100 1500 24 -78 1100 73,33
Domina 2 2 110 1650 24 -78 1300 78,79
(Cogollos) =3 2 120 1800 24 78 1400 77,78
4 2 130 1950 24 -78 1500 76,92
Promedio - - 1725 - - 1325 76,71

Fuente: Autor

En cambio, en la Tabla 12, se puede observar que, en la segunda fase de extraccion por
medio del evaporador rotativo [Rotavapor], con un tiempo aproximado de noventa minutos y
temperatura de 60°C, se recuperd un promedio de 86,43% de Etanol 96% es decir 1138,75 mL

en relacion de cada uno de los ensayos realizados.

Tabla 12

Célculos de porcentaje de solvente recuperado en segunda fase de extraccion con etanol 96%

Muestra No. Masa de la Cant. de Tiempode  Temperatur Cant.de  Porcentaje de
Ensayo flor solvente extraccion ade solvente solvente
(Etanol  (Cogollo) (g) Inicial (min) extraccion  recuperado  recuperado
96%) (mL) (°C) (mL) (%)
Black 1 100 1100 90 60 1050 95,45
Domina 2 110 1300 90 60 1130 86,92
(Cogollos) 3 120 1400 90 60 1050 75,00
4 130 1500 90 60 1325 88,33
Promedio - 1325 - - 1138,75 86,43

Fuente: Autor
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4.2.2. Determinacion del porcentaje de solvente recuperado (Hexano)

En la Tabla 13, se puede observar que, en la primera fase de extraccion, al realizar el
proceso de inmersion de la muestra de cannabis en solvente hexano en un tiempo de veinte
horas a una temperatura de -78°C , se recuperd un promedio de 75,68% de hexano, es decir

1300 mL en relacion de cada uno de los ensayos realizados.

Tabla 13

Célculos de porcentaje de solvente recuperado en primera fase de extraccién con hexano

Muestra No. Cant.De Masadela Cant.de Tiempo Temperatura Cant.de  Porcentaje
Ensayo Hielo flor solvente de de extraccion  solvente  de solvente
(Hexano) seco(kg) (Cogollo)(g) Inicial  extraccion (°C) recuperado recuperado
(mL) (h) (mL) (%)
Black 1 2 100 1500 20 -78 1100 73,33
Domina 2 2 110 1650 20 -78 1500 90,91
(Cogollos) —3 2 120 1800 20 78 1200 66,67
4 2 130 1950 20 -78 1400 71,79
Promedio - - 1725 - - 1300 75,68

Fuente: Autor

En cambio, en la Tabla 14, se puede observar que, en la segunda fase de extraccion por
medio del evaporador rotativo [Rotavapor], con un tiempo aproximado de noventa minutos y
temperatura de 50°C, se recuper6 un promedio de 86,43% de hexano, es decir 1119,25 mL en

relacion de cada uno de los ensayos realizados.
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Tabla 14

Calculos de porcentaje de solvente recuperado en segunda fase de extraccidn con hexano

Muestra No. Masa de la Cant.de  Tiempode Temperatura Cant. de Porcentaje
Ensayo flor (Cogollo)  solvente extraccion  de extraccion solvente de solvente
(9) Inicial (min) (°C) recuperado  recuperado
(mL) (mL) (%)
Black 1 100 1100 90 50 1000 90,91
Domina 2 110 1500 90 50 1290 86,00
(Cogollos) 3 120 1200 90 50 1030 85,83
4 130 1400 90 50 1157 82,64
Promedio - 1300 - - 1119,25 86,35

Fuente: Autor

Conforme a la Tabla 11 y 12, en el proceso de extraccion a partir de hielo seco con
etanol 96% se puede mencionar gque se recuperd un promedio entre las dos fases de 81,57% de
solvente. En cambio, en la Tabla 13 y 14 se determino que en el proceso de extraccion a partir
de hielo seco con hexano se recuper6 un promedio de 81,01% de solvente. Estos resultados son
significativamente menores a comparacion de los resultados evidentes en la investigacion de
Solis y Suntaxi (2021), en donde se recuperdé un promedio de 88,42% en el proceso de

extraccion por fluidos supercriticos CO2.

4.3.  Analisis de Rendimiento de extraccion (%o)

Para alcanzar el primer objetivo especifico, se procedio a determinar los rendimientos
porcentuales de extraccion de aceite de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina]
empleada en la presente tesis, aplicando el procedimiento redactado en el Capitulo 3 item 3.8.5.
Los mismos que fueron analizados por medio de cuatro replicas respectivamente para cada

método, que se expone en la Tabla 15.
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Tabla 15

Porcentaje de rendimiento obtenido en los dos procesos de extraccion de aceite de Cannabis

sativa L. subsp. indica [Black Domina]

Repeticiones Extraccion a partir de Extraccion a partir de
hielo seco con hexano hielo seco con etanol 96%
1 7,71% 11,35%
2 11,56% 13,07%
3 10,79% 11,95%
4 11,61% 12,05%

Fuente: (Autor)

De acuerdo con los métodos de extraccion ejecutados, el porcentaje de rendimiento de
extraccion para cada ensayo en conjunto con su réplica, se obtuvo valores entre 7,71% y 11,61%
para el proceso de extraccion a partir de hielo seco con hexano, mientras que, para el proceso
de extraccidn a partir de hielo seco con etanol 96% se obtuvo valores entre 11,35% y 13,07%.
Conforme se observa en la Tabla 15 del porcentaje de rendimiento de extraccion de aceite de

Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina], analizando con cuatro replicas.

El mayor porcentaje de rendimiento de extraccion fue de 13,07%, mediante el método
de extraccion a partir de hielo seco con etanol 96%, mientras que el método de extraccion a
partir de hielo seco empleando hexano como solvente, fue menor con un porcentaje de
rendimiento de extraccion de 11,61%. Estos resultados son mayores a los encontrados en la
bibliografia de Solis y Suntaxi (2021), en donde se obtuvo un rendimiento de 8,87%, empleando

una metodologia estandarizada de extraccion por fluido supercritico COz.

Para tener una mejor perspectiva de los datos obtenidos se realizé un grafico de cajas de
los rendimientos obtenidos a partir de los métodos de extraccion establecidos en la presente

investigacion.
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Figura 14

Gréfica de caja

Grafica de caja - Métodos de Extraccion de Aceite de Cannabis sativa L subsp indica (Black Domina)
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Fuente: Minitab 21.

Realizado por: Autor

Por medio de la figura 14 se evidencia que los métodos de extraccion de aceite de
Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina], son significativamente iguales, considerando
que el método Gptimo es el método de extraccion a partir de hielo seco con etanol 96%, ya que

se observa una menor variabilidad con respecto al tamafio de la caja representada.

4.4. Disefio experimental

Para alcanzar el tercer objetivo especifico, se procedido a comparar los métodos de
extraccion de hielo seco a partir de hexano y etanol 96% en relacion con los rendimientos
porcentuales de extraccién de aceite de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina]

obtenidos, para la determinacion del método mas eficiente.

Para ello se realizo una prueba de normalidad por medio de pruebas Shapiro-Wilk para
determinar si los datos poseen una distribucion normal. Seguido de un analisis de varianza y

prueba de Tukey para contrastar las diferencias entre las medias de las muestras. Cada una de
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las pruebas se realizd para cada conjunto de datos obtenidos de los diferentes métodos de
extraccion ejecutados, es decir, tanto para la extraccion a partir de hielo seco con hexano como

para la extraccion a partir de hielo seco con etanol 96%.

4.4.1. Prueba de Normalidad
Se determino la normalidad del conjunto de datos por medio de las pruebas Shapiro-

Wilk.

Figura 15

Prueba de Normalidad para el método de extraccion a partir de hielo seco con hexano
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Fuente: Minitab 21.

Realizado por: Autor

En la figura 15 se puede evidenciar la prueba de normalidad para el método de
extraccion a partir de hielo seco con hexano, donde se obtuvo un valor de P de 0,070, siendo

mayor al nivel de significancia de 0,05; por lo que se confirma que el supuesto de normalidad
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se cumple evidenciando asi una distribucién normal. Cada uno de los puntos se aproximan a la

linea de normalidad.

Figura 16

Prueba de Normalidad para el método de extraccién a partir de hielo seco con etanol 96%
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Fuente: Minitab 21.
Realizado por: Autores

Al analizar la figura 16 se puede evidenciar la prueba de normalidad para el método de
extraccion a partir de hielo seco con etanol 96%, donde se obtuvo un valor de P de 0,434, siendo
mayor al nivel de significancia de 0,05; por lo que se confirma que el supuesto de normalidad
se cumple evidenciando asi una distribucién normal. Cada uno de los puntos se aproximan a la

linea de normalidad.
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Luego de demostrar la normalidad de los datos, se procedid a plantear la hipotesis alternativa y

nula, para efectuar el analisis estadistico ANOVA. Conforme se observa en la Tabla 16,

detallada a continuacion.

Tabla 16

Planteamiento de hipotesis

Nivel de confianza  Significancia

Hipotesis Nula

Hipotesis Alternativa

95% a=0,05

No existe diferencia entre
los métodos empleados
para la extraccion de
aceite de Cannabis sativa
L. subsp. indica [Black
Domina].

Existe diferencia entre los
métodos empleados para la
extraccion de aceite de
Cannabis sativa L. subsp.
indica [Black Domina].

Fuente: Autor

Consecuentemente, se efectu6 el analisis de varianza ANOVA de un solo factor, con la

finalidad de realizar un andlisis de significancia estadistica de sus datos y determinar si los

métodos poseen un comportamiento similar o no, obteniéndose los resultados descritos en la

Tabla 17.

Tabla 17

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor F Valor p
critica

Meétodo de Extraccion 1 5,695 5,695 2,914 5,987 0,139

Error 6 11,725 1,954

Total 7 17,42

Fuente: Autor
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De esta manera, en la prueba de varianza con respecto a los métodos de extraccion
ejecutados, el valor de F calculada fue de 2,914 y el valor de F critica fue de 5,987; esto
demuestra que entre los dos métodos de extraccion a partir de hielo seco con hexano y etanol
96% no existe una diferencia significativa en el rendimiento de extraccion de los métodos
ejecutados en el trabajo experimental. De tal forma que, la hipotesis nula se acepta y la

alternativa se rechaza, considerando que la media de los métodos de extraccion es igual.

En cuanto al Valor de p fue de 0,139, se determind que fue mayor al nivel de
significancia de 0,05. Por ello, se acepta la hipotesis nula y se rechazo la hipotesis alternativa,
demostrando que las medias son iguales, es decir que, no existe diferencia entre los métodos

empleados para la extraccion de aceite de Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina].

4.4.3. Prueba Tukey

A través de la prueba de Tukey se confirmo lo establecido anteriormente en el analisis
de varianza. De tal forma que se identificaron como resultados, una semejanza en las letras de
las agrupaciones, demostrando asi que los métodos ejecutados para la extraccion de aceite de
Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina] no son significativamente diferentes. VVéase

en la Tabla 18.

Tabla 18

Comparacion en parejas de Tukey

Extraccion N Media Agrupacion
Extraccién con Hielo seco (Etanol 4 12,105 A
96%0)
Extraccion con Hielo seco (Hexano) 4 10,418 A

Nota. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente diferentes.

Fuente: Autor
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En otras palabras, tanto el método de extraccion a partir de hielo seco con hexano result6

ser similar en cuanto a resultados de los rendimientos porcentuales de extraccion de aceite de

Cannabis sativa L. subsp. indica [Black Domina] al método de extraccion a partir de hielo seco

con etanol al 96%.

45. Caracterizacion del aceite de Cannabis sativa L

4.5.1. Analisis Cualitativo de Cannabinoides

Para poder determinar los cannabinoides que estan presentes y en qué cantidad, las

muestras fueron enviadas al laboratorio HEMP Ecuador Labs, en la ciudad de Quito, para

realizar los respectivos analisis de cromatografia de gases. Dentro del andlisis cromatogréfico

se identificaron 4 cannabinoides presentes en cada muestra de aceite obtenido por cada proceso

de extraccion. Estos se detallan en la Tabla 19 a continuacion.

Tabla 19

Analisis cualitativo de cannabinoides presentes en los ensayos

Cannabinoides
Identificados en cada

Hielo seco usando
Férmula molecular  como solvente

Hielo seco usando
como solvente

muestra Etanol 96% Hexano

CBD (cannabidiol) C21H3002 v v
CBN (cannabinol) C21H260- v v
A9-THC (A9- A9- C21H300: v v

tetrahidrocannabinol)
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A8-THC (A8- A8- C21H3002 v’ v’
tetrahidrocannabinol)

Fuente: Hemp Ecuador Labs

Realizado por: Autor

Como se puede observar, en la investigacion se han identificado 4 cannabinoides que
estan presentes en los 4 ensayos realizados por los dos métodos propuestos. Entre estos estan:
Cannabidiol [CBD], Cannabinol [CBN], A9-tetrahidrocannabinol [A9-THC] y AS8-
tetrahidrocannabinol [A8-THC]. Cada uno de los cannabinoides se encuentran presentes en

diferentes proporciones de acuerdo con cada extraccion.

4.5.2. Analisis cuantitativo de cannabinoides

El analisis de los cannabinoides presentes en las muestras de aceite de Cannabis sativa L. subsp.
indica- Black Domina que fue entregado por la Universidad Politécnica Salesiana en conjunto
con la empresa Pharmacannabis, se realiz6 a partir de cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

Los resultados del andlisis cromatografico de los cannabinoides, mismos que fueron
extraidos mediante el método de maceracién usando hielo seco y dos solventes diferentes como
el etanol al 96% y el hexano, se los compar6 con un perfil de estudio, donde se aplic6 el mismo

método de extraccion de aceite de cannabis [Véase en la Tabla 20].
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Comparacion de cannabinoides presentes en el aceite de Cannabis sativa L. subsp. indica

[Black Domina]

Cannabinoides Presente
identificados en el Formula Ensayos Trabajo (Marchena
analisis molecular experimental Pinilla, 2021)
cromatografico
Ensayo 2: Etanol 24%
96%
CBD En:ayo 4: Etanol 24,37%
(cannabidiol) CarH00: 96% <0,0050%
Ensayo 1: Hexano 26,56%
Ensayo 4: Hexano 29,60%
Ensayo 2: Etanol 3,87%
96%
Ensayo 4: Etanol 2.89%
96%
CBN C21H260: <0,0050%
(cannabinol) Ensayo 1: Hexano 2,00%
Ensayo 4: Hexano 3,22%
Ensayo 2: Etanol 46,73%
96%
Ensayo 4: Etanol 48,32%
A9-THC (A9- 96%
tetrahidrocanna  A9- C2:H3002 0,1055%
binol) Ensayo 1: Hexano 34,61%
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Ensayo 4: Hexano 51,67%

Ensayo 2: Etanol 3,37%

96%

Ensayo 4: Etanol 2,72%
A8-THC (A8- 96%
tetrahidrocanna  A8- C2iH300: <0,0050%
binol) Ensayo 1: Hexano 1,74%

Ensayo 4: Hexano 2,48%

Fuente: Hemp Ecuador Labs, Marchena Pinilla (2021)

Realizado por: Autor

En base a los estudios realizados por los diferentes autores se puede observar que hubo
diferencia en la cantidad presente de cannabinoides en cada muestra, a pesar de que se ha
aplicado el mismo método de extraccion usando los mismos solventes. Esto puede darse por
diferentes parametros, los cuales son: temperatura, tiempo y la cantidad del solvente, donde
esto se ve reflejado en cada uno de los ensayos analizados por el método de cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.

En el estudio presentado por Marchena Pinilla (2021), se han identificado cuatro de los
cannabinoides principales, entre estos A8-THC, A9-THC, CBD Y CBN, en diferentes
porcentajes. EI nimero de cannabinoides presentes es relativamente baja, debido a que, cuando
termind con la extraccion del aceite, al emplear HPLC se descarboxilé nuevamente la muestra
y los principios activos antes mencionados se desnaturalizaron. Ademas, se realizo un proceso
de separacion a partir de destilacion simple con variaciones en la temperatura, lo que pudo

ocasionar una repercusion en la cantidad de cannabinoide presentes en el aceite.

Basandose en la Tabla 20 se distingue que, el porcentaje de cannabinoides en la presente

investigacion fue mayor con un porcentaje entre 74,9-78,1% de cada método, que en el estudio
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de Marchena Pinilla (2021), donde los valores para CBD, CBC, CBN fueron significativamente
menores con un valor de <0,0050 y d9-THC con un valor de 0,1055. Como se menciond
anteriormente, puede deberse a los diferentes factores con los que se trabajé al momento del
procedimiento de extraccion de aceite esencial de Cannabis.

En las figuras 17, 18, 19 y 20, se observa los porcentajes que se han obtenido después
del andlisis cromatografico de los cannabinoides. Siendo los mas importantes A8-THC, A9-
THC, CBD Y CBN, donde el CBD y CBN son los de mayor interés para la posible formulacion

de un producto en el campo medicinal.

Figura 17

Porcentaje de cannabinoides presentes en el ensayo 2- etanol 96%

ENSAYO 2: ETANOL 96%
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d9-THC CBD d8-THC CBN Total

Fuente: Hemp Ecuador Lab

Realizado por: Autor.



Figura 18

Porcentaje de cannabinoides presentes en el ensayo 4- etanol 96%

ENSAYO 4: ETANOL 96%
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Fuente: Hemp Ecuador Lab

Realizado por: Autor.



Figura 19

Porcentaje de cannabinoides presentes en el ensayo 1- hexano
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Fuente: Hemp Ecuador Labs

Realizado por: Autor.

Total

67
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Figura 20

Porcentaje de cannabinoides presentes en el ensayo 4- hexano

ENSAYO 4: HEXANO
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Fuente: Hemp Ecuador Labs

Realizado por: Autor.

En base a los resultados obtenidos, el porcentaje de d9-THC es mayor en los diferentes
ensayos con un promedio de 47,5% en la extraccion a partir de hielo seco con etanol 96% y
43,1% empleando hexano con solvente en comparacion a los otros cannabinoides en todas las
muestras analizadas. Por otro lado, también se muestran porcentajes representativos de CBD de

un 24,1% en el proceso de extraccion a partir de hielo seco con etanol 96% y 28,1% con hexano.
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Tabla 21

Resumen de porcentaje de cannabinoides obtenidos en el presente trabajo experimental

Cannabinoides Etanol 96% Hexano
Identificados

Ensayo 2 Ensayo 4 Ensayo 1 Ensayo 4

CBD 24% 24,371% 26,56% 29,60%
CBN 3,87% 2,89% 2% 3,22%
D9-THC 46,73% 48,32% 34,61% 51,67%
D8-THC 3,37% 2,72% 1,74% 2,48%
Total 77,97% 78,30% 64,91% 86,97%

Fuente: Autor

En la Tabla 21, se puede evidenciar los resultados que se han obtenido a partir del
analisis cromatogréafico, en donde el ensayo 4 empleando hexano como solvente result6 ser el
que mas alto porcentaje de cannabinoides tuvo; con un 86,97% en total, siendo 51,67% de D9-

THC; 29,60% de CBD; 2,48% de D8-THC y 3,22% de CBN.
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Conclusiones

De acuerdo con el estudio realizado “Extraccidon de aceite esencial de Cannabis sativa

L. utilizando dos técnicas de laboratorio, determinando el método més eficiente”, se concluye

lo siguiente:

Segun el método estadistico aplicado, los procedimientos llevados a cabo en esta
investigacion establecen que al usar etanol al 96% no existe diferencia cuando se usa el
solvente hexano, ya que los rendimientos que se han obtenido tienen resultados
similares.

En cuanto a rendimiento, el método mas eficiente resultd ser el proceso de extraccion a
partir de hielo seco empleando como solvente el Etanol al 96%.

Los resultados del analisis cromatografico indican que en el método donde se usé como
solvente al hexano, tiene mayor cantidad de cannabinoides, siendo 86.96% el nimero
mas alto.

El porcentaje de solvente recuperado entre los métodos de extraccion a partir de hielo
seco con hexano y etanol al 96% fue de 81,01% y 81,57% respectivamente. Esto
garantiza la calidad del aceite, ya que no existe una proporciéon mayor de trazas de
solvente.

Se determind que, diferentes parametros como la temperatura, tiempo y cantidad de
solvente influyen a la hora de obtener resultados en cada muestra.

El método de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es de gran
importancia para poder determinar el perfil de cannabinoides que existen en cada

muestra y en qué porcentaje.
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Mediante el andlisis cromatogréafico, se concluye que la cantidad de cannabinoides
presentes en cada ensayo de aceite de cannabis esta en funcion al método empleado.

Dependiendo del uso que se le quiera dar al aceite obtenido, se establece el método de
extraccion, ya que los solventes que se usen podran determinar los cannabinoides

presentes en cada muestra.



72

Recomendaciones

Lo principal que se recomienda es el aislamiento del THC, para que de esta manera se
pueda formular un producto con menos del 1% de este cannabinoide.

Buscar solventes menos toxicos, como es el caso del hexano, y se los pueda usar sin
ningun riesgo al momento de aplicar en diferentes métodos.

Usar la misma metodologia, pero con diferentes solventes, para ver si su rendimiento
aumenta o disminuye.

Realizar un estudio donde se pueda analizar qué tan factible fue el método usado, y
poder evaluarlo si es viable a gran escala.

A partir de las muestras de los aceites esenciales obtenidos, se recomienda continuar
con nuevas investigaciones, para poder mejorar el método que se ha llevado a cabo en

este estudio.
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ANexos
Anexo 1 Lista de abreviaturas

CBD: cannabidiol

CBN: cannabinol

THC: tetrahidrocannabinol

CBDA: 4cido cannabidiolico

THCA: 4cido tetrahidrocannabinélico

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia

GC/MS: cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Ha: hipdtesis alternativa

Ho: hipotesis nula

mL: mililitro

g: gramo

°C: grados centigrados

Subsp: subespecie

TLC: cromatografia en capa fina

EUA: Extraccion asistida por ultrasonido

CO2: diéxido de carbono

CCD: cromatografia de capa delgada

GC/FID: cromatografia de gases con detector ionizacion de llamas

84



CCF: cromatografia en capa fina

Kg: kilogramo

HmM: micrémetro

ANOVA: analisis de varianza
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Anexo 2 Materiales

Figura 21

Materiales empleados para proceso de extraccion

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Figura 22

Carbon activado granulado

$r.r

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
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Anexo 3 Equipos

Figura 23

Mufla

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Figura 24

Congelador

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
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Figura 25

Rotavapor

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
Figura 26

Camara de flujo laminar

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
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Anexo 4 Proceso de extraccion y obtencion de aceite de Cannabis sativa L

Figura 27

Pesaje de muestras de cannabis

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Figura 28

Proceso de descarboxilacién

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
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Figura 29

Inmersion de material vegetal con hielo seco y solvente

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Figura 30

Primera filtracion

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor
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Figura 31

Segunda filtracién

R,
Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Figura 32

Residuos de la filtracion

.

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Auto
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Figura 33

Obtencion de aceite esencial de cannabis a partir de evaporador rotativo [Rotavapor]

Nota. Fotografia tomada de los laboratorios “Ciencias de la vida” de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cuenca. Fuente: Autor

Anexo 5 Resultados de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

de analisis
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d8-THC 272 %

CBN 2,89 % DITHC @ CBD @ DETHC @ CBN

Analisis realizado mediante Cromatografia

Lectura: Una muestra de 30 g tendra una concentracion 78,3

%. de cannabinoides en total. Incluye:
D8
THC

D9

Responsable
THC CBD

Q. A. Andrea Pozo

HEMP
Extracto 2

Etanol 96%

Analisis realizado mediante
Cromatografia

Responsable
Q. A. Andrea Pozo
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HEMP CBG N/D %
Muestra:

—
=

d9-THC N/D %
(A)
D9
THC

d9-THC 5167%
CANNABINOIDES EN %

CBD(A) N/D %

CBD 29,59 %

CBC(A) N/D %

248 %

Extracto hexano d8-THC

D9THC @ D8THC @ CBN

CBN 322%

Analisis realizado mediante Cromatografia

Lectura: Una muestra de 30 g tendra una concentracién 86,96

%. de cannabinoides en total. Incluye:
D9 D8

THC CBD THC

Responsable
Q. A. Andrea Pozo

HEMP
CROMATOGRAMA DE LA MUESTRA: EXxtracto hexano
Extracto

hexano

Analisis realizado mediante
Cromatografia

Responsable
Q. A. Andrea Pozo

2 araigal
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“Ayudamos a crear productos con
calidad de exportacion”.

Contactenos
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E4-20 y Jorge Drom Ed. San Xavier planta baja

0 +593-9876-88855
=

hempecu@gmail.com

\J Gaspar de Villarroel

Ecuador

& https://www.whatsatiendas.com/ hempecuador
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