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Desde la legalizacion del uso y la investigacion del
Cannabis con fines medicinales se ha incrementado
notablemente la investigacion cientifica y clinica de
la planta y de sus derivados. También ha aumentado
la oferta de aceites y otros extractos de Cannabis que
deben ser analizados para verificar si su composicion
se corresponde a la indicada por el médico.
Principalmente, porque las plantas son organismos
que responden a los cambios ambientales y las
condiciones del cultivo, modificando su composicion
quimica. Esto es relevante en Cannabis porque
contienen mds de 500 compuestos y el contenido de
algunos de ellos, como el CBD y el THC, impactan en
sus propiedades medicinales. En el caso de los
aceites, su olor caracteristico estd dado por
compuestos denominados terpenos. El aceite de
Cannabis tiene unos 200 terpenos, muchos con
actividad farmacoldgica conocida y otros en
investigacion. Debido a la composicién compleja de
los aceites de Cannabis, es necesario conocer su
contenido mediante andlisis quimicos rigurosos para
asegurar un uso adecuado. Aqui describimos dos
métodos para analizar los terpenos en estos aceites,
que pueden ser de gran utilidad a otros laboratorios.

CONCEPTOS CLAVES:
Qué se sabe sobre el tema

e La planta de Cannabis contiene mas de 500
fitoquimicos, incluyendo cannabinoides, flavonoides
y terpenos

* Los terpenos son ampliamente investigados por
su actividad farmacoldgica per se y por ser los
constituyentes volatiles mayoritarios de los aceites
de Cannabis

e Conocer el perfil de terpenos de los aceites de
Cannabis es fundamental para controles de calidad y
para las investigaciones cientificas y clinicas de sus
propiedades medicinales

Qué aporta este trabajo

e Hay numerosos métodos para el andlisis de
terpenos. Sin embargo, no hay una recomendacion
oficial, aunque se acepta que la cromatografia
gaseosa (GC) es el método mas usado en todo el
mundo por su sensibilidad y reproducibilidad. En
este articulo se presentan los detalles de dos
métodos optimizados para lograr la identificacion y
cuantificacion de terpenos del aceite de Cannabis
por GC.
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RESUMEN

Introduccién: Cannabis sativa es una planta con gran numero de principios activos, por lo que la lista de
sus usos terapéuticos se esta ampliando. En este sentido, son numerosas las investigaciones cientificas y
clinicas de sus derivados. Entre ellos, los terpenos son los compuestos volatiles mayoritarios de los aceites
y su participacién en las propiedades medicinales del Cannabis también esta siendo estudiada. Asi, a
medida que mas paises contemplan la legalizacion y autorizacidn del cannabis medicinal, el nimero de
laboratorios de extraccién y andlisis de cannabis y sus derivados aumenta para satisfacer la demanda,
requiriéndose herramientas analiticas adecuadas. Metodologia: En respuesta a numerosas consultas de
médicos, investigadores y de laboratorios de analisis y de peritajes, el laboratorio de cromatografia del
PROBIEN ha optimizado dos métodos para el analisis de terpenos en aceite de Cannabis por la técnica de
cromatografia gaseosa (GC-FID). Se describen los métodos usando las columnas HP-5 e Innowax. Se
empled el método del estandar externo para la determinacién cuantitativa de B-Pineno, Myrceno, p-
Cymeno, Limoneno, Linalool, a-Terpineol, Nerol y Geraniol. Resultados: se observé una buena separacion
de picos y reproducibilidad, apropiadas para la identificacion y cuantificacién de los principales terpenos
en extractos de Cannabis. La relacién drea/concentracion fue lineal en el rango de 0,0005 a 2,0 mg/ml.
Conclusion principal: los métodos descritos permiten la identificacion y cuantificacién de los terpenos
mavyoritarios en aceite de Cannabis para un control de calidad adecuado.

Palabras claves: terpenos; cromatografia gaseosa; control de calidad; cannabis sativa.

Optimized chromatographic methods for the
identification and quantification of terpenes in
Cannabis sativa oil for medicinal use

\RCTRA
ABSTRACT

Introduction: Cannabis sativa is a plant species with numerous active principles, so the list of its
therapeutic uses is expanding. In this regard, there are numerous scientific and clinical investigations of
its derivatives. Among them, terpenes are the major volatile compounds of the oils and their participation
in the medicinal properties of Cannabis is also being studied. Thus, as more countries contemplate the
legalization and authorization of medical cannabis, the number of cannabis extraction and analysis
laboratories is increasing to meet the demand, requiring adequate analytical tools. Methodology: In
response to numerous inquiries from physicians, researchers, and analytical and forensic laboratories, the
PROBIEN’s chromatography laboratory has optimized two methods for the analysis of terpenes in
Cannabis oil by gas chromatography technique (GC-FID). The methods are described using HP-5 and
Innowax columns. The external standard method was used for the quantitative determination of B-
Pinene, Myrcene, p-Cymene, Limonene, Linalool, a-Terpineol, Nerol and Geraniol. Results: good peak
separation and reproducibility were observed, appropriate for the identification and quantification of the
main terpenes in Cannabis extracts. The area/concentration ratio was linear in the range of 0.0005 to 2.0
mg/ml. Main conclusion: The described methods allow the identification and quantification of the major
terpenes in Cannabis oil for an adequate quality control.

Keywords: terpenes; gas chromatography; quality control; cannabis sativa.
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La especie Cannabis sativa L. pertenece a la familia
de plantas Cannabaceae, incluyendo al menos tres
subespecies: Sativa, Indica y Ruderalis. El cannabis
es una de las plantas medicinales mas antiguas del
mundo pero, por su asociacién con Marihuana
(como se conoce comunmente a las variedades de
delta-9-

efecto

contenido de
tetrahidrocannabinol o THC, con
psicotrépico y de uso ilegal en muchos paises), la
investigacion cientifica y clinica se ha profundizado

Cannabis con alto

recién después de su legalizacion como planta para
usos medicinales. Estas investigaciones han puesto
de manifiesto que el Cannabis y sus derivados
tienen actividades bioldgicas con potenciales
aplicaciones terapéuticas para tratar la epilepsia, la
ansiedad, la depresién, los tumores, el cancer, la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson, entre muchas otras?3. En coherencia
con toda esta evidencia, cada vez son mas las
jurisdicciones de todo el mundo que legalizan el
acceso de los pacientes al Cannabis con fines
medicinales. Esta tendencia comenzd con la
legalizacion del consumo de Cannabis medicinal
por votacion popular en California en 1996, y con
una decision judicial en Canada en 2000, que decia
que las leyes que negaban a los pacientes el acceso
al Cannabis para uso médico violaban sus derechos
humanos. En diciembre de 2020, la Comision de
Estupefacientes de las Naciones Unidas (CND),
6rgano encargado de la politica de drogas de la
ONU, volvio a clasificar el Cannabis y la resina de
Cannabis en una lista internacional que reconoce
su valor médico®®. Bajo este nuevo marco legal, las
investigaciones cientificas y clinicas estdn
aportando gran cantidad de datos que convalidan
su uso etnomedicinal, asi como evidencias de
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Meétodos cromatogrdficos otimizado para a
identificacdo e quantificacdo de terpenos em
Oleo de Cannabis sativa para uso médico
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Introdugdo: A Cannabis sativa é uma planta com um grande nimero de principios ativos, por isso a lista
de seus usos terapéuticos esta se expandindo. A este respeito, existem numerosas investigacGes

cientificas e clinicas de seus derivados. Entre eles, os terpenos sdo os principais compostos volateis dos

dleos e seu envolvimento nas propriedades medicinais da Cannabis também estd sendo estudado. Assim,

a medida que mais paises contemplam a legalizagdo e autorizagdo da cannabis medicinal, o nimero de
laboratdrios de extracdo e teste de cannabis estd aumentando para atender a demanda, exigindo

ferramentas analiticas apropriadas. Metodologia: Em resposta a numerosas consultas de médicos,

pesquisadores e laboratdrios analiticos e especializados, o laboratério de cromatografia PROBIEN

otimizou dois métodos para a andlise de terpenos em 6leo de Cannabis pela técnica de cromatografia de

gds (GC-FID). Os métodos sdo descritos usando as colunas HP-5 e Innowax. O método padrdo externo foi
utilizado para a determinagdo quantitativa de B-Pinene, Myrcene, p-Cymene, Limonene, Linalool, a-

Terpineol, Nerol e Geraniol. Resultados: Foram observados bons picos de separagdo e reprodutibilidade,

adequados para a identificagdo e quantificagdo dos principais terpenos em extratos de cannabis. A relagdo

area/concentragao foi linear na faixa de 0,0005 a 2,0 mg/ml. Conclusdo principal: Os métodos descritos

permitem a identificagdo e quantificagdo dos principais terpenos no 6leo de Cannabis para um controle

de qualidade certo.

Palavras-chave: terpenos; cromatografia de gas; calidad; controle de qualidade.

nuevas bioactividades. Pero también surgen
evidencias de interacciones con otros farmacos y
de sus efectos secundarios. Esto pone en relieve, la
importancia de profundizar los estudios de las
propiedades de la planta y de sus derivados. Es por
esto que, tras ensayos clinicos exhaustivos vy
evaluaciones su seguridad, eficacia y efectos
adversos, recién en 2010 se aprobd el primer
farmaco con THC (delta-9-tetrahidrocannabinol) y
CBD (cannabidiol) obtenidos de la planta de
Cannabis por un laboratorio britdnico. En 2018 fue
(Food and

un farmaco con CBD

aprobado por la FDA
USA)
altamente purificado para el tratamiento de

Drug
Administration,

trastornos convulsivos raros como los Sindromes
de Lennox-Gastautde y de Dravet®,

Argentina dictd la Ley N° 27350 (aprobada en 2017
y reglamentada en 2020) para permitir la
“Investigacion médica y cientifica del uso medicinal
de la planta de Cannabis y sus derivados”: Esta Ley
cred el “Programa nacional para el estudio y la
investigacion del uso medicinal de la planta de
Cannabis, sus derivados y tratamientos no
convencionales” y el “Registro del Programa de
Cannabis (REPROCANN)”®, para que los y las
pacientes con indicacion médica para el uso de
derivados de la planta de Cannabis accedan, a
través del cultivo controlado, a la planta de
Cannabis y sus derivados. Asi, la Ley 273501, varias
Resoluciones y Disposiciones y la reciente Ley
27669® (atn no reglamentada), no solo impulsaron
la investigacion basica y clinica de la genética,
botanica, metaboldmica, bioactividades vy
toxicologia de Cannabis sativa, sino también el
autocultivo de plantas de Cannabis para la
obtencion de sus derivados por parte de quienes
inscriptos en REPROCANN.
Lamentablemente, el incremento en el nimero de

estuvieran

autocultivadores trae aparejado el uso de extractos

de Cannabis extraidos por ellos mismos (no
siempre capacitados) y sin controles de calidad,
excepto que acudan a un laboratorio habilitado,
como el del PROBIEN para su analisis. Esto se asocia
a otra problematica que repercute fuertemente en
términos de salud publica. Porque, aunque exista
una patologia para la cual, de acuerdo a la
evidencia cientifica y clinica, el médico indique un
tratamiento con un determinado contenido de
THC/CBD, sin un analisis adecuado, el paciente no
tiene la certeza de haber obtenido un aceite con la
dosis que le fue indicada por su médico. Incluso, ha
sido constatado en nuestro laboratorio y en otros
del pais, que algunos derivados de Cannabis
(generalmente aceites obtenidos por terceros) no
muestran cantidades detectables de CBD®). Debido
a que el REPROCANN solo habilita el uso, no hace
controles ni seguimientos, los efectos terapéuticos
buscados, no siempre son encontrados porque la
prescripcién médica solo indica las cantidades de
THCy CBD, sin tener en cuenta otros componentes
del aceite, que podrian modificar los efectos
terapéuticos o interferir con otros farmacos. El
problema se magnifica cuando no media una
indicacion y vigilancia médica (automedicacion) en
el uso de estos aceites de Cannabis. Este hecho se
pone de manifiesto en los resultados de una
encuesta publicada en agosto de 2022, con mas de
64000 participantes, el 17,2% de los encuestados
responde que utiliza Cannabis con fines
medicinales!’?). Entre esta poblacién, el 25,2% de
los/as usuarios/as reportan que acceden al
Cannabis a través del cultivo por cuenta propia, el
resto lo adquiere de terceros. A pesar de que la
salud es el motivo que principalmente orienta el
solo el 18,1% de estos/as
usuarios/as reciben acompafiamiento médico en su
tratamiento con Cannabis. Por otro lado, esta

uso medicinal,

encuesta no indaga respecto del conocimiento, o la
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necesidad de saber la composicion del extracto
canndbico que estos consumidores utilizan. La
importancia de este conocimiento radica en el
hecho de que, aunque los efectos terapéuticos y la
seguridad del CBD como droga pura han sido
aceptadas para el tratamiento de algunas formas
raras de epilepsia, el Cannabis contiene mas de 500
compuestos, tales como cannabinoides, terpenos y
flavonoides™ y atn no hay suficientes evidencias
cientificas y clinicas que muestren la eficacia
farmacolégica de los mismos por separado o en
combinacion y es escasa la informacion sobre
interacciones farmacoldgicas y el riesgo de efectos
adversos que pueden limitar su uso en
determinadas poblaciones de pacientes(1213),

Ademas, por tratarse de una planta, la proporcién
de los metabolitos bioactivos en los extractos
puede modificarse por numerosas variables. Entre
ellas, genética de la planta, variedad adaptada a un
ambiente, uso de plaguicidas, método de secado (y
otras postcosechas), método de
(incluyendo calidad de los solventes y capacidades
personal),
dilucion, estado de conservacion, etc. Esto lleva a la

extraccién

instrumentales y del solvente de
posibilidad de numerosos “extractos de Cannabis”
que tendrian diferentes efectos terapéuticos,
diferentes interacciones con otros farmacos y
diferentes perfiles de efectos secundarios!**1®. Por
ejemplo, aunque no hay evidencias claras al
respecto, algunos estudios sugieren que los
compuestos no-cannabinoides como los terpenos
propiedades
antiinflamatorias,

del Cannabis, ademas de sus

aromadticas,  antioxidantes,
antidepresivas, analgésicas'”), podrian modular la
eficacia terapéutica de los cannabinoides.

En conclusion, las bases cientificas y estudios
las propiedades

Cannabis han sido largamente demoradas por la

clinicos de medicinales del
prohibicién de su uso. Desde su legalizacion
reciente, numerosas evidencias sugieren que el
Cannabis y sus derivados puros o en combinacion
podrian tener numerosas aplicaciones
terapéuticas. Aunque la Ley argentina y de otros
paises permite el autocultivo para la obtencién de
plantas y derivados del Cannabis bajo prescripcién
médica, son numerosos los casos de
automedicacién y usos de aceites de Cannabis de
composicion  desconocida. Para lograr un
verdadero avance en el conocimiento de las
medicinales del

propiedades Cannabis, se

requieren ensayos clinicos exhaustivos vy
evaluaciones de su seguridad, eficacia y efectos
adversos. Como pieza fundamental de estos
ensayos y para proteger la salud de sus usuarios, es
menester estandarizar los procesos de cultivo, de
extraccion y contar con métodos analiticos
rigurosos que determinen los constituyentes del
derivado cannabico que se esté ensayando o
consumiendo, siempre bajo un estricto control
médico. En este sentido, numerosas evidencias
sugieren que el conocimiento del perfil de terpenos
es fundamental en la perspectiva de una terapia
determinada, para realizar estudios que permitan
evaluar objetivamente los beneficios del
tratamiento, asi como el impacto en la calidad de

vida(1e),

En el Laboratorio de Cromatografia del PROBIEN
(Instituto de Investigacion y Desarrollo en
Ingenieria de Procesos, Biotecnologia y Energias
Alternativas, CONICET-Universidad Nacional del
Comahue) funciona un Servicio Técnico de Alto
(STAN ST4856 “Analisis cuantitativo de
cannabinoides y terpenos en aceites; tinturas y

Nivel

extractos de Cannabis”) que ha adquirido una gran
experiencia en el tema, en los Ultimos afios. Con
base en esa experiencia y a partir del
requerimiento de otros laboratorios de control de
calidad de extractos de Cannabis, asi como de
laboratorios que pretenden brindar este servicio,
se detectd la necesidad de contar con un método
para el andlisis de terpenos. El objetivo de este
trabajo es detallar dos métodos optimizados para
la identificacion y cuantificacion de terpenos del
Cannabis por cromatografia gaseosa, para hacerlos

disponibles a otros laboratorios analiticos.

Las muestras de aceite de Cannabis analizadas
durante la optimizacion de estos métodos fueron
obtenidas por donaciones de asociaciones de
cannabicultores.

Identificacién y cuantificacion de terpenos por GC-FID:

En este estudio se utilizé un Cromatégrafo de gases
con detector de ionizacién de llama Agilent (GC-FID
7890B), usando las columnas HP-5 e Innowax para
la optimizacién del método analitico para la
identificacion y cuantificacion de terpenos
presentes en aceites de Cannabis. Se ensayaron
numerosas condiciones, de acuerdo a lo descrito en
la bibliografia existente para elaborar dos métodos
analiticos apropiados para las caracteristicas de las
columnas utilizadas!’®?), Para seleccionar estos
métodos, también se consideraron los tiempos de
retencion de estandares disponibles
comercialmente, tiempo que demanda el analisis
completo de la muestra, resolucidn de los picos del
cromatograma, linealidad de las curvas de
calibracién y reproducibilidad. Se empled el
método del estandar externo para la
determinacién cuantitativa. Para las curvas de
calibracién, se prepararon soluciones de los
estdndares empleando metanol grado HPLC como
diluyente, en un rango de 0,0005 a 2,0 mg/ml. Este
rango fue seleccionado teniendo en cuenta la
sensibilidad del equipo (limite de deteccién y
lecturas por debajo de la saturacidn del detector),
la concentracién de los terpenos en las muestras de
aceites de Cannabis que fueron analizadas para
optimizar los métodos de analisis en nuestro
laboratorio y las concentraciones reportadas en la
bibliografia'®1®. En este sentido, las muestras de
aceites fueron diluidas 20 veces para quedar
comprendidas en este rango de concentraciones.
Todas las muestras fueron filtradas con filtros de
jeringa con membrana de nylon (25 mm de
didmetro; 0,2 pum de poro), para su inmediato
analisis cromatografico. De acuerdo a la bibliografia
y la experiencia en nuestro Laboratorio, por su
abundancia en aceites de Cannabis y su relevancia
farmacoldgica, se seleccionaron los siguientes
terpenos como estandares: B-Pineno, Myrceno, p-

ARTICULOS ORIGINALES

Cymeno, Limoneno, Linalool, a-Terpineol, Nerol y

Geraniol®2%), Los mismos se identificaron vy
cuantificaron con métodos diferentes, mediante la
inyeccion de las soluciones de cada estandar
preparadas para la calibracién y el registro de los
tiempos de retencién. Finalmente, se
seleccionaron los siguientes métodos para el
analisis de terpenos: un método para la columna no
polar llamada HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm,
Agilent) (de aqui en adelante M1) y un método para
la columna polar llamada INNOWAX (30 m x 0,25
mm x 0,50 um, Agilent) (de aqui en adelante M2).
En ambos métodos, se usé nitrégeno como gas de
arrastre (flujos de 1,2 y 1,0 ml.min-1 para M1y M2,
respectivamente). La temperatura de inyeccion fue
de 250 °C. El médulo del detector se configurd a
280 °C, con flujos de 15, 30 y 400 ml.min-1 de
nitrégeno, hidrégeno y aire, respectivamente. La
inyeccidn fue directa, con un volumen de 2 pl. En
M1, la temperatura del horno se configurd en
gradiente, comenzando con 60 °C; aumentando a
razon de 3°C.min-1. El tiempo del analisis
cromatografico para M1 fue de 18 minutos, con 3
minutos de post-analisis cromatografico a 250 °C
para una limpieza térmica. En M2, la temperatura
del horno se configuré en gradiente, comenzando
con 40 °C; aumentando a razén de 1 °C.min-1 hasta
los 56 °C, luego a razén de 5 °C.min-1 hasta los 200
°C, manteniendo 7 minutos, luego a razén de 15
°C.min-1 hasta los 240 °C. El tiempo del anlisis
cromatografico para el M2 fue de 45 minutos, con
3 minutos de post-analisis cromatografico a 245 °C

para una limpieza térmica.

Identificacién y cuantificacion de terpenos por GC-FID:

Los terpenos presentan un amplio rango de
polaridad, permitiendo una mayor versatilidad en
el uso del equipamiento disponible. Se muestran
dos métodos dptimos de identificacion 'y
cuantificacion de los terpenos mayoritarios en
aceite de Cannabis B-Pineno, Myrceno, p-Cymeno,
Limoneno, Linalool, a-Terpineol, Nerol y Geraniol,
para la columna no polar HP-5 (M1) y para la
INNOWAX (M2). A los fines
trabajo (M1 vs. M2), los

estandares de p-Cymeno, Nerol y Geraniol no

columna polar
comparativos del

fueron analizados con el M2 porque como se vera
mas adelante, el M2 no es el método recomendado
para analisis de rutina. En este sentido, por tratarse
de terpenos presentes normalmente a muy bajas
concentraciones en las muestras de aceite de
Cannabis, fueron considerados no relevantes para
la comparacion de las propiedades resolutivas de
Se observé que el tiempo
andlisis de los terpenos

ambos métodos.
requerido para el
seleccionados como representativos del aceite de
Cannabis fue menor para el M1 que para M2 (21y
métodos

48 minutos, respectivamente). Los

descritos aqui, fueron seleccionados porque
permitieron una buena separacion de picos (Figura
1), buena reproducibilidad (error estandar <2,5%),
con diferencias en los tiempos de retencion
apropiadas para la identificacion y cuantificacion
de los principales terpenos en extractos de

Cannabis (Tabla 1).
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Figura N° 1. Cromatograma representativo de los resultados obtenidos por CG-FID para una mezcla de estandares aplicando los métodos M1 y M2. Se indican

los picos de los terpenos analizados: 1: B-Pineno; 2: Myrceno; 3: p-Cymeno; 4: Limoneno; 5: Linalool; 6: a-Terpineol; 7: Nerol; 8: Geraniol.

Tabla N° 1: tiempos de retencién de los materiales de referencia

Método B-Pineno Myrceno p-Cymeno Limoneno Linalool a-Terpineol Nerol Geraniol
M1 7,90 8,30 9,40 9,60 12,20 16,00 17,80 18,70
M2 22,06 26,09 NA 27,82 39,84 43,76 NA NA

Los valores se expresan en minutos y corresponden a un promedio de 7 determinaciones. NA: no analizado usando el M2. Todos los resultados presentan errores estandares
menores al 2,5%

Todas las ecuaciones de las curvas de calibracién (casi todos mayores a 0,99; Tabla 2). Estos B-Pineno, Myrceno, p-Cymeno, Limoneno, Linalool,
obtenidas para los estandares de [-Pineno, resultados indican que la relacion a-Terpineol, Nerol y Geraniol.

Myrceno, p-Cymeno, Limoneno, Linalool, a- area/concentracion es lineal para ambos métodos

Terpineol, Nerol y Geraniol arrojan valores de haciéndolos apropiados para determinaciones

coeficientes de determinacién R? superiores a 0,92 cuantitativas en el rango de 0,0005 a 2,0 mg/ml de
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Tabla N° 2: Curvas de calibracion obtenidas con M1y M2 para cada uno de los terpenos analizados

Método

Compuesto M1 M2
B- Pineno A=1779,3* conc + 2,8241 (R2=0,9998) A= 55015* conc - 2,3901 (R2=0,921)
Myrceno A=1230* conc + 1,8802 (R2=0,9999) A=38284* conc +1,7521 (R2=0,991)

p- Cymeno A=1347,2* conc - 2,144 (R2=0,9997) NA
Limoneno A=1197,6* conc + 4,4669 (R2=0,9997) A= 44782* conc + 13,013 (R2=0,997)
Linalool A=1231,9* conc +2,6493 (R2=0,9993) A= 44240* conc + 11,207 (R2=0,998)
a- Terpineol A=1347,6* conc +2,5221 (R2=0,9993) A=55091* conc +1,3099 (R2=0,982)

Nerol A= 1803,4* conc - 2,6464 (R2=0,9995) NA

Geraniol A= 1946,6* conc - 3,3314 (R2=0,9995) NA

Se muestran las ecuaciones de las curvas obtenidas por los dos métodos optimizados para GC. A: area del pico. conc. = concentracién del terpeno (mg/ml). Entre
paréntesis se muestra el valor de R2.

El M1 fue validado con analisis de aceites variedad S.A.D. (Sweet Afgani Delicious). Los identificados y cuantificados en esta muestra,
ingresados al servicio de STAN ST4856. La Figura 2 resultados muestran que el M1 permitid la excepto Nerol, para el que no podemos descartar
muestra un  cromatograma  representativo identificacion y cuantificacion de los terpenos una presencia por debajo del limite de deteccién.
aplicando M1, correspondiente al andlisis de mavyoritarios de esta muestra de aceite (Tabla 3).

terpenos en aceite de Cannabis obtenido de la Todos los terpenos usados como referencia fueron
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Figura N° 2. Cromatograma de una muestra tipica de aceite de Cannabis obtenido de la variedad S.A.D. (Sweet Afgani Delicious), analizada con el M1. La
muestra fue diluida en metanol (1/20) en el laboratorio, para su analisis por GC-FID. Se indican los picos de los terpenos identificados con estandares: 1: B-
Pineno; 2: Myrceno; 3: p-Cymeno; 4: Limoneno; 5: Linalool; 6: a-Terpineol; 7: Nerol (no fue detectado en esta muestra); 8: Geraniol. El inserto, superior

derecho, muestra el detalle de picos minoritarios con una escala de intensidad ampliada
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Tabla N° 3: Concentracion de los terpenos identificados en aceite de Cannabis (mg/ml)

B-Pineno Myrceno

1,351 9,693

p-Cymeno

0,016

Limoneno Linalool

2,222 0,674

a-Terpineol

0,098 ND

Nerol Geraniol

0,005

Los datos corresponden al resultado analitico del aceite de Cannabis mostrado en la Figura 2, usando el M1. Los valores de la tabla corresponden a la concentracion de
terpenos en la muestra original y se expresan en mg/ml. ND: no detectado en la muestra.

El uso medicinal del Cannabis sativa tiene una

historia milenaria. Sin embargo, el uso
farmacolégico de sus principios activos es mas
reciente. Entre los cannabinoides ya aprobados
para uso medicinal, podemos citar el
(THC) vy el

(CBD)®). Cabe aclarar que estos u otros principios

tetrahidrocannabinol cannabidiol
activos obtenidos de Cannabis, o sus analogos
sintéticos, son altamente purificados para formar
parte de un medicamento, aprobado o en vias de
aprobacién y han sido validados por ensayos
clinicos exhaustivos y evaluaciones de seguridad,
eficacia y efectos adversos. Mientras que los
beneficios a la salud o los efectos adversos de los
extractos del Cannabis, entre ellos el aceite, aun
estdn en etapa de evaluacidon cientifica y
clinical®3?®), Esto podria estar relacionado a que el
aceite de Cannabis es una mezcla de fitoquimicos,
muchos de los cuales poseen actividad bioldgica.
Entre los compuestos no cannabinoides, los
terpenos y terpenoides representan el grupo mas
numeroso (unas 200 moléculas diferentes) y son el
90% de los componentes volatiles detectados en
los aceites(?). Aunque la sinergia entre diferentes
cannabinoides y terpenos es un tema que aun se
discute, si hay numerosa evidencia cientifica que
muestra que los terpenos y terpenoides poseen per
se una amplia gama de actividades bioldgicas como
anticancerigenas, antimicrobianas, antiinflamatorias,
antioxidantes y antialérgicas®?3%), De esta
complejidad, desde el punto de vista fitoquimico,
surge la necesidad de una caracterizacidon quimica
exhaustiva de la composicion del aceite de
Cannabis, que incluya no solo la cuantificacién de
CBD y THC, sino también de los principales
terpenos para asegurar la reproducibilidad de un
ensayo cientifico o clinico. Por otro lado, muchas
variables ambientales hacen que el perfil de
terpenos y terpenoides no sea igual en todas las
variedades de Cannabis, por lo que su
caracterizacion podria ser una herramienta Gtil a la
trazabilidad de muestras en investigaciones
forenses.

La cromatografia gaseosa es considerada una
técnica analitica de referencia para la investigacion
de la composicién del aceite de Cannabis, capaz de
caracterizar el quimiotipo de la planta y la calidad
de sus derivados, asi como de controlar la calidad
de los preparados farmacéuticos de Cannabis.

En respuesta a numerosas consultas de médicos,
investigadores, laboratorios de analisis quimico y
abogados relacionados al tema, aqui se muestran
los detalles experimentales de dos métodos

optimizados para la determinacion de terpenos del

Cannabis por la técnica de cromatografia gaseosa.
La aplicaciéon de ambos métodos arroja resultados
con muy buena reproducibilidad, la separacion
entre picos permite una identificacion adecuada y
las curvas de calibracion permiten la cuantificacién
de los terpenos identificados en los aceites. A partir
de los resultados obtenidos, se recomienda el M1
para analisis rutinario, si lo que se busca es una
caracterizacion rapida y confiable de los terpenos
en muestras de aceite de Cannabis, debido a que se
resuelve en menor tiempo (21 vs. 48 min). Esto
también es una ventaja para los equipos con
inyeccion automatica de muestras, ya que los
analisis pueden proseguir en ausencia de personal,
aumentando la eficiencia del laboratorio. Gracias a
la reproducibilidad de este método, hemos
observado que una curva de calibracion obtenida
con los terpenos mostrados en la Figura 1, puede
ser utilizada sin efectos cuantitativamente
significantes para analizar unas 100 muestras con
lavados térmicos de la columna después de cada 10
muestras. Para realizar andlisis de rutina se utilizan
los estandares correspondientes a los terpenos
mayoritarios en las variedades de Cannabis, como
los mostrados en este trabajo. En el mercado
existen estos y otros estandares y también mezclas
de terpenos recomendados para analisis mas
exhaustivos del perfil de terpenos del Cannabis u
otras especies. En cualquier caso, debe tenerse en
cuenta que los proveedores requeriran la
habilitacion del laboratorio que pretende analizar
derivados de cannabis (de la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos vy
Tecnologia Médica, ANMAT, en Argentina) para dar
curso al pedido de estandares. Ya contando con los
estdndares, es importante sefialar que cada
laboratorio debe construir sus curvas de calibracion
y que el tiempo y/o cantidad de analisis confiables
dependera del lavado correcto de la columna para
prevenir su deterioro con el tiempo o con muestras
muy contaminadas; principalmente con metales
pesados. Se recomienda fuertemente inyectar un
estandar, en una concentracion conocida, antes de
iniciar el anadlisis de un lote de aceites, para
descartar deterioro o verificar la correcta
capacidad analitica de la columna. EI M1 ha sido
ensayado en numerosas muestras y pudieron
determinarse los perfiles de terpenos de diferentes
variedades de Cannabis, como asi también efectos
de las condiciones de cultivo y de los métodos de
extraccion utilizados. Es decir, que cada muestra
proporciond un cromatograma diferente
caracteristico y este método ha demostrado ser
eficiente para identificar y cuantificar terpenos en
muestras de aceites de Cannabis de diferentes
productores. Con hemos

respecto a esto,

observado que el método de extraccién es

fundamental a la hora de retener los terpenos en el

extracto. Pudimos apreciar que las muestras
provenientes de extracciones

evaporacion  con

alcohdlicas y

calor tienden a tener
concentraciones de terpenos mucho menores que
las maceraciones o resinas obtenidas por prensado.
También observamos que las muestras de
hidrolatos de cannabis no son factibles de ser
analizadas mediante inyeccidn directa ya que el
agua presenta un volumen de expansion mayor al
resto de los solventes. Para estas muestras
recomendamos la adsorcién de los terpenos en una
fibra, por microextraccion en fase sélida (SPME),
seguida de desorcidn en el puerto de inyeccion en
modo splitless (SPME-GC-FID). Por otro lado, el M2,
aunque demanda mds tiempo, podria aplicarse en
el analisis de muestras diluidas, que no pudieron
cuantificarse por M1. Principalmente porque

proporciona una mayor relacién
area/concentracion (ver ecuaciones en Tabla 2).

Ademas, hemos observado que los cannabinoides
como CBD, THC, CBN son detectables por los
métodos M1 y M2. Sin embargo, el método de
extraccion de aceite no es eficiente para estos
cannabinoides y su concentracién es baja. Asi,
debido a que estos metabolitos aparecen en los
ultimos minutos del analisis y sus picos tienen dreas
pequefias usando las columnas HP-5 e INNOWAX
(no se muestran en la Figura 2; solo picos hasta 20
M1 y hasta 45 min en M2,

respectivamente), no se recomienda usar este

min en
método para una caracterizacion de
cannabinoides. Los andlisis cuali/cuantitativos de
las formas 4acidas y neutras de los cannabinoides
laboratorio,

son efectuados en nuestro

preferentemente por HPLC-PDA.

Considerando que las investigaciones del uso
médico de la planta de Cannabis y de sus derivados
estdn en pleno desarrollo y que el aceite de
Cannabis es una mezcla mucho mas compleja que
%THC, %CBD, los andlisis de sus compuestos
volatiles mayoritarios terpenos, son de vital
importancia para lograr un verdadero avance en
estas investigaciones. A partir de la experiencia de
nuestro laboratorio, en parte mostrada en este
trabajo, ofrecemos dos métodos para lograr estos
analisis. Concluimos que el M1 resulta ser eficiente
para andlisis de rutina de aceites de Cannabis
porque demanda poco tiempo, tiene buena
capacidad analitica y es muy reproducible. Este
trabajo, ademas de otorgar una herramienta de
analisis fundamental para el control de calidad de
aceites medicinales de Cannabis, también brinda

| “

un método para determinar el perfil “aromético”

de las variedades de Cannabis contribuyendo a su
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trazabilidad en investigaciones cientificas, ensayos
clinicos o pericias legales. Ademas, permitiria
valorizar posibles pérdidas que se generen durante
la preparacion o almacenamiento de los mismos,
haciendo andlisis en diferentes etapas o a
diferentes tiempos de guardado. Asi mismos, se
espera que también sea aplicable a otros aceites
los estandares

ricos en terpenos, utilizando

adecuados.
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