Casuistica en la analitica de cannabinoides

Debido al crecimiento incipiente de la industria del cannabis aunado con la progresiva
legalizacion en muchos paises y el creciente interes por las propiedades terapeuticas ya
reconocidas por la ONU desde finales de 2020, cada vez es mas necesario un control analitico

mejorado y de calidad.
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legir un laboratorio de confianza que
E haya desarrollado un método analitico
preciso y exacto es importante, pero no
suficiente. La toma de muestras y la represen-
tatividad también juegan un papel relevante
en la analiticay en la calidad de los resultados.
A continuacién, se abordardn los factores
mas probleméticos que afectan hoy en dia al
analisis de cannabinoides:

Toma de muestras

La principal razén de realizar un muestreo es
efectuar un andlisis exacto y Util. No se puede
obviar que las plantas de cannabis son quimi-
camente complejas y que existe una variabili-
dad natural entre ellas, lo que hace necesario
que la toma de muestras sea representativa.
Dado que los métodos cromatograficos requie-
ren proporciones y alicuotas muy pequefias es
de vital importancia que la muestra represente
eltotal de la masa a analizar.

El problema fundamental al que se enfrenta
el sector es la inexistencia de un protocolo es-
tdndar para toma de muestras de cannabis lo
que hace que el error de muestreo pueda llegar
a ser muy elevado. A menudo, los protocolos
tienen en cuenta la superficie cultivada en lu-
gar del nimero de plantas o indican una canti-
dad especifica de muestra sin tener en cuenta
el tamafio del cultivo. Ademés, no se sigue un
patrén comun para la toma de muestras.

Ademds, diversas investigaciones han de-
mostrado la variabilidad que existe en el conte-
nido de cannabinoides en las distintas plantas
de un mismo cultivo, incluso a distintas alturas
en una misma planta, siendo aquellas de la
parte superior, las que cuentan normalmente
con mayor contenido.
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Si solo se recolectasen las partes superiores
de la planta, la muestra estaria sesgada por un
contenido més elevado de cannabinoides lo
cual, en ocasiones, podria perjudicar al agricul-
tor si se habla de cannabinoides que pueden
superar los limites legislados

A pesar de que siempre existe la posibilidad
que la muestra que se decida analizar no dé
el mismo resultado que si se analizase todo el
cultivo, la forma de minimizar el error de mues-
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treo es maximizar el tamafio del subconjunto
de la poblacion. Para ellos, se debe buscar un
equilibrio entre minimizar este error sin llegar a
obtener una cantidad excesiva de muestra que
se pueda gestionar en un laboratorio.

Diferencia entre técnicas
cromatograficas
Otro de los grandes problemas que enfrenta
la analitica de cannabinoides es la falta de un
método estandarizado para cannabinoides
que evite la variabilidad entre los resultados
para una misma muestra. Existen diferentes
metodologfas para cuantificar los porcentajes
totales de las muestras y esto puede generar
confusion a la hora de comparar resultados.
Varias técnicas cromatograficas han sido
ampliamente utilizadas para la identifica-

cién y determinacién de cannabinoides,
entre las mas comunes se encuentran la cro-
matografia de gases (CG-FID) y la cromato-
graffa liquida de alta resolucién (HPLC-DAD).
Ambas técnicas, ofrecen resultados sensi-
bles, selectivos y precisos, pero cuantifican
cannabinoides de forma muy diferente.

La inestabilidad térmica que presentan
los cannabinoides hacen que las altas tem-
peraturas necesarias para un analisis de CG,
transformen las formas acidas de las molé-
culas de interés, produciéndose el proceso
de descarboxilacion de las mismas transfor-
mandolas en sus respectivas formas neutras,
cuantificandose la suma de las mismas pro-
porcionando el contenido de THC total.

Algunos cientificos consideran que esta
técnica no sea tan exacta dado que los resul-
tados podrian estar infraestimados debido a
una descarboxilacién incompleta, se produje-
ra la evaporacién parcial de algin compuesto
0 se creasen formas degradadas que no exis-
ten de forma natural en la muestra.

Estos inconvenientes se pueden evitar rea-
lizando tratamientos previos al analisis como
es la derivatizacion de las muestras, lo que
implica una dificultad extra en la metodologia
y un aumento en su coste, que hace que la
técnica HPLC sea una buena alternativa para
el andlisis de cannabinoides.

Actualmente el HPLC se puede considerar
como la técnica més potente en el anélisis de
cannabinoides para el analisis de material ve-
getal, validada por la AOAC también para acei-
tes y extractos. Esta técnica no aplica calor e
identifica y cuantifica por separado las formas
acidas y las neutras, y los resultados aporta-
dos representan el valor real de la muestra
en el momento del andlisis. Finalmente, esta
técnica aporta més informacién sobre el perfil
en cannabinoides, pudiendo obtener ademas
mediante un calculo sencillo el porcentaje
total o potencial total estimado de canna-
binoides, referido al porcentaje maximo de
molécula neutra al que llegaria mi planta si se
produjese una descarboxilacion perfecta.
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Para realizar el célculo hay que tener en
cuenta el factor de conversién que se obtiene,
conociendo que en el proceso de descarboxi-
lacion se produce la pérdida de una molécu-
la de diéxido de carbono (CO,). El contenido
total para los 3 cannabinoides principales se
obtienen de las siguientes férmulas:

%THC total= (%¥THCA) x 0.877 + (%XTHC)
%CBD total= (%CBDA) x 0.877 + (%CBD)
%CBG total= (%CBGA) x 0.878 + (%CBG)

Es importante conocer las caracteristicas
de ambas técnicasy la forma de expresar los
cannabinoides porque puede resultar confu-
so a la hora de interpretar resultados.

El contenido de THC total de una muestra,
en el caso de HPLC, viene determinado por la
suma de la forma neutra y la estimacion de la
descarboxilacion de su forma acida, mientras
que en la CG se proporciona el total directa-
mente en ocasiones nombrandolo como THC
lo que lleva a confusion. Aun asi, la diferencias
entrelosvalorestotales de ambas técnicas para
una misma muestra pueden ser significativos.

Definiciones legales confusas
Existe un dilema constante al tratar de culti-
var legalmente un cultivo a menudo rodeado
de incertidumbre y confusién legal. Por una
parte, se considera que el limite de THC esta-
blecido en la UE para las variedades catalo-
gadas de cafiamo industrial es de un 0.2% de
THC (préximamente un 0.3%). Sin embargo,
esta definicion legal puede resultar confusa si
no se especifica que ese valor deberfa corres-
ponder al THC total. Es de suma importancia,
en los andlisis por HPLC tener en cuenta las
formas acidas de las muestras, que aparte de
ser las mayoritarias en muestras vegetales, son
los precursores que evolucionan a moléculas
neutras y son las que determinan el potencial
total de la planta. Si solo tuviésemos en cuenta
la forma neutra, en este caso el valor de THC,
podria resultar confuso, puesto que la misma
muestra podria ser legal y no legal al mismo
tiempo si la analizasemos por HPLC o CG, o
incluso, dejar de ser legal en un futuro proximo.
Por otra parte, ademés del limite legal para el
THC establecido para cafiamo industrial, existe
la clasificacion tipo fibra o tipo droga de canna-
bis de la UNODC que se emplea para diferen-
ciarambos tipos mediante la relacion entre los
principales cannabinoides, el THC, el CBN y el
CBD. El CBN se tiene en cuenta en este calculo
por ser una de las degradaciones que puede
formar el THC una vez que se ha cortado y se-
cado la planta.

Se precisa por parte
de los cientificos
de la industria
que aboguen por
soluciones para toda
esta problematicay
gracias a todo ello
impulsar y potenciar
el sector

Para clasificar las variedades se establece la
relacion entre las dreas de los picos cromato-
graficos obtenidos de la siguiente forma:

[THC+CBNI/CBD es <1 se considera tipo fibra
[THC+CBNI/CBD es >1 se considera tipo droga

Este calculo, genera confusion al encontrar
variedades de cafiamo industrial que supe-
ran el limite legal establecido para THC vy al
mismo tiempo se consideran tipo fibra se-
gln esta clasificacion.

Diferencias interlaboratorios
La dispersion de los resultados que existe al
analizar las mismas muestras en diferentes
laboratorios hace que sea muy complejo
realizar analisis comparativos de las mismas.
Este hecho, unido a la escasez de materiales
de referencias y de ejercicios intercompa-
rativos para cannabis hace que lejos de es-
tandarizar una metodologia, la variabilidad
interlaboratorio sea significativa, incluso uti-
lizando las mismas técnicas analiticas.

El principal problema analitico, radica ge-
neralmente, en la preparacion de las mues-
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tras (secado,molienda y tamizado) y en las

técnicas extractivas de los compuestos de

interés (disolvente, tiempo de extraccion,
temperatura, centrifugacion).

Una vez mas, la falta de una técnica es-
tandarizada resulta una problemética a la
hora de darle veracidad y credibilidad a los
laboratorios de andlisis ya que una misma
muestra analizada en distintos laborato-
rios aporten resultados con diferencias
significativas.

En definitiva, hay que debatir numerosos
problemas en torno a la analitica de can-
nabinoides, para lograr una armonizacion
de los criterios para el cultivo en toda la UE
abordando los siguientes contenidos:

«  Establecer directrices Unicas para la
tomay conservacion de las muestras.

« Estandarizar la técnica instrumental
para cuantificar cannabinoides,

« Unificar la interpretaciéon clara de los
resultados a la hora de determinar la le-
galidad de un cultivo de cafiamo.

Ademads, se precisa por parte de los cien-
tificos de la industria que aboguen por
soluciones para toda esta problematica y
gracias a todo ello impulsar y potenciar el
sector. En esta linea, para paliar toda esta
problemaética actual y favorecer la labor del
sector agricola, CTAEX, centro de referencia
analitico, investiga nuevas metodologias
rapidas, aunque no tan precisas para la
monitorizacion de los cannabinoides, idea-
les para las fases intermedias del cultivo y
combinada con otras mas precisas como la
cromatografia (HPLC) ideal para el control
de calidad de lotes y/o producto final @
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