« DE ANTIOQUIA

Evaluacion de la extraccion de cannabinoides mediante un equipo nacional con COz
supercritico: Estudio Integral para la Mejora del Rendimiento y la Calidad de los Extractos

de Cannabis

Jessica VVanessa Pardo Sarmiento

Informe de practica presentado para optar al titulo de Ingeniera Quimica

Practica Empresarial

Asesores
Nora Eugenia Restrepo Sanchez, Doctor en Ciencias-Quimica
Asesora interna
Carlos Pelaez Jaramillo, Doctor en Quimica
Coasesor interno
James Alberto Marin Gomez, Magister en Ingenieria
Asesor Externo

Universidad de Antioquia
Facultad de Ingenieria
Ingenieria Quimica
Medellin, Antioquia, Colombia
2024






Cita Pardo Sarmiento [1]

[1] Pardo Sarmiento, “Evaluacion de la extraccién de cannabinoides mediante un equipo

Referencia nacional con CO; supercritico: Estudio Integral para la Mejora del Rendimiento y la
. Calidad de los Extractos de Cannabis”, Trabajo de grado profesional, Ingenieria
Estilo IEEE (2020) Quimica, Universidad de Antioquia, Medellin, Antioquia, Colombia, 2024.

OL5alSs )OO
[\—"_BY _NC_SA ]

« UNIVERSIDAD
. DE ANTIOQUIA Sistema
de Bibliotecas

Vicerrectoria de Docencia

Repositorio Institucional: http://bibliotecadigital.udea.edu.co

Universidad de Antioquia - www.udea.edu.co

El contenido de esta obra corresponde al derecho de expresion de los autores y no compromete el pensamiento
institucional de la Universidad de Antioquia ni desata su responsabilidad frente a terceros. Los autores asumen la
responsabilidad por los derechos de autor y conexos.


http://www.udea.edu.co/

Agradecimientos

Agradezco a todas las personas que hicieron parte de mi formacién personal y profesional,
a mis padres Patricia Sarmiento y Carlos Alberto Pardo por su amor incondicional, su apoyo
constante y sus sacrificios. A mis hermanos por su comprension y motivacion en los momentos
dificiles, gracias por ser una fuente constante de inspiracion y alegria. A mis amigos por su amistad,
consejos y momentos compartidos que hicieron de la universidad una experiencia completa en
todos los sentidos, especialmente a Daniel Dominguez por ensefiarme curiosidades sobre las
plantas que afos después llegaron a ser material clave para el desarrollo de este trabajo. Expreso
mi gratitud a la empresa Equipos Ingenieria y Analisis (EIA Instruments) por brindarme la
oportunidad y los recursos necesarios para desarrollar esta investigacion y al Grupo
Interdisciplinario de Estudios Moleculares GIEM de la universidad de Antioquia por proporcionar

el espacio y los equipos imprescindibles para llevar a cabo todos los experimentos.



TABLA DE CONTENIDO

CONTENIDO

RESUMEN ...ttt b et e b et e s b e e e e re e n e e nneeenns 13
ABSTRA CT ettt R e E e e R e e e nnee s 14
L INTRODUCCION ..ottt st en st s st s s s st anse s 15
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ... 18
HE JUSTIFICACION . ......cvee ettt sttt 23
IV OBUIETIVOS .ttt bbbt ab e e bt st e e bt e e st e e beeenbeenbeeanbeenbee s 25
AL ODJELIVO GBNEIAL ...ttt 25
B. ObjJetiVOS ESPECITICOS ... cueitiieiiiiiie ettt 25
V. MARCO TEORICO ....ooiiriimiieeseseeseesessassesssessssssssssssass sttt ssesssssssssesssessanens 26
CANNADIS ... bbbt b bbb bbbt e e 26
FIEOCANNADINOIAES. ...ttt bbbt 27
Sistema endocannabINOITE ..........ooiiiiiiie e 29
Descarboxilacion acida de cannabinOides ..o 30
(08 (a1 T o1 o [To] I (0151 ) ISR TRPOSPRRSRN 31
EXtraccion de CannabiNOideS ..o 32
EXEracCion CON SOIVENTES  ....c.oiiiiiiii e 33
Extraccidon asistida por ultrasonido (UAE) ........c.oovoiiieiece et 33
Extraccidn asistida por microondas MAE ..o 34
Extraccion en ACEIte d& OlIVA ........cccviiiiiiiiii e 35
Extraccion con FIUIAOS 10NICOS  ...o.ooiiiiiiiie e 35
CrOMALOGIATTA .. ettt bbbttt et bbbt bttt e e 36
EXEFACCION COM AQUA . ...eveireeteiteite sttt sttt b e bbbt e et b et b e be e 36

EXEracCion POr PreNSAA0  ...oovoiiiiiiiiiicei ettt 37



EXIrACCION SOXNIBL ... ettt e e e e 38

Extraccion con fluidos SUPErCritiCOS (SFE).......cuiviiiiiiiiierieie et 39
VI METODOLOGIA ...ttt 48
PreparaCion Materia PrIMA .......oooi ettt b et b et b e bbb e e en s 48
EVAIUACTON SOXNIEL. ...ttt 48
EXtraccion con CO2 SUPEICITTICO ...vvviiuierierieiesie sttt sttt sttt 49
Determinacion de 10S FitocannabiNOIdES .............ooviiiiriiieiie e 51
Cromatografia de capa fina (TLC) ......coieiiiie e 51
Cuantificacion de cannabiNOIdES ..........ccciruiiiiiriiieiises s 52
VI RESULTADOS ...tttk et be e e et e e e ne e nnneenneesnne s 54
Propiedades termodinAmiCas Al CO2....cuuiiiiiiiiiiiieieee e 54
Cromatografia de capa fiNa (TLC) .....ooiiiiieieirie e 57
% Rendimiento de 10S EXITACTOS .......ccuviiiieiieitere e 62
Cuantificacion de cannabinoides Cromatografia de gases........cccovverernireieieni e, 64
CONSUMO 08 CO2. ittt bbb bbbt bbbt et bbbttt nns 68
VL DISCUSION ..ottt 73
Termodindmica de 10S EXPEIIMENTOS. ......c.eiuiiiiierieeee ettt ene e 73
Limitaciones OPEraCIONAIES ..........cuiieiiiieieite et bbbt 73
Placas de cromatografia TLC .........coviiiiiicc et 74
Efectos desCarDOXIIACION ..........coviiiiii i 75
Comparacidn cualitativa extracto SOXhlet Y SFE..........ccoooiiiiiicecee e 77
Comparacion cuantitativa rendimiento ...........cccccveviiiiiiicie e 77
Perfil de CannabINOIUES ............ooiiiiiii e 79
Comparacién de cannabinoides diferentes MEt0dosS .........ccccvevveiiiiciicic e 80

CONSUMO A8 CO0 e 81



Ventajas y desventajas de cada método de eXtraCCion. ..........cceeeeieevieiiieieesie e 82
IX. CONCLUSIONES ...ttt e e e e et e e e s st e e e s et re e e e s eabaeeessnraeeeans 84
X. RECOMENDACIONES ...ttt et e e st e e e s st e e e e e sab e e e e s saraeeeans 86

REFERENCIAS ... bbb n e n e 87



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades termofisicas del CO2 [91] 40
Tabla 2. Condiciones de los factores del disefio de experimentos 48
Tabla 3. Condiciones de operacidn de las ejecuciones del disefio de experimentos. 48
Tabla 4. Optimizacion de los experimentos y sus condiciones. 49
Tabla 5. Propiedades termofisicas del CO: 52
Tabla 6. Caracterizacion materia prima. 54

Tabla 7. Resultados de rendimiento de cada experimento y sus respectivas condiciones de

extraccion. 60
Tabla 8. Perfil de cannabinoides obtenidos en cromatografia de gases 61
Tabla 9. Cantidad de THC y CBD presentes en cada experimento. 62
Tabla 10. Porcentajes de recuperacion y porcentaje de cannabinoides en el extracto. 63

Tabla 11. Porcentaje de cada cannabinoide respecto a los cannabinoides totales presentes en el

extracto. 65
Tabla 12. Consumo de CO: en cada experimento de SFE. 66
Tabla 13. Resultados analisis estadisticos de los experimentos 67
Tabla 14. Andlisis de varianza del analisis estadistico. 67
Tabla 15. Resultados del modelo y datos experimentales 69

Tabla 16. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion Soxhlet y SFE 79



LISTA DE FIGURAS

llustracion 1. Tricomas cistoliticos (Ng), glandulares (Gt-1) y bulbosos (Gt-2) del cannabis sativa

sp. Tomado de [50] 24
llustracion 2. Descripcion grafica de la biosintesis de cannabinoides y rutas putativas. Tomado de
[49]. 25
llustracion 3. Distribucion fitocannabinoides en tricomas glandulares. Tomado de [44] 26
llustracion 4. Reaccion de descarboxilacion del CBD 27
llustracion 5. Reaccion de descarboxilacion del THC 27
llustracion 6. Formacion de quinonas a partir del CBD [62]. 29
Ilustracion 7. Fendmeno de cavitacion [11] 31
llustracion 8. Diagrama de extraccion Soxhlet [85]. 36

llustracion 9. Propiedades fisicas tipicas de los fluidos gaseosos, liquidos y supercriticos [88]. 38
llustracion 10. (a) Diagrama de fases de presion y temperatura de dioxido de carbono y (b)
Diagrama de fases de presion y densidad del dioxido de carbono [90]. 38
llustracion 11. Esquema de una planta piloto de extraccion de fluidos supercriticos equipada con
dos celdas de fraccionamiento. (1) bomba de CO.:(2) bomba modificadora; (3) celda de
extraccion de muestras sélidas; (4) celda de fraccionamiento 1; (5) celda de fraccionamiento

2; (6) valvula. [88] 40
Tlustracién 12. Solubilidad molar del A°THC (a), CBD (b) y CBN (c) experimental en funcion de
la temperatura y presion [39] 41
llustracion 13. Equipo de extraccién de fluidos supercriticos EIA. 42
llustracion 14. Interfaz de control equipo de fluidos supercriticos EIA. 43
llustracion 15. Sistema de control equipo de fluidos supercriticos EIA. 44
llustracion 16. Proceso molienda material vegetal. 45
Ilustracion 17. Proceso tamizaje material vegetal. 45
Ilustracion 18. Montaje Soxhlet por triplicado. 46
llustracion 19. Cromatdgrafo gaseoso Agilent Technologies 6890N 49

llustracion 20. Diagrama de fases del CO2 con las condiciones del disefio de experimentos 52
llustracion 21. Diagrama de fases del CO., densidad vs presion con las condiciones del disefio de

experimentos. 52



llustracion 22, Diagrama de fases del CO», viscosidad vs presion con las condiciones del disefio

de experimentos

53

llustracion 23. Diagrama de fases del COg, difusividad vs presion con las condiciones del disefio

de experimentos

lustracion 24
lustracion 25

llustracion 26.
llustracion 27.
llustracion 28.
llustracion 29.
lustracion 30.
llustracion 31.
llustracion 32.
llustracion 33.
llustracion 34.
llustracion 35.
llustracion 36.
llustracion 37.
llustracion 38.

lustracion 39.

extraccion.
llustracion 40
lustracion 41

a la totalidad

. Patrén de identificacion cannabinoides de un kit de AlphaCat tomado de [94]
. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B1.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B2.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B3.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 3 CO> supercritico.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 5 CO> supercritico
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 6 CO> supercritico
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 9 CO> supercritico.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 10 CO2 supercritico.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 11 CO2 supercritico.
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 12 CO; supercritico
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 13 CO; supercritico
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 14 CO; supercritico
Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 15 CO; supercritico

Diagrama de barras de los porcentajes de rendimiento de cada experimento.

. Perfil de cannabinoides obtenidos en cada extracto.

53
54
54
55
55
56
56
56
57
57
57
58
58
58
59
60

Porcentaje de recuperacion de THC o CBD respecto a la muestra inicial de cada

63
64

. Comparacion THC y CBD contenidos en el extracto de cada experimento respecto

de THC y CBD.

65

Ilustracion 42. Superficie de respuesta % extraccion respecto al tiempo y temperaturas empleados

67

llustracion 43. Comparacion con cromatografia de capa fina del efecto de la descarboxilacion.

71



IEEE
EIA
SFE
THC
THCA
CBD
CBDA
CBN
CBG
CBGA
CBCA
COOH
CO2
GRAS
MPa
SC
a.C
d.C
DOXP/MEP
GPP
pm
CBx
MAE
UAE
VIH
FID
GC
HPLC

SIGLAS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Institute of Electrical and Electronics Engineers
Equipos Ingenieria y Analisis
Supercritical Fluid Extraction
Tetrahidrocannabinol
Tetrahidrocannabinol acido
Cannabidiol

Cannabidiol acido

Cannabinol

Cannabigerol

Acido cannabigerélico

Acido cannabicroménico

Grupo carboxilo

Dioxido de carbono

Generalmente Reconocido Como Seguro
Mega Pascales

Supercritico

antes de Cristo

después de Cristo

fosfato de desoxixilulosa/metileritritol
difosfato de geranilo

Micrometros

Receptores endocannabinoides
Extraccion Asistida por Microondas
Extraccion Asistida por Ultrasonido
Sida

Detectores de lonizacion de Llama

Cromatografia de gases

"High-Performance Liquid Chromatography" (Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion)



kg/m?3
cP
m?/s
TLC
HMI
MSc
UdeA

kilogramo/metro cubico
CentiPoises

metro cuadrado/ segundos
Cromatografia de capa fina
Human Machine Interface
Magister Scientiae

Universidad de Antioguia



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 13

RESUMEN

Equipos Ingenieria y Andlisis (EIA) desarrollé un equipo de extraccion con fluidos supercriticos
(SFE), para evaluar su desempefio en la extraccion de cannabinoides y su eficiencia frente a
métodos tradicionales como Soxhlet. La metodologia empleada incluy6 la descarboxilacion,
trituracion, tamizado del material vegetal, con un disefio experimental de superficie de respuesta
para la SFE. La extraccion Soxhlet se realizd con etanol al 93% durante 12 horas, mientras que
para SFE se utilizo CO: a diferentes combinaciones de presion (250-350 bar), temperatura (35-55
°C) y tiempo (0,5-2 horas) en tres niveles. Los resultados demostraron que la técnica Soxhlet
permite obtener rendimientos muy superiores en cuanto a la extraccion de cannabinoides, siendo
el rendimiento mas alto de 38,7% con un contenido de THC y CBD en el extracto del 33,3%, en
coherencia con los mayores tiempos de interaccion entre el solvente y material vegetal dado que
se trata de un proceso de extraccion iterativa. En contraste, la SFE con CO: dio lugar a una
selectividad mucho mayor respecto a la extraccion de los metabolitos de interés; el rendimiento
méaximo de 6,3% se obtuvo a 45°C y 250 bar durante 2 horas con un contenido de THC y CBD en
el extracto de 54,2%, mientras que el mayor contenido de cannabinoides con SFE fue de 63,1% de
THC y CBD en el extracto. Las conclusiones destacaron las ventajas del SFE en términos de
selectividad, tiempo de extraccién y capacidad de ajuste fino, aunque se identificaron desafios
operativos y costos iniciales elevados. El analisis cromatografico confirmd la superioridad del SFE
en la especificidad de recuperacion de cannabinoides, consolidando su aplicabilidad en la industria
de extraccion de bioactivos de alto valor.

Palabras clave — Fluido supercritico, extraccion de cannabinoides, cannabis,

rendimiento, Soxhlet, analisis cromatografico, perfil de cannabinoides.
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ABSTRACT

Equipos Ingenieria y Analisis (EIA) teams developed a supercritical fluid extraction (SFE)
equipment evaluate its performance in cannabinoid extraction and its efficiency against traditional
methods like Soxhlet. The methodology used included decarboxylation, crushing, sieving of plant
material, with an experimental design of response surface for SFE. Soxhlet extraction was
performed with 93% ethanol for 12 hours, while SFE used CO at different pressure (250-350 bar),
temperature (35-55 °C) and time combinations (0,5-2 hours) on three levels. The results showed
that the Soxhlet technique allows to obtain much higher yields in terms of cannabinoid extraction,
with the highest yield being 38,7% with a THC and CBD content in the extract of 33,3%, consistent
with the longer interaction times between solvent and plant material since it is an iterative
extraction process. In contrast, SFE with CO resulted in much greater selectivity for the extraction
of metabolites of interest; maximum yield of 6,3% was obtained at 45°C and 250 bar for 2 hours
with a THC and CBD content in the extract of 54,2%, while the highest cannabinoid content with
SFE was 63,1% of THC and CBD in the extract. The chromatographic analysis confirmed the
superiority of SFE in the specificity of cannabinoid recovery, consolidating its applicability in the
high-value bioactive extraction industry.

Keywords — Supercritical fluids, cannabinoid extraction, cannabis, yield, Soxhlet,

chromatographic analysis, cannabinoid profile.
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I. INTRODUCCION

La planta de Cannabis Sativa sp., en las Gltimas décadas ha generado mucho interés por
tener multiples aplicaciones, tanto por su matriz vegetal como sus extractos [1]. La apertura
normativa en diversos paises incluida Colombia, a despenalizado el uso medicinal de la planta,
permitiendo que cada vez se investigue mas para diversos fines, como nuevos medicamentos,
cosmeticos, remedios a base de hierbas, biocombustibles, alimentos, materiales de construccion,
papel, entre otros [2],[3],[4]. Los efectos medicinales de los metabolitos de Cannabis se denominan
cannabinoides, son especificos de la planta de Cannabis y se les atribuyen los efectos
medicinales[5], entre los multiples cannabinoides presentes en la planta hay dos que han sido el
foco principal de la investigacion bioactiva, el A%-Tetrahidrocannabinol (A%-THC) el cuél posee
efectos psicoactivos y el Cannabidiol (CBD) tiene efectos reguladores del sistema inmunoldgico,
principalmente antiinflamatorios y anti convulsionantes [6]. Estos cannabinoides estan presentes
de forma natural en la planta como sus anélogos 4cidos A%-Acido tetrahidrocannabindlico (THCA)
y acido cannabididlico (CBDA). EI THCA y el CBDA son los principales cannabinoides que se
encuentran en el cannabis, aunque se han informado méas de 90 cannabinoides [7]. Los &cidos se
degradan naturalmente a las especies neutras correspondientes a un ritmo lento mediante procesos
no enzimaticos [8]. Para obtener los cannabinoides en su forma neutra es necesario hacer un
proceso de descarboxilacién asistida la cual consiste en calentar el material a 105°C durante 2
horas, logrando que las formas &cidas de todos los cannabinoides se vuelvan neutras esto con el fin
de disminuir la polaridad de estos, siendo un fenémeno reportado ampliamente en literatura [9].

Algunos de los métodos para obtener los cannabinoides de la planta son procesos de
extraccion en los cuales se pueden usar diferentes metodologias. Estas pueden incluir solventes
como el etanol, mecanicas como las prensas y con sistemas de gases presurizados como el butano
o el dioxido de carbono supercritico [10],[6].

Una técnica clasica de extraccion con solventes es la extraccion Soxhlet, que constituye una
de las metodologias mas empleadas para la obtencidn de extractos. Actualmente, es el principal
método de referencia con el que se comparan otros métodos de extraccion. En este método se
pueden usar diferentes solventes como lo son acetato de etilo, hexano, etanol, entre otros. Consiste
en poner el disolvente en un matraz, aumentar su temperatura, condensar y dejar caer gota a gota

sobre el material vegetal extrayendo los metabolitos solubles en el solvente empleado, segln
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estudios previos el mejor rendimiento se obtiene con etanol como solvente durante 12 horas
teniendo un porcentaje de recuperacion de extracto de 37,16% [11].

El uso del didxido de carbono como solvente, en su punto critico (31,06°C, 73,83 bar) con
una densidad de 0,466 g/mL [12], [13] tiene la capacidad de difundirse a través de otros materiales
e interactuar con sustancias afines a su polaridad, lo que permite extraer los cannabinoides de la
planta de cannabis con una selectividad segln las condiciones supercriticas del CO>, en los cuales
se obtienen en menor proporcion clorofilas, flavonoides, carbohidratos, proteinas, entre otros, que
si se obtienen en los extractos obtenidos con otras técnicas [14].

Las extracciones con didxido de carbono supercritico (SFE) satisface las demandas del
mercado de consumo de extractos ricos en cannabinoides con la ventaja de ser producidos a partir
de una tecnologia ecoldgica, sostenible y libre de solventes residuales; enfocando la extraccion al
procesamiento de Cannabis para obtener sus valiosas propiedades farmacéuticas [15]. Las SFE
proporcionan varias ventajas operativas, como la preservacion de compuestos termosensibles
utilizando bajas temperaturas y la reduccion de los costos operativos y tiempos de extraccion [16].
SFE utiliza fluidos en rangos de presion y temperatura superiores a su valor critico, explorando asi
sus propiedades fisicoquimicas intermedias entre las de liquidos y gases. Al manejar la presion y
la temperatura, la densidad y difusion del fluido supercritico se pueden ajustar para permitir
extracciones selectivas [15].

En este contexto, la presente investigacion busca realizar un estudio comparativo de
diferentes condiciones de operacion para la extraccion de cannabis en un equipo de extraccion de
fluidos supercriticos elaborado por la empresa Equipos Ingenieria y Andlisis (EIA) 1 en Medellin
Colombia. Este equipo opera por lotes, lo que quiere decir, que cuando la columna o camara de
extraccion se encuentra a una temperatura y presion uniforme, se considera que es una Unica etapa
teorica sin reflujo y sin alimentacion continua [17].

Con el fin de producir extractos de Cannabis Sativa sp., de alto valor agregado, teniendo en
cuenta el porcentaje de recuperacion y el porcentaje en peso de cannabinoides principales obtenidos
a partir de inflorescencias de cannabis, esta investigacion pretende la optimizacion del proceso de
extraccion en el equipo de fluidos supercriticos disefiado y fabricado por EIA, determinando las
condiciones de presion, temperatura y tiempo de operacién en los que se obtenga el mayor

rendimiento junto con una buena selectividad a los cannabinoides objetivos.

LEIA Equipos Ingenieria Y Analisis S A S. Direccidon: Calle 45 E 76 30. Teléfono: 3227403173. Medellin Colombia.



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 17

Para mejorar la solubilidad de los compuestos de interés en los extractos obtenidos con COs,
la temperatura y la presion son las variables que mas afectan la densidad del gas en condiciones
supercriticas. Al disminuir la temperatura y aumentar la presion se obtiene una mayor densidad, en
consecuencia, mayor solubilidad de los compuestos y mejor rendimiento de extraccion [18]. La
metodologia general comprende la descarboxilacion, trituracion y tamizaje del material vegetal,
seguido de extracciones comparativas mediante Soxhlet y SFE, utilizando un disefio experimental
de superficie de respuesta para optimizar las condiciones operativas.

Los resultados preliminares indican que el SFE es mas eficiente que el método Soxhlet, con
un rendimiento maximo de extraccion a temperaturas y tiempos elevados, ademéas permite una
extraccion selectiva de cannabinoides. La SFE es una técnica superior en términos de eficiencia,
tiempo de extraccién y capacidad de ajuste fino, aunque presenta desafios operativos y costos
iniciales elevados, sin embargo, si se desea recuperar la totalidad de los cannabinoides contenidos
en la matriz solida la extraccion Soxhlet presenta la recuperacion total de los compuestos de la
planta, lo que indica que contiene todos los cannabinoides, pero también otros compuestos de

menor interés.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el sector farmacéutico y sanitario esta innovando mediante el uso de extractos
de cannabis, debido a que estos poseen propiedades medicinales y aplicaciones de diversa indole.
El proceso de extraccion de cannabinoides es crucial para satisfacer la creciente demanda de la
industria del cannabis y del &mbito médico. La seleccidon de un buen método de extraccion permite
obtener concentrados puros y estandarizados, garantizando consistencia y dosificacion precisa en
un producto final. Ademas, la eliminacion de impurezas mejora la calidad del producto y es
esencial para la investigacion cientifica y el desarrollo de nuevas terapias.

Los cannabinoides son compuestos quimicos que interacttian con los receptores del sistema
endocannabinoide en el cuerpo humano, se encuentran principalmente en la planta de Cannabis
Sativa. En la extraccidn de cannabinoides se pueden obtener extractos con diferentes caracteristicas
segun la metodologia empleada. EI perfil de cannabinoides en un extracto se refiere a la
composicion y concentracion de la variedad de cannabinoides presentes. Un extracto de espectro
completo de cannabis es un producto que contiene la gama completa de  compuestos naturales
en la planta, incluidos todos los cannabinoides, terpenos, flavonoides y otros compuestos
fitoquimicos. Estos extractos se obtienen a través de métodos de extraccion que preservan la
integridad de los compuestos.

Algunos métodos producen un mejor perfil de cannabinoides, otros logran rendimientos
mas altos o niveles de pureza superiores, hay extractos libres de terpenos o con el espectro
completo, la variacién de la composicién de los extractos debe tenerse en cuenta segln el uso que
se les dard.

Los procedimientos de extraccion utilizados generalmente consumen tanto tiempo como
disolventes. En la mayoria de los casos, gran parte del tiempo de analisis esta dedicado al proceso
de extraccion y preparacion de muestras, y un porcentaje del error es debido a la manipulacion de
la materia vegetal durante esta ejecucion. La mejora y automatizacion de la etapa de extraccion
pueden reducir el tiempo necesario y aumentar la fiabilidad del anélisis y de los resultados.

Tradicionalmente la extraccion de cannabinoides se ha realizado mediante el método
Soxhlet, que utiliza disolventes organicos y da como resultado un extracto crudo con espectro
completo, es decir con la mayor cantidad de compuestos de la materia prima en el extracto. Los

extractos son mezclas complejas y un extracto con mayor cantidad de los compuestos resultara en
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la presencia de sustancias de poco interés y posteriormente requerira la purificacion y eliminacion
de compuestos para aumentar la calidad del extracto.

Para mejorar la calidad y eficiencia de la extraccion se ha implementado el uso de dioxido
de carbono (COz) en estado supercritico. Este método ofrece ventajas como el comportamiento de
un liquido y un gas simultdneamente segun su condicidn supercritica. Ademas, al ser un compuesto
de carécter no toxico es mas amigable con el medio ambiente y de esta manera tiene la capacidad
para obtener extractos mas puros.

Pese a que la extraccion con CO; supercritico es beneficiosa, la obtencion de un equipo de
fluidos supercriticos a nivel nacional es complejo y costoso. La empresa Equipos, Ingenieria y
Anaélisis con sede en Medellin, se dedica a la fabricacion equipos a nivel nacional y ha construido
uno de fluidos supercriticos. Sin embargo, este equipo no ha sido validado de manera integral en
el contexto de la extraccion de Cannabinoides, por lo tanto, existe la necesidad de estudiar en
profundidad las condiciones 6ptimas de extraccion que maximicen el rendimiento y el perfil de los
cannabinoides obtenidos en el extracto, en comparacion con el método tradicional Soxhlet.

A. Antecedentes

La evidencia fisica mas antigua del consumo de cannabis data del 2727 a.C., y describe los
efectos medicinales y psicoactivos en los humanos. A lo largo de los afios, su uso se fue
extendiendo en Asia y Europa y fue llevado a América en 1619 d.C., principalmente para
aplicaciones en la industria textil [19]. El cannabis ha sido usado ampliamente a través de la
historia, con aplicaciones en diversas culturas para tratar una variedad de afecciones. Durante el
siglo XIX, las tinturas de cannabis eran comunes en las farmacias y sus aplicaciones estaban
descritas en la farmacopea americana para la migrafia, la depresion, dolor, entre otros sintomas
[20], [21]. Investigaciones cientificas han confirmado muchas de las propiedades terapéuticas del
cannabis, como los efectos antiinflamatorios, analgésicos y neuroprotectores [22].

En 1937, la Ley del impuesto sobre la marihuana prohibid efectivamente el consumo y la
venta de cannabis en los Estados Unidos; este documento fue reemplazado en la década de 1970
por la Ley de Sustancias Controladas, que clasifico el cannabis como una sustancia de la lista |
(mayor peligrosidad y potencial de accion). Sin embargo, en 1996, California fue el primer estado
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(de 37 actuales) en legalizar el uso del cannabis con fines médicos en Estados Unidos y 18 estados
tienen legalizado el cannabis para uso adulto [5], [6].

En Latinoamérica Uruguay fue el primer pais en legalizar completamente el cannabis en
2013, permitiendo la produccidn, venta y consumo. Meéxico aprobo la legalizacion de cannabis para
uso recreativo en el 2021, aunque la implementacion de la ley aln esta en proceso; Argentina y
Chile permiten el uso medicinal y ha despenalizado el cultivo para uso personal; Per( permite el
uso medicinal y la importacion y actualmente rige la resolucion nimero 227 del 2022 para la
regulacion y permisos para nivel investigativo y medicinal de productos derivados del cannabis.
En Colombia entrd en vigencia la ley 1787 de 2016 que establece que “los ministerios de Justicia
y del Derecho, Salud y Proteccion Social, y Agricultura y Desarrollo Rural, conjuntamente
reglamentaran lo concerniente a la importacion, exportacion, cultivo, produccion, fabricacion
adquisicion a cualquier titulo, almacenamiento, transporte, comercializacion, distribucion, uso de
las semillas de la planta de cannabis y de sus derivados, para fines médicos y cientificos, asi como
los productos que los contengan y el establecimiento, conservacion, financiacion y explotacion de
cultivos de cannabis”. Desde entonces, en Colombia se ha desarrollado una industria legal de
cannabis medicinal y cientifico [25]-[27]. Las regulaciones actuales exigen estandares rigurosos
de calidad y consistencia, impulsando la necesidad de métodos de extraccion méas avanzados y
eficientes.

Los métodos de extraccion de cannabinoides incluyen la extraccion con solventes (etanol,
butano, propano), extraccion mecanica, arrastre por vapor o métodos mas novedosos como la
extraccion asistida por microondas, la extraccion con fluidos supercriticos, idnicos y ultrasonicos.
Cada técnica tiene sus ventajas y desventajas en términos de eficiencia, costos y seguridad.
Ademas, deben cumplir con las normativas de seguridad y calidad para garantizar la
reproducibilidad y pureza del extracto [10], [11]. Las tecnologias ecoldgicas, como la extraccion
supercritica y la extraccion por microondas, son buenas alternativas para obtener extractos
resultantes sin disolventes [30].

Tradicionalmente, la extraccion de cannabinoides se ha realizado mediante el método
Soxhlet, que da un extracto completo, pero presenta limitaciones significativas, como lo es el uso
de disolventes organicos, la obtencion de extractos impuros y riesgos de la toxicidad e
inflamabilidad [31].
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La industria del cannabis ha presentado un crecimiento exponencial tanto en el ambito
medicinal como en el recreativo, lo cual ha hecho surgir una demanda creciente por productos de
alta calidad [32]. La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es una tecnologia utilizada a gran
escala para la extraccion de aceites esenciales y una gran variedad de componentes bioactivos de
matrices vegetales. El principal disolvente supercritico (SC) utilizado es el dioxido de carbono
(CO2), un disolvente GRAS (generalmente reconocido como seguro por sus siglas en espafiol)
econdémico y con propiedades fisicoquimicas muy conocidas, es reciclable, econémico,
relativamente inerte y no inflamable [19], [33]. EI CO2 alcanza su estado supercritico a 304,25 K
y 7,39 MPa y regresa al estado gaseoso en condiciones ambientales, lo que permite una
recuperacion sencilla del soluto proporcionando un producto libre de disolventes. Mediante
cambios sensibles de presidn y temperatura se puede ajustar la concentracién del CO3; este cambio
en el medio proporciona, hasta cierto punto, selectividad al proceso de extraccion. La baja
polaridad del SC CO> se puede superar empleando modificadores polares (alcoholes, agua, &cidos,
etc.) como disolventes, ampliando en consecuencia el rango de extraccion para incluir mas
componentes polares [34], [35].

En el 2011, H. Perrotin-Brunel et al., realizd6 un estudio de la purificacion de
tetrahidrocannabinol (THC) a partir de cannabinoides extraidos en diferentes condiciones de SF
mediante extraccion de fase solida (SPE), en el cual con un flujo constante durante 4h, tomando
muestra cada 30 min para analizarlas en por cromatografia liquida HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography) la cual para separar los componentes del extracto, tenia una columna
analitica Vydac (Hesperia,CA) y una fase movil compuesta por una mezcla de etanol, agua
destilada y tetrahidrofurano en las proporciones v/v/v=10/4/1y un detector UV-VIS (modelo 340-
Varian), que registraban la solubilidad de cada cannabinoide. Cuando la concentracion medida
entre muestras no variaba, se registraba el valor de la solubilidad de cada metabolito en la condicion
especifica de presion (11,3 a 20,6 MPa) y temperatura (315, 326 y 334 K). El resultado es que el
comportamiento de solubilidad del CO2 del cannabigerol (CBG) muestra similitudes con el (A°-
THC) es mayor a la presion y temperatura mas alta de los experimentos [36].

En el 2020, S. Rochfort et al., reportd un estudio para la extraccion repetida de grandes
cantidades de cannabis (15 kg en total) con una relacién de THC:CBD de 1;1,5. Se determind que
se obtiene un rendimiento mayor (7,1%) en la extraccion de cannabis con un alto caudal (150g/min)

de CO> a alta presion (320 bar) con un tiempo de extraccion prolongado (600 min) [1].
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En el 2021, U. Kargili and E. Aytag, desarrollé un estudio que mostro el efecto de la
variabilidad del rendimiento de CBD y THC en el extracto obtenido por SFE de cuatro variedades
plantadas con diferentes condiciones climaticas. Las condiciones de extraccion se hicieron con
presiones de 15 y 33 MPa y temperaturas de 40 y 30 °C, con y sin presencia de etanol como
cosolvente. Los mayores rendimientos de CBD y THC se obtuvieron de una variedad con 90,82%
THC, 3,71% CBD a las condiciones de 40°C y 33MPa durante 2h usando etanol al 2% en peso. La
presion parece ser el pardmetro mas importante para el rendimiento de la extraccion. Ademas, se
observo que el rendimiento del cannabis cultivado en las regiones con mas lluvia, menor
temperatura y mayor humedad relativa tuvo mayor rendimiento [37].

Existen a modo investigativo revisiones de la extraccion de cannabinoides de cannabis
sativa |. empleando fluidos supercriticos en el cual se revisa los avances en la extraccion de
cannabinoides de la planta de cannabis utilizando fluidos supercriticos, con un enfoque en la
situacion en Colombia [38]. A nivel nacional se ha hecho investigacion también sobre la
variabilidad de los extractos obtenidos a partir de semillas de Cannabis [38]. Investigaciones
recientes han modelado y simulado la extraccion de cannabinoides usando diferentes ecuaciones
de estado para extracciones con fluidos supercriticos y comparandolas con otras metodologias [39].
Entre otras investigaciones, Viera Dos Santos, et al., hacen una revision de literatura sobre la
aplicacion de fluidos supercriticos para la extraccion de cannabinoides en Brasil [40]. Estos
estudios no solo destacan el progreso cientifico y tecnoldgico en la extraccion de cannabinoides,
sino que también apuntan hacia una industria mas sostenible y eficiente.

La ley vigente para las licencias, cupos y autorizaciones para el acceso seguro e informado
al uso del cannabis y de la planta de cannabis, sus derivados y productos, y se establecen otras
disposiciones esta establecida por la Resolucion numero 227 de 2022. La Resolucion N° 1134 de
22 de noviembre de 2021 inscribié a la Universidad de Antioquia para el uso legal de ciertas

sustancias reguladas por el Fondo Nacional de Estupefacientes [41].
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111. JUSTIFICACION

La extraccion eficiente y selectiva de cannabinoides de las plantas de cannabis es de gran
importancia debido a las propiedades terapéuticas y medicinales de estos compuestos. Los
cannabinoides han demostrado tener efectos beneficiosos en el tratamiento de diversas condiciones
médicas, como el dolor cronico, la epilepsia y los trastornos del suefio. Sin embargo, las técnicas
tradicionales de obtencion de extractos hacen que sea dificil obtener extractos puros; por lo tanto,
el posterior uso del extracto puro favorece la seguridad y la eficacia de los productos, asi como sus
aplicaciones terapéuticas y farmacéuticas.

El método tradicional Soxhlet para la extraccion de cannabinoides presenta limitaciones
significativas en términos de selectividad. Aunque con esta metodologia se pueden obtener
mayores cantidades de extracto, la composicion de este puede variar considerablemente
dependiendo de la composicién del material vegetal seleccionado para extraer. Los compuestos
presentes en el extracto pueden incluir no solo el perfil deseado de cannabinoides, sino también
terpenos, flavonoides y otros compuestos bioactivos como clorofila, acidos grasos, vitaminas y
minerales. Estos compuestos adicionales, aunque bioactivos son considerados impurezas en el
contexto de la extraccion de cannabinoides, ya que los extractos de mayor pureza y concentracion
de cannabinoides son mas valorados por sus propiedades terapéuticas especificas. Por lo tanto, los
extractos obtenidos mediante el método Soxhlet requieren pasos adicionales de purificacion para
eliminar estas impurezas, lo cual puede aumentar los costos junto con el tiempo de procesamiento.
Ademas, el uso de disolventes organicos en el método Soxhlet plantea riesgos ambientales y de
seguridad, lo que subraya la necesidad de métodos de extraccion mas eficientes y sostenibles [1].

La implementacion de la tecnologia de fluidos supercriticos en Colombia, aunque
prometedora, enfrenta desafios debido a los altos costos y la complejidad de adquirir y operar estos
equipos. Sin embargo, laempresa Equipos, Ingenieriay Analisis ha dado un paso significativo para
la ingenieria colombiana fabricando un equipo de fluidos supercriticos a nivel nacional.

La evaluacion de desempefio de un equipo nacional de fluidos supercriticos no solo
beneficiard a la industria del cannabis en Colombia, al reducir la dependencia de tecnologias
importadas y sus costos asociados, sino que también impulsara la innovacion local y fortalecera la

capacidad de produccion nacional de extractos de alta calidad. Ademas, proporcionara una
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herramienta valiosa para la investigacion cientifica, permitiendo estudios mas precisos y eficientes
sobre las propiedades terapéuticas del cannabis.

La optimizacion de las condiciones de operacion del equipo de fluidos supercriticos
nacional es fundamental como herramienta para mejorar la eficiencia y la pureza de los extractos
de cannabinoides en Colombia. Esto beneficiaria tanto a la industria del cannabis como a la
investigacion cientifica, impulsando el desarrollo de nuevas terapias y productos de alta calidad,
mientras satisface la demanda del mercado de manera mas sostenible y econdmica. Representa una
oportunidad Unica para investigar y optimizar las condiciones de extraccion utilizando este equipo,

en comparacion con el método tradicional Soxhlet.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Evaluar el desempefio de un equipo de extraccién de fluidos supercriticos con CO>
construido con tecnologiay disefio nacional, mediante un estudio integral utilizando cannabis como

matriz de estudio bajo diferentes condiciones.

B. Objetivos especificos

e Determinar las condiciones éptimas de temperatura, presion y tiempo de extraccion que
maximicen el rendimiento de los cannabinoides extraidos de la planta de cannabis.

e Realizar andlisis detallados de los perfiles de cannabinoides obtenidos en funcion de las
diferentes combinaciones de temperatura, presion y tiempo, con el fin de identificar las
condiciones que permitan la extraccion selectiva de compuestos especificos.

e Evaluar la calidad de los extractos resultantes en términos de perfil de cannabinoides y
compararlos con los obtenidos mediante el método de extraccion Soxhlet como
referencia.

e Maximizar el proceso de extraccion de cannabinoides con CO2 supercritico en términos

de porcentaje de recuperacion mediante un analisis estadistico.
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V. MARCO TEORICO
Cannabis

Cannabis sativa sp. comunmente conocida como marihuana, dagga o cafiamo, es una planta
anual dioica y dicotiledonea perteneciente a la familia Cannabaceae y al género cannabis [42]. El
cannabis es una planta ampliamente distribuida encontrandose en una variedad de habitats y
altitudes [43]. Su uso por parte del hombre se remonta a mas de 5000 afios siendo una de las plantas
mas antiguas de alimento y fibra textil. El cultivo de Cannabis sativa sp para fibra textil se origind
en Asia occidental y Egipto [7], hoy en dia, cannabis sativa se cultiva abiertamente en méas de 86
paises de Africa, América, Asia y Europa [44]. El cannabis también ha sido indicado para
tratamientos del dolor, glaucoma, nauseas, depresion y neuralgia. También se ha informado el valor
terapéutico de los fitocannabinoides para el manejo de los sintomas del VIH, tratamientos de la
esclerosis multiple, entre otros [45],[46]. En los textos de la medicina Ayurvédica, se describen por
primera vez tres preparaciones de Cannabis sativa: el "bhang", preparado con las hojas secas; el
"ganja", preparado con flores femeninas secas; Yy, el "charas"”, que es la resina que se encuentra en
las hojas [47]. El cannabis es una planta dioica, es decir, tiene flores masculinas y femeninas en
plantas separadas; la planta masculina tiene flores estaminadas y las femeninas tiene flores
postiladas que eventualmente se convierten en flores; la Unica funcion de las plantas masculinas es
polinizar a las hembras, luego de esto las plantas masculinas se marchitan y mueren, mientras que
las hembras ya polinizadas forman semillas [48].

La composicion quimica de esta especie se ha estudiado ampliamente. Se han identificado
aproximadamente 500 compuestos, entre los que se encuentran canabinoides, terpenos,
flavonoides, alcaloides, estilbenos, amidas fendlicas y lignanamidas y cannabinoides exdgenos o
fitocannabinoides [47],[11]. Las concentraciones de estos compuestos encontrados en la planta
dependen del tipo de tejido, edad, variedad, condiciones de crecimiento como nutricion, humedad,
niveles de luz, tiempo de cosecha y condiciones de almacenamiento [49]. Los cannabinodes son
los compuestos méas estudiados del cannabis, los cuales corresponden a compuestos
terpenofendlicos con 22 carbonos (0 21 en la forma neutra), los compuestos neutros se forman por
descarboxilacion de los &cidos correspondientes inestables, aunque parte de la descarboxilacion
ocurre en la planta viva, esta aumenta durante el almacenamiento después de la cosecha
especialmente a temperatura elevadas. La planta de Cannabis se caracteriza por poseer unos

apéndices denominados tricomas glandulares, los cuales se presentan en mayor medida en las



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 27

plantas hembra en sus flores o inflorescencias y en menor cantidad en las bracteas y sus hojas, en
los cuales se presentan compartimientos de almacenaje donde se hallan células glandulares, con
actividad fotosintética con capacidad de secretar diferentes metabolitos secundarios. Los tricomas
se clasifican como bulbosos, cistoliticos y glandulares. Los tricomas bulbosos son pequefios en
tamarfio, presentan menor cantidad de células en el tallo y mayor cantidad en la cabeza globular,
por lo general tienen diametros entre 10 y 20um. Los tricomas glandulares sésiles poseen una
cabeza globosa de mayor diametro (<30um) y aunque sean definidas como sésiles muestran un
tallo pequerio pero espeso, de tal manera que contienen un disco multicelular en el que se encarga
de secretar y almacenar metabolitos. Las demas morfologias son responsables de casi toda la
produccion de cannabinoides, como se muestra en la llustracion 1 [50], [44].

100 pm

llustracion 1. Tricomas cistoliticos (Ng), glandulares (Gt-1) y bulbosos (Gt-2) del cannabis sativa sp. Tomado de
[50]

Fitocannabinoides

Los fitocannabinoides son compuestos terpenofendlicos bioactivos que se encuentran en
algunas plantas hepaticas, con flores y hongos [51]. Los precursores de los fitocannabinoides se
sintetizan a partir de dos vias, la via del policétido y la via del fosfato de
desoxixilulosa/metileritritol (DOXP/MEP) [52]. De la via de los policétidos se deriva el acido
olivetdlico y de la via DOXP/MEP se deriva el difosfato de geranilo (GPP). Ambos son
condensados para formar el acido cannabigerolico (CBGA) [44]. A partir de éste (CBGA) junto
con las siguientes enzimas 4acido cannabididlico sintasa, A%-acido tetrahidrocannabindlico sintasa

y el acido cannabicroménico sintasa, forman los fitocannabinoides acido cannabididlico (CBA),
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4cido A®-tetrahidrocannabinélico (AS-THCA) y 4cido cannabicroménico (CBCA) respectivamente
como se muestra en la ilustracion 2.
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lustracion 2. Descripcidn grafica de la biosintesis de cannabinoides y rutas putativas. Tomado de [49].

En la literatura se han reportado méas de 113 fitocannabinoides diferentes, aunque algunos
de ellos son productos de degradacion, aun se encuentran en investigacion la identificacion de mas
de estos metabolitos secundarios [53],[11]. El cannabis contiene alrededor del 24% de
fitocannabinoides del total de productos que se encuentran naturalmente en la planta. El compuesto
mas conocido y estudiado hasta la fecha es el A°-Tetrahidrocannabinol que se encuentra en mayor
proporcién en las plantas de cannabis, siendo de 17,3% del contenido total de fitocannabinoides,
seguida por el tipo cannabidiol y cannabigerol en sus formas &cidas. Sin embargo, la proporcion
de fitocannabinoides encontrados en cada planta de cannabis depende de las condiciones de cultivo,
ubicacion geografica, métodos de procesamiento y la variedad o quimiotipo de la planta [54]. Los
fitocannabinoides se acumulan en la cavidad secretora de los tricomas glandulares, que se
encuentran principalmente en las flores femeninas y en la mayoria de las partes aéreas de las plantas

[55]. En lailustracion 3 se puede apreciar una distribucion de los fitocannabinoides en los tricomas,
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ademas de mostrar como ocurre la sintesis del CBGA con ayuda de las enzimas presentes para
formar los fitocannabinoides THCA, CBDA y CBN [44].

llustracion 3. Distribucion fitocannabinoides en tricomas glandulares. Tomado de [44]

Sistema endocannabinoide

Los mamiferos tienen en el cerebro, sistema nervioso periférico y células del sistema
inmune receptores que responden a compuestos que se encuentran en las plantas de cannabis, como
lo son A>-THC, CBN y CBD. En consecuencia, estos receptores se denominan receptores
cannabinoides (CBx) y son la base del sistema endocannabinoide. Estos cannabinoides interactian
particularmente con los receptores CB1 y CBy, siendo el AS-THC selectivo para el receptor CB;
generando efectos psicoactivos y el CBD con el receptor CB> generando una respuesta
antiinflamatoria principalmente. Los estudios en humanos y animales demostraron que el sistema
endocannabinoide regula una amplia gama de funciones biolégicas, incluida la memoria, el estado
de animo, los sistemas de recompensa cerebral y la adicciéon a las drogas, asi como procesos

metabdlicos como la lipolisis, el metabolismo de la glucosa y el equilibrio energético [51].
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Descarboxilacion &cida de cannabinoides

La descarboxilacion &cida de cannabinoides es un proceso quimico que implica la
eliminacién de un grupo carboxilo (COOH) de los cannabinoides acidos presentes en la planta de
cannabis formando asi la forma neutra y desprendiendo didxido de carbono (CO3), tal como se
observa en la ilustracion 5. Este proceso convierte los cannabinoides acidos, como el &acido
cannabididlico (CBDA) y el acido tetrahidrocannabinélico (THCA), en sus formas activas o
neutras, no Aacidas, como el cannabidiol (CBD) y el A°-tetrahidrocannabinol (AS-THC),
respectivamente. La descarboxilacion es esencial para activar plenamente los efectos psicoactivos
y terapéuticos de muchos cannabinoides, aunque se han atribuido propiedades farmacoldgicas
especificas al CBDA y al THCA, ya que pueden cruzar la barrera hematoencefélica. A diferencia
de la descarboxilacion acida de cannabinoides, la mayoria de las otras descarboxilaciones requieren

catalizadores [56].
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llustracion 4. Reaccion de descarboxilacién del CBD
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llustracion 5. Reaccion de descarboxilacion del THC

El proceso de descarboxilacidn se puede realizar ya sea sobre el material vegetal antes de
la extraccion o directamente sobre la oleorresina extraida; sin embargo, generalmente se prefiere
el primero ya que se elimina la humedad presente en la planta durante la descarboxilacion. Los
principales aspectos para tener en cuenta sobre la descarboxilacion de fitocannabinoides son segun
el perfil quimico de cada variedad de Cannabis, la temperatura y el tiempo ya que esta ocurre

mediante la aplicacion de calor, las temperaturas suelen oscilar entre aproximadamente 100 a



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 31

150°C (212 a 302°F), dependiendo del cannabinoide acido especifico y del tiempo de exposicion,
es importante graduar a una temperatura adecuada porque demasiado calor puede degradar otros
compuestos y afectar la calidad del producto final [57]. El tiempo necesario para la
descarboxilacion varia segun la temperatura y la cantidad de material que se esta tratando, por lo
general puede variar de 30 min a horas. Basados en estudios previos para la obtencion de una
materia vegetal rica en fitocannabinoides neutros GW pharma patentd que las condiciones en que

se logra conseguir alta tasa de conversion o descarboxilacion son a 120°C durante una hora [9].

Cannabidiol (CBD)

El cannabidiol, comunmente conocido como CBD, es uno de los muchos compuestos
quimicos que se encuentran en la planta de cannabis. Es un cannabinoide no psicoactivo y no tiene
efectos toxicos en humanos en dosis de entre 10 y 700 mg [51], lo que significa que no produce un
"subidon™ ni una intoxicacion asociada con otro cannabinoide muy conocido, el
tetrahidrocannabinol (THC) [58]. El cannabidiol fue aislado por primera vez por el quimico
organico Roger Adams [59], sin embargo, se han continuado con investigaciones para el
aislamiento, efectos terapéuticos, actividad en el sistema endocannabinoide y sus diferentes
caracteristicas fisicoquimicas del CBD. En previas investigaciones se ha estudiado la relacién en
cuanto a la estabilidad quimica del Cannabidiol, en las cuales se encontrd que esta especie quimica
a pH alcalino tiende a oxidarse a sus respectivas quinonas como se observa en la ilustracion 4 [60],
mientras que isomeriza a su analogo psicoactivo A>-THC en medios acidos y/o mediante

tratamiento térmico [61].

KOH

sHy,

cannabidiol (CBD)

lustracién 6. Formacion de quinonas a partir del CBD [62].
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El CBD ha llamado la atencién por sus posibles beneficios terapéuticos. Algunos estudios
y evidencia anecdotica sugieren que puede ser Util para controlar diversas afecciones, como
ansiedad, dolor, inflamacién, epilepsia y trastornos del suefio, también se le han asignado
propiedades anticonvulsivas, ansioliticas, antipsicéticas, antinadsicas y antiartritis reumatoide
[63],[47]. En la Gltima década ha sido empleado para tratamiento del VIH, fibromialgia [64],[65]
y como potencial uso terapéutico en pacientes con cancer [66] y esclerosis maltiple [67].

El CBD esta disponible en varias formas, incluidos aceites, tinturas, capsulas, comestibles
y cremas topicas. La dosis y la forma adecuadas pueden depender de la condicion de salud
especifica que se esté tratando. Se encuentra en farmacos como el Epidolex, patentado por la
farmacéutica britanica GW para su uso frente al sindrome de Lennox-Gastaut y el sindrome de
Dravet e incluso en casos de epilepsia refractaria [68]; y el Neviot, producido por la compafiia
Procaps partiendo del desarrollo realizado con el Epidiolex, ademas de tener uso aprobado en
Colombia [69].

El CBD generalmente se considera seguro y los efectos secundarios graves son raros. Sin
embargo, algunas personas pueden experimentar efectos secundarios leves como somnolencia,
sequedad de boca o cambios en el apetito. Es importante consultar con un profesional de la salud
antes de usar CBD, especialmente si estd tomando otros medicamentos.

El estatus legal del CBD varia en todo el mundo. En muchos lugares, el CBD derivado del
cafiamo con menos del 0,3% de THC es legal, mientras que el CBD derivado de la marihuana
puede estar sujeto a regulaciones mas estrictas. En Colombia particularmente el cannabis estaba
completamente prohibido hasta el 2015 que el gobierno colombiano aprob6 la Ley 1787, que
autoriza el uso medicinal del cannabis. Esta ley permiti6 la investigacion, produccion, fabricacion
y comercializacion de productos medicinales derivados del cannabis. En cuanto al CBD
especificamente, el Ministerio de Salud y Proteccion Social emiti6 la Resolucién 577 de 2017, que
regula el uso de derivados no psicoactivos del cannabis con fines medicinales. Esta resolucion
establece requisitos especificos para la produccion, fabricacion, comercializacion, prescripcion y

dispensacion de productos que contienen CBD u otros cannabinoides no psicoactivos [70].

Extraccion de cannabinoides
La extraccion de cannabinoides es un proceso crucial en la produccién a base de cannabis.

Existen diversas técnicas de extraccion para la obtencion de metabolitos secundarios de cannabis,



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 33

cada una con sus propias ventajas y desventajas en términos de eficiencia, pureza y seguridad. En
general, la metodologia més adecuada para la obtencion de un preparado medicinal debe
seleccionarse segun las caracteristicas del producto deseado. Entre las diferentes metodologias para
el proceso de extraccion de cannabis se diferencian en dos categorias, los métodos convencionales
como la extraccion con disolventes organicos o Soxhlet, implican la maceracion del material
vegetal en un disolvente orgénico; el extracto se concentra destilando el disolvente a presion
reducida [71]. En segundo lugar, los métodos mas innovadores como la extraccion de fluidos
supercriticos (SFE) que implica el uso de disolventes presurizados, la extraccién asistida por
microondas (MAE), extraccion asistida por ultrasonido (UAE), extraccidn de caracter criogénico
y extracciones mecéanicas. Los rendimientos segun cada técnica utilizada varian significativamente,
esto se debe a varios factores, como lo son el tipo de inflorescencia, cafiamo o semillas usadas y su
respectiva genética [72], debido a esas variaciones es necesario seleccionar aquellos métodos que
permitan estandarizar estos procesos de extraccion y purificacion permitiendo el escalamiento a
nivel industrial, para tener productos terminados ricos en fitocannabinoides con variaciones

minimas de los porcentajes de recuperacion.

Extraccion con Solventes

Se utilizan solventes como etanol, hexano o isopropanol para disolver los cannabinoides en
la cual el material vegetal se sumerge en el solvente para extraerlos a través de la absorcion.
Algunas extracciones con solventes se someten posteriormente a calentamiento, con el fin de
reducir la cantidad de solvente en el extracto. Los constituyentes de las especies vegetales
originales estan sujetos a los efectos combinados del calor y el disolvente pueden llegar a tener
modificaciones quimicas, de hecho, una de las desventajas de estas técnicas convencionales esta
relacionada con la termolabilidad de los componentes extraidos, al alterar las estructuras quimicas

debido a las altas temperaturas aplicadas [71].

Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)
Se trata de un enfoque que aprovecha las ondas ultrasonicas para mejorar y acelerar el
proceso de extraccion. Estas ondas tienen frecuencias mas altas que el limite superior del rango
audible humano, aproximadamente 20,000 Hz. Esta tecnologia se reconoce por ser mas eficiente

en términos energeticos, respetuosa con el medio ambiente y relativamente més limpia [73]. El
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aumento en la eficacia de la extraccion mediante el uso de ultrasonido se atribuye principalmente
al fendmeno de cavitacion acustica, que implica la formacion y colapso de pequefias burbujas de
gas en el solvente debido al impacto de las ondas ultrasonicas, como se observa en la ilustracion 8
[74].
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llustracion 7. Fendmeno de cavitacion [11]

El ultrasonido también ejerce un efecto mecanico que facilita la penetracion del solvente en
el tejido, incrementando la superficie de contacto entre la fase sélida y liquida. Este proceso acelera
la difusion del soluto desde la fase sélida hacia el solvente [75], [76]. En consecuencia, las ondas
ultrasénicas desempefian un papel clave al romper las paredes celulares, facilitando asi la liberacion

de cannabinoides [77].

Extraccidn asistida por microondas MAE
Las microondas son radiaciones no ionizantes que excitan las moléculas del aceite esencial,
aumentando asi la tasa de extraccién, cuanto mayor sea el momento dipolar de la muestra, mayor
sera su interaccion con la radiacion incidente. [78], [79]. Las microondas se pueden utilizar junto
con la extraccion con disolventes, la extraccion Soxhlet y destilacion [80]. Es importante destacar
que la extraccion asistida por microondas es un método seguro y respetuoso con el medio ambiente,
ya que reduce el uso de disolventes y el consumo de energia, junto con diversos peligros

medioambientales, como los residuos quimicos. Los estudios de investigacion han concluido que
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la concentracién de metabolitos secundarios en los extractos se puede aumentar utilizando un
sistema de extraccion asistido por microondas. Las microondas abarcan longitudes de onda,
frecuencias y energias fotonicas de A=[3mm-0.3m], v=[300GHz-3000MHz] y E=[1.24meV-
1.24peV] respectivamente [11].

Esta metodologia aprovecha los fendmenos de conduccion idnica y rotacion dipolar para
perturbar las células, permitiendo que el disolvente penetre en la matriz celular por difusion. La
concentracion de metabolitos secundarios obtenidos esté limitada por las caracteristicas celulares

y la capacidad del solvente.

Extraccion en Aceite de Oliva
Es un método de extraccion no toxico donde la planta se sumerge en aceite de oliva y se
calienta para extraer los cannabinoides, posteriormente se filtra dejando el extracto libre de material
vegetal, su uso medicinal es principalmente para uso tépico, puesto que al ingerirse este todavia
contiene efectos psicoactivos al contener todos los cannabinoides liposolubles en el extracto.

Extraccion con Fluidos 16nicos

La extraccion de cannabis con fluidos i6nicos es un enfoque que utiliza liquidos i6nicos
como solventes para extraer compuestos de interés de la planta de cannabis.

Los fluidos i6nicos son sales liquidas que consisten en iones y suelen tener propiedades
unicas que los hacen atractivos como solventes en algunos procesos de extraccion.

El proceso de extraccion con fluidos ionicos implica la seleccion de un fluido i6nico
apropiado para los compuestos de interés a extraer teniendo en cuenta que los fluidos pueden ser
modificados para tener propiedades especificas como afinidad por ciertos compuestos, la
preparacion de la muestra mediante trituracion o molienda, y se debe tener una mezcla controlada
de la muestra con el fluido idnico. Los iones en el fluido i6nico interactdan con los compuestos de
la planta, facilitando la extraccién de cannabinoides y otros compuestos deseados. Posteriormente,
se puede realizar una separacion de fases, recuperar el extracto, evaporar el fluido io6nico para
obtener un extracto mas puro, y realizar analisis y purificacion adicionales si es necesario [81].

Entre las ventajas y consideraciones asociadas con este método se encuentran la
selectividad, ya que los fluidos idnicos pueden disefiarse para ser selectivos en la extraccion de

compuestos especificos. Ademas, algunos fluidos i6nicos son menos volatiles y toxicos que
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algunos solventes tradicionales, lo que podria tener beneficios ambientales [82]. Sin embargo, se
destaca que el uso de fluidos i6nicos puede agregar complejidad al proceso, requiriendo un
conocimiento especializado para su aplicacion efectiva. Es crucial sefialar que el uso de fluidos
ionicos en la extraccion de cannabis estd en una fase de investigacion y desarrollo, y su aplicacion
préactica puede variar, debiendo seguirse las regulaciones y pautas éticas pertinentes al trabajar con
cannabinoides y otros compuestos de cannabis.

Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion utilizada para extraer y analizar
cannabinoides, entre otros compuestos. Existen varios tipos de cromatografia que se aplican en el
campo del cannabis, siendo la cromatografia de fase liquida (HPLC) y la cromatografia de gases
(GC) las mas comunes. En la HPLC, la muestra se disuelve en un solvente y se inyecta en una
columna, donde los cannabinoides se separan segln su interaccion con una fase estacionaria y una
fase movil liquida, los cannabinoides se separan y se detectan a través de un detector, cominmente
de UV o fluorescencia. Esta técnica es eficaz para analizar THC, CBD Yy otros cannabinoides en
muestras de cannabis [83].

Por otro lado, la cromatografia de gases (GC) volatiliza la muestra e inyecta los
cannabinoides en una columna donde se separan segun sus propiedades de volatilidad. Empleando
una columna capilar y detectores como el de ionizacion de llama (FID) o de masa (MS), la GC es
apropiada para analizar cannabinoides acidos y compuestos volatiles, aunque se debe tener en
cuenta el riesgo de descarboxilacion durante el proceso [84]. La preparacion de la muestra implica
extraccion con un solvente adecuado y filtracion para eliminar particulas no deseadas, y la
interpretacion de los resultados se realiza para determinar la concentracion de cannabinoides en la
muestra. La eleccion entre HPLC y GC dependera de los cannabinoides especificos y las
condiciones de la muestra, y se debe seguir procedimientos estandarizados para garantizar

resultados precisos y reproducibles.

Extraccién con Agua
La extraccién con agua de cannabinoides es un método que utiliza agua o soluciones
acuosas para extraer compuestos de interés, como cannabinoides, de la planta de cannabis. Este

proceso implica la trituracion de la planta para aumentar la superficie de contacto, seguida de la
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mezcla con agua en condiciones controladas. Los cannabinoides, al ser compuestos lipofilicos, se
liberan de las estructuras de la planta y se dispersan en el agua. Tras la extraccion, se permite una
separacion de fases, donde los cannabinoides forman una capa en la interfaz agua-aceite, que se
recoge como extracto. Aunque presenta ventajas como ser un método sostenible y no toxico, con
menor riesgo de contaminacion quimica, puede tener una eficiencia menor en comparacion con
solventes més potentes, y algunos compuestos pueden no ser completamente solubles en agua,
afectando la recuperacion total de cannabinoides. Se pueden realizar pasos adicionales para
concentrar y purificar el extracto, adaptandose a aquellos que buscan alternativas mas sostenibles
y menos dependientes de solventes quimicos, pero su eficacia puede variar segin los cannabinoides

y la composicién quimica de la planta de cannabis utilizada.

Extraccion por Prensado

La extraccion de cannabis por prensado implica la aplicacion de presion mecénica a la
planta de cannabis para liberar los aceites y compuestos activos presentes en sus tricomas. Este
método, puede emplear prensado en frio o en caliente, el prensado en frio se realiza mediante el
uso de prensas hidraulicas o mecanicas que comprimen la materia vegetal a bajas temperaturas. El
proceso de prensado genera una resina que contiene cannabinoides, terpenos y otros compuestos
bioactivos. La principal ventaja de esta técnica radica en su simplicidad y el uso minimo de
solventes, preservando asi los perfiles aromaticos y terpénicos de la planta.

La extraccion de cannabis por prensado en caliente o en calor, implica la aplicacion de
temperatura y presion a las inflorescencias para extraer los compuestos activos, principalmente los
cannabinoides, terpenos y flavonoides. Este método se realiza mediante prensas que aplican calor
junto con presién simultdneamente, facilitando la liberacion tanto de los aceites esenciales como
de la resina de la planta. La combinacién de temperatura y presion ayuda a aumentar la eficiencia
de extraccién al acelerar el proceso de liberacion de los compuestos deseados [81]. Aunque el
prensado caliente es considerado un método mas eficiente en comparacion con el prensado en frio,
es esencial controlar cuidadosamente las condiciones de temperatura y tiempo para evitar la
degradacion de los compuestos sensibles al calor y garantizar la calidad del extracto final. Este
enfoque puede ofrecer una alternativa rapida y efectiva para obtener productos concentrados de

cannabis con perfiles especificos de cannabinoides y terpenos.
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Extraccion Soxhlet

En 1879 se invento esta técnica de extraccion por el quimico aleman Franz Ritter von
Soxhlet y fue considerada como el estandar de oro en la extraccién analitica de solidos [85]. Es un
método clasico de extraccion que se ha utilizado en diversos campos para la obtencion de aceites
esenciales. Actualmente es considerada como el método principal de referencia para comparar
otros métodos de extraccion [11].

El método es un proceso continuo donde el solvente se recircula a través del material vegetal
para mejorar la eficiencia de extraccion. Consta de tres partes principales: un matraz, un
condensador y un extractor Soxhlet en el que en un dedal de material poroso se ubican los sélidos
a extraer, posteriormente se somete a calentamiento el solvente en el matraz, cuando este ebulle y
cambia de fase a vapor sube hacia el condensador donde se enfria, desciende gota a gota cayendo
al dedal, entrando en contacto con el material vegetal y extrayendo los metabolitos solubles en el
solvente empleado, cuando el liquido en el dedal alcanza un nivel de desbordamiento, un sifén
aspira todo el contenido del dedal y lo descarga nuevamente en el matraz de destilacion,
transportando los analitos extraidos en el matraz de ebullicidn, el proceso se repite hasta que se
completa la extraccion de metabolitos de la muestra y se concentran en el disolvente, tal como se
observa en la ilustracion 6. En la medida en que el disolvente actla por etapas, el conjunto puede
considerarse como un sistema por lotes; sin embargo, dado que el disolvente recircula a través de
la muestra, el sistema también tiene un caracter continuo.

Para utilizar este método de extraccidn es importante tener en cuenta el tamafio de particula,
generalmente no debe ser mas grande que el del tamafio del café molido (aproximadamente 1000
um), para particulas muy finas debe ser necesario mezclarse con un material inerte para dispersar
la muestra, se deben considerar generalidades de solubilidad del material en el solvente y el impacto
ambiental que genera el uso de este solvente, debido a que posterior a la extraccion Soxhlet en
muchos casos es necesaria la evaporacion del disolvente y la limpieza del extracto; el porcentaje
de humedad debe ser aproximadamente 10% de contenido de agua, ya que esta afecta directamente
a la eficiencia de la extraccion. La velocidad de los ciclos de extraccion se rige predominantemente
por la velocidad del calentamiento del matraz del depdsito de disolventes, la manta que calienta el
matraz debe programarse para que realice ciclos de 4 a 6 ciclos por hora, si hay una tasa de ciclos

mas frecuente hay un riesgo de canalizacion y extraccion ineficiente taponando el sifon [85].
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llustracion 8. Diagrama de extraccion Soxhlet [85].

Las ventajas que presenta este método son que la fase de muestra se pone en contacto
repetidamente con porciones nuevas del disolvente, de esta manera mejora el desplazamiento del
analito de la matriz, la temperatura del sistema es mayor que la temperatura ambiente ya que el
calor aplicado al matraz de destilacion llega a la cavidad de extraccion y no se requiere filtracion,
pese a esto los inconvenientes principales son que se requieren tiempos prolongados de extraccién
y la gran cantidad de disolvente organico que se puede desperdiciar a la hora de la reduccion, que
ademas puede causar contaminacion ambiental [86].

Basados en rendimiento el tiempo de extraccion es otra variable importante por considerar
en este método, en investigaciones previas en el Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares
de la Universidad de Antioquia se determin6 que se obtiene un porcentaje maximo de recuperacion
de un 37,16% utilizando etanol durante 12 horas de extraccion, mientras que con 8 y 6 horas de

extraccion se obtienen rendimientos de 35,69% y 34,60% respectivamente [11].

Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)
Es una técnica avanzada que utiliza un fluido en estado supercritico, es conocida como la

tecnologia “verde” emergente, al utilizar solventes seguros y capaces en su estado critico para
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extraer quimicos de manera eficiente [87]. Un fluido se encuentra en estado supercritico cuando se
expone a condiciones de presion y temperatura por encima de su punto critico, lo que le atribuye
caracteristicas entre gas y liquido, como por ejemplo la densidad es mayor que la de un gas y menor
que la de un liquido, significa que tiene una mayor capacidad para disolver sustancias como un
liquido pero se expande para llenar el espacio como un gas, un fluido supercritico tiene una
solubilidad mejorada comparada con su estado gaseoso, la viscosidad en estado supercritico es
menor que la de un liquido, lo que facilita su flujo a través de materiales y la penetracion en
pequefias grietas y poros, la difusividad que consiste en la rapidez con la que un componente se
dispersa en otro es mayor en estado supercritico comparandola con su estado liquido. Todas estas
caracteristicas y propiedades son altamente sensibles a los cambios en la temperatura y la presion,
pequefias variaciones en estas condiciones pueden tener un impacto significativo en las propiedades
del fluido supercritico, es importante tener en cuenta el diagrama de fases del solvente a utilizar,
de tal manera que este permite definir las interfases entre los estados de gas, liquido y solido y el
punto en que estos sobrepasan el punto critico y empieza a tener comportamientos de fluido
supercritico [87]. En la ilustracion 7 se puede observar las propiedades fisicas tipicas de los fluidos

gaseosos, liquidos y supercriticos.

State of fluid Density Diffusivity Viscosity
(p, gfem®)  (Dag, em’fs) (p, gsfem)
Gas
p=1latm; T=21°C 10 10" 10~*
Liquid
p=1atm; T=15-30°C 1 <1077 102

Supercritical
p=ps T=T. 0.3-0.8 10-"-107* 107*-10~"

lHustracion 9. Propiedades fisicas tipicas de los fluidos gaseosos, liquidos y supercriticos [88].

Se han empleado varios fluidos en el proceso SFE, como el eteno, agua, metanol, didxido
de carbono, 6xido nitroso, hexafluoruro de azufre, n-buteno y n-pentano. El diéxido de carbono es
el mas utilizado debido a su temperatura critica moderada (31,3°C) y presion (72,9 atm), a
temperatura ambiente es un gas, por lo que una vez finalizada la extraccion y descomprimido el
sistema se consigue una eliminacion sustancial del CO: sin residuos y obteniéndose un extracto
libre de solventes [88]. El CO: se utiliza en un estado supercritico para actuar como solvente, siendo
selectivo para disolver sobre todo sustancias apolares; empleando un cosolvente o modificador

completamente miscible en CO: es posible lograr que con CO> se solubilicen compuestos de
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naturaleza polar. EI CO> es el solvente supercritico mas usado al ser econdmico, abundante y a
escala industrial cuando el consumo de este es alto, se puede reutilizar teniendo asi bajo impacto

ambiental [89]. En la ilustracion 8 se puede observar el diagrama de fases del CO.
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lustracion 10. (a) Diagrama de fases de presion y temperatura de diéxido de carbono y (b) Diagrama de

fases de presion y densidad del didxido de carbono [90].

En el diagrama de fases presion-temperatura (a), la ebullicion separa la region gaseosa y
liquida y termina en el punto critico, donde las fases liquida y gaseosa desaparecen para convertirse
en una Unica fase supercritica. Esto se puede observar en el diagrama de fases densidad-presion del
diéxido de carbono, como se muestra en la (b). Muy por debajo de la temperatura critica, 280 K, a
medida que aumenta la presion, el gas se comprime y eventualmente (a poco mas de 40 bar) se
condensa en un liquido mucho mas denso, lo que resulta en la discontinuidad en la linea (linea de
puntos vertical). El sistema consta de 2 fases en equilibrio, un liquido denso y un gas de baja
densidad. A medida que se acerca la temperatura critica (300 K), la densidad del gas en equilibrio
se vuelve mas densa y la del liquido menor. En el punto critico (304,1 Ky 7,38 MPa (73,8 bar)),
no hay diferencia de densidad y las 2 fases se convierten en una fase fluida. Por tanto, por encima
de la temperatura critica, un gas no puede licuarse mediante presion. Ligeramente por encima de
la temperatura critica (310 K), en las proximidades de la presion critica, la linea es casi vertical.
Un pequefio aumento de presién provoca un gran aumento de la densidad de la fase supercritica.
Muchas otras propiedades fisicas también muestran grandes gradientes con la presion cerca del
punto critico, como la viscosidad, la permitividad relativa y la fuerza del disolvente, que estan

estrechamente relacionadas con la densidad. A temperaturas mas altas, el fluido comienza a
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comportarse como un gas, como se puede ver en la ilustracion 8 (b). Para el didxido de carbono a
400 K, la densidad aumenta casi linealmente con la presion [90].

Los datos especificos de densidad, difusividad y viscosidad obtenidos a través de Libro del
Web de Quimica del NIST [91] en la seccion de propiedades termofisicas de los fluidos para el

CO- en condiciones de saturacion para gas, liquido y el punto critico se encuentra a continuacion.
Tabla 1. Propiedades termofisicas del CO; [91]

Estado Temperatura | Presion Densidad | Viscosidad | Difusividad
CO2 [°C] [bar] [kg/m?3] [cP] [m?/s]

Gas -39,65 10,179 26,465 0,012 1,4489 x10°°
Liquido -39,65 10,179 1115 0,192 8,8982 x10°'
Punto 30,62 73180  |468,375 |0,033 6,1041 x10°¢
critico

Un sistema de extraccion con fluidos supercriticos consta de una bomba de solvente que
entrega el fluido por todo el sistema, una bomba modificadora si es necesario, aunque muchas
veces como modificador puede usarse aire para incrementar rapidamente la presion del didxido de
carbono, una celda de extraccion o columna de extraccion que puede ser para solidos o liquidos

respectivamente y uno o mas separadores o celdas de fraccionamiento.

lustracion 11. Esquema de una planta piloto de extraccién de fluidos supercriticos equipada con dos
celdas de fraccionamiento. (1) bomba de CO,; (2) bomba modificadora; (3) celda de extraccion de muestras

solidas; (4) celda de fraccionamiento 1; (5) celda de fraccionamiento 2; (6) valvula. [88]
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El procesamiento de sélidos siempre se realiza por lotes en un proceso discontinuo o
semicontinuo, mientras que el procesamiento de liquidos generalmente se realiza en condiciones
de contracorriente en modo continuo. En las extracciones de muestras liquidas, el fluido
supercritico (normalmente CO 2) se mueve hacia arriba mientras que la alimentacion de muestra,
introducida en el sistema desde la parte superior o el centro de la columna, se mueve hacia abajo
por gravedad.

El cannabidiol extraido con fluidos supercritico esta sujeto a la solubilidad debida a la
variacion de la densidad y selectividad del CO2 consecuencia de las variaciones de presion y
temperatura, esta solubilidad a diferentes condiciones ha sido estudiada tanto para el CBD como
para sus otros dos cannabinoides principales, como el A>~THC y el CBN y para algunos terpenos
relevantes presentes en la materia prima [39], [92], [93]. Los cannabinoides encontrados en la
planta presentan diferentes solubilidades entre si, y varian conforme se hacen cambios de
temperatura y presion, por lo general la solubilidad aumenta en el orden de CBD>CBN>A®-THC,
por lo que se requerird de mayor presion para la extraccion en muestras con alta cantidad de THC.
En la ilustracion 12 se puede observar el comportamiento de la solubilidad molar experimental del
CBD, CBN y THC en funcion de la presion y la temperatura en condiciones supercriticas tomadas
de [92].
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Hlustracion 12. Solubilidad molar del ASTHC (a), CBD (b) y CBN (c) experimental en funcién de la

temperatura y presion [39]

En la llustracion 12, se evidencia una correlacién entre la temperatura y la presion,
influenciando de manera especifica la solubilidad molar de los cannabinoides con CO; supercritico.
En el caso del A>-THC (a), se observa un aumento en su solubilidad a medida que se aumentan
tanto la temperatura como la presion, siendo mas dependiente de la presion. Las condiciones
Optimas para la maxima solubilidad son 22.95 MPa y una temperatura entre 335K y 345K. En
cuanto al CBD (b), la presion tiene un papel predominante, incrementando significativamente la
solubilidad en comparacion con la temperatura. Las condiciones Optimas son 326K y una presion
entre 15.6 MPa y 16.6 MPa. En el caso del CBN (c), el aumento de la presion en todo el rango
favorece la solubilidad, siendo la temperatura adecuada de 326K y un rango de presion entre 15.6
y 16.6 MPa para lograr la mayor solubilidad molar con CO; supercritico [39].

Es importante destacar que la eleccion de la técnica de extraccion puede depender de
factores como el equipo disponible, la escala de produccion, la legalidad y las caracteristicas

especificas de los cannabinoides junto con otros compuestos deseados. Cada método tiene sus
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propias implicaciones en términos de calidad del producto final y costos asociados. Ademas, las
regulaciones locales y la seguridad deben ser consideradas al seleccionar una técnica de extraccion.

Equipos ingenieria y analisis

Es una empresa ubicada en la ciudad de Medellin que se encarga de desarrollar equipos y
prototipos a escala de laboratorio y demostrativa para diferentes procesos incluyendo sistemas
pilotos para extraccion de bioactivos de alto valor y su purificacion.

Equipo de fluidos supercriticos por EIA

La empresa mencionada anteriormente se encargo de disefiar y fabricar un equipo de fluidos
supercriticos; el cual puede ser utilizado para diversas aplicaciones industriales y de investigacion,
tales como la extraccion de compuestos, la produccion de materiales avanzados y procesos de
limpieza. Este equipo aprovecha las propiedades unicas de los fluidos supercriticos para mejorar

la eficiencia y efectividad de los procesos.

lustracion 13. Equipo de extraccién de fluidos supercriticos EIA.

El equipo se compone de varias partes, como se observa en la llustracion 13, contiene una
pantalla HMI (Human Machine Interface) que permite monitorear y controlar los parametros
operativos del equipo en tiempo real. Esta pantalla transmite las lecturas de presion y temperatura

especificas en cada parte del sistema, ademas permite una interaccion con el estado de diferentes
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condiciones de set points y activacion manual de valvulas, ofreciendo una interfaz intuitiva para el

operador como se observa en la ilustracion 14.
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llustracion 14. Interfaz de control equipo de fluidos supercriticos EIA.

En cuanto al sistema de presién, el equipo cuenta con bombas de flujo de piston utilizadas
para presurizar el fluido supercritico, tipicamente CO». Estas bombas son capaces de alcanzar y
mantener presiones elevadas, esenciales para mantener el estado supercritico del fluido. Ademas,
el sistema incluye véalvulas de alivio y control de aire que regulan y estabilizan la presion dentro
del sistema, evitando sobrepresiones y asegurando la seguridad operativa.

El control de la temperatura es gestionado a través de una manta de calentamiento que se
observa como “horno” en la ilustracion, responsable de calentar el fluido hasta la temperatura
deseada. El equipo permite ajustar la temperatura en el reactor, asegurando un control preciso de
la temperatura. Los sensores de temperatura y presion proporcionan datos en tiempo real al sistema
de control, permitiendo ajustes automaticos y precisos, manteniendo asi las condiciones éptimas
del proceso.

Para el control y seguridad del sistema, se utilizan valvulas solenoides que abren y cierran
flujos de fluidos dentro del sistema automaticamente, controladas por el sistema HMI. También se
incluye una valvula de aire para impulsar con un compresor de aire VERTOR que suministra aire

comprimido al sistema, necesario para el funcionamiento de algunas valvulas y componentes

neumaticos.
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El funcionamiento del equipo de fluidos supercriticos se desarrolla en varias etapas.
Primero, el CO> se almacena en un tanque y se presuriza mediante la bomba de flujo de piston.
Luego, el fluido se calienta en el horno hasta alcanzar una temperatura deseada en condicién
supercritica, controlada por los sensores de temperatura y presion. Durante el proceso de extraccion
o tratamiento, el fluido supercritico se pasa a través de una matriz o sustancia objetivo, donde se
Ileva a cabo la extraccion o tratamiento. Las valvulas solenoides y de alivio aseguran que el sistema
opere dentro de los parametros seguros, mientras que el compresor de aire mantiene la presion
neumatica necesaria.

Este equipo de fluidos supercriticos representa una avanzada tecnologia de ingenieria que
permite llevar a cabo procesos industriales y de investigacion de manera eficiente y controlada. Su
disefio modular y sus componentes de alta calidad aseguran un rendimiento 6ptimo y una operacion
segura, haciendo de este equipo una herramienta esencial en el campo de la ingenieria de procesos.

A continuacion, se ilustra el sistema de control del equipo:
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llustracion 15. Sistema de control equipo de fluidos supercriticos EIA.

Fl
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VI. METODOLOGIA

Preparacién materia prima

Descarboxilacion: 105°C durante 2 horas

Trituracion: Con el fin de disminuir el tamafio de particula y aumentar el area superficial
de contacto, se usa un molino High-speed Multifunction (HC-150) con una capacidad de 150g con

una finura entre 50-300pum.

lustracion 16. Proceso molienda material vegetal.
Tamizaje: Para asegurar el mismo tamafio de particula se tamiza la materia vegetal en 1
tamiz de 150pum, se toma la materia vegetal contenida en (EL TAMIZ) y la que sobrepasa el tamiz

se descarta, de tal manera que se asegura un tamafio de particula mayor a 150 um

lHustracién 17. Proceso tamizaje material vegetal.

Evaluacion Soxhlet.
Como método de referencia, se hace por triplicado la extraccion Soxhlet con 150 mL de

etanol al 93 % como solvente de un mismo lote, con manta de calentamiento constante durante 12
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horas con un total de 5 gramos de materia vegetal, posteriormente se concentra el extracto y se
recupera el solvente en un rotoevaporador hasta eliminar la mayor cantidad posible de humedad

del extracto.

[lustracién 18. Montaje Soxhlet por triplicado.
Extraccion con CO> supercritico

La evaluacion del rendimiento en la extraccion con CO; supercritico se lleva a cabo un
disefio de experimentos de superficie de respuesta para determinar qué entradas del proceso tienen
un efecto significativo en las salidas del proceso.

En este disefio de experimentos, cada variable o factor se investiga en niveles predefinidos,
alto, bajo y medio, con un total de 15 ensayos o experimentos en los cuales se consideran 3 factores:
presion, temperatura y tiempo de residencia, mediante cargas de CO. por lotes, manteniendo
constantes las condiciones del experimento dentro de la camara extractora.

La recuperacion del extracto se hizo mediante la disminucion de las condiciones de
operacion de manera gradual, disminuyendo la presion hasta llegar a la presion atmosférica.
Posteriormente, se desmonta el reactor y se lava el equipo con etanol y CO2 hasta 110 bar y otra
con iguales condiciones, pero con hexano, el extracto obtenido, se concentra recuperando los
solventes dando como resultado un extracto libre de disolventes.

A continuacion, en la Tabla 2, se presentan las variaciones de los factores del disefio de

experimentos
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Tabla 2. Condiciones de los factores del disefio de experimentos

Factores Bajo Medio Alto
Temperatura [°C] 35 45 55
Presion [bar] 250 300 350
Tiempo [h] 0,5 1 2

Se evaluaron 4 variables de salida en las cuales se tiene en cuenta, el rendimiento, vy el

porcentaje de cannabinoides obtenidos, principalmente THC, CBD y CBN.

Se ha creado un disefio de Box-Behnken el cual estudiara los efectos de 3 factores en 15
ejecuciones. El disefio debera ser ejecutado en un solo bloque. EI orden de los experimentos ha

sido completamente aleatorizado. Esto aporta proteccion contra el efecto de variables ocultas. Se

presenta en la Tabla 3., las condiciones de las 15 ejecuciones.

Tabla 3. Condiciones de operacion de las ejecuciones del disefio de experimentos.

Ejecucion | Temperatura [°C] | Presion [bar] | Tiempo [horas]
1 55,0 300,0 2,0
2 35,0 300,0 1,0
3 55,0 350,0 1,0
4 55,0 250,0 1,0
5 35,0 300,0 0,5
6 35,0 250,0 1,0
7 45,0 350,0 2,0
8 45,0 300,0 1,0
9 45,0 300,0 2,0

10 45,0 250,0 2,0
11 35,0 350,0 1,0
12 35,0 300,0 2,0
13 45,0 250,0 0,5
14 55,0 300,0 0,5
15 45,0 350,0 0,5
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Con el fin de eliminar los puntos mas extremos en los cuales sea poco probable una
respuesta que cumpla con las expectativas del disefio de experimentos se hace una optimizacion en
la cual se obtienen 10 ejecuciones en las cuales se obtienen las condiciones reportadas en la Tabla

3.

Tabla 4. Optimizacion de los experimentos y sus condiciones.

Experimento | Temperatura [°C] | Presion [bar] | Tiempo [h]
3 95 350 1
5 35 300 0,5
6 35 250 1
9 45 300 2

10 45 250 2
11 35 350 1
12 35 300 2
13 45 250 0,5
14 55 300 0,5
15 45 350 0,5

Con los resultados obtenidos del disefio de experimentos planteado anteriormente se hara
un analisis estadistico y las estimaciones de cuales de los efectos, presidn, temperatura y tiempo
tienen un impacto significativo (p <0,05) en el rendimiento de extraccion.

Determinacion de los Fitocannabinoides
Cromatografia de capa fina (TLC)

En una placa de TLC Silicagel 60 F254 de 10 cm x 5 cm se marca la linea de sembrado a 1
cm desde el borde inferior, los puntos de sembrado se marcaron sobre esta linea con una separacion
de 1 cm entre cada punto de sembrado y 0,5 cm en los bordes. La camara de desarrollo utilizada
fue una camara de vidrio de fondo plano de 20 x 10 cm. Una vez preparada la placa, se procedi6 al
desarrollo cromatogréafico. Las muestras se aplicaron en la linea de inicio de la placa, y esta se
colocé en la cdmara de desarrollo. Se permitié que la placa se desarrollara hasta que el eluyente
alcanzara la altura marcada. Luego, se retird cuidadosamente la placa de la cAmara, y se permite

gue se evapore el solvente completamente a temperatura ambiente.
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Se aplicaron en siembras por separado, un estandar secundario de THC, un estandar CBD
y un extracto Soxhlet o un extracto con SFE segun el experimento, la fase mavil utilizada fue
Hexano: Cloroformo: Diclorometano en las proporciones de volumen 1,5:1:0,5. Como agente
revelador para las pruebas se utilizé inmersion con vainillina.

Cuantificacion de cannabinoides

Se hace uso de un cromatografo Agilent Technologies 6890N equipado con un detector de
ionizacion en llama (FID), un sistema de inyeccion Split/ Splitless y autoinyector Agilent 7683,
con una columna capilar DB-1 de 30.0 m, diametro interno 0.250 mm y espesor de pelicula 0.25

um, procesando cada uno de los datos con ChemStation.

lustracion 19. Cromatdgrafo gaseoso Agilent Technologies 6890N

En el andlisis de cannabinoides exdgenos por GC-FID el material vegetal seco se muele
hasta obtener un polvo homogéneo el cual posteriormente se lleva a una estufa a una temperatura
de 105°C por 2 horas (descarboxilacion). Seguido se pasa el material por una malla o tamiz de
1mm. Para la extraccién, se mezclan entre 200-500 mg del material vegetal de cannabis y 5 ml de
mezcla extrayente de solventes de metanol: hexano (proporcién de 9:1 v/v) o metanol: cloroformo
(proporcion de 9:1 v/v) en un vial. Este proceso de extraccion con solvente es acompafiado de una
extraccion por ultrasonido, en el cual se sonica la muestra de 20-30 minutos. Agitar la muestra en
un vortex y dejar reposar durante, al menos 5 minutos. Diluir el sobrenadante de color claro con la

mezcla de extraccion, filtrar y llevar la muestra al equipo de cromatografia para el proceso de
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descarboxilacion y posterior identificacion y cuantificacion de los cannabinoides de interés. Cuyo
orden de elucidn por esta técnica es CBD, THC Y CBN.

Para los derivados, si la muestra es liquida (aceite de cannabis) se debe de tomar un peso
de alrededor de 30 - 50 mg de la muestra y un volumen de solvente para realizar la dilucion
respectiva y llevarlo al sistema de cromatografia en el cual las condiciones de anélisis deben de
garantizar el proceso de descarboxilacion del THCA que no provoquen la descomposicion del
THC.
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VII. RESULTADOS

Propiedades termodinamicas del CO-

Para determinar las propiedades del CO2 en cada condicion se consulta en la base de datos
NIST para determinar densidad y viscosidad del fluido en cada condicion en el respectivo
experimento y en las propiedades de saturacion para construir un diagrama de fases completo.

Para determinar la difusividad del CO; se usé una correlacion de Wilke y Chang modificada
para fluidos supercriticos:

T 0,5

. 7,4x1078 - (M)
n

Donde:

D: es la difusividad en m?/s

n: es la viscosidad en centipoise [cP]

M: es el peso molecular del CO, (44,01 g/mol)

T: es la temperatura en Kelvin

En la tabla que se presenta a continuacion se observan los datos de densidad, viscosidad y

difusividad para el COz en cada una de las condiciones de operacion del disefio de experimentos.

Tabla 5. Propiedades termofisicas del CO;

Temperatura| Presion | Densidad Difusividad | Viscosidad
Experimento [°C] [bar] [kg/m?3] [m?/s] cP
3 55 350 881,17 2,2839E-06 0,088474
5 35 300 929,11 1,9544E-06 0,10019
6 35 250 901,23 2,10624E-06 0,092967
9 45 300 890,33 2,20031E-06 0,090425
10 45 250 857,14 2,39599E-06 0,08304
11 35 350 952,29 1,83412E-06 0,10676
12 35 300 929,11 1,9544E-06 0,10019
13 45 250 857,14 2,39599E-06 0,08304
14 55 300 850,22 2,46951E-06 0,081824
15 45 350 917,12 2,05083E-06 0,097016

A continuacion, se presentan los diagramas de fases obtenido con datos de la base de datos

NIST para las propiedades de saturacion y en las condiciones experimentales disefiadas.
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lustracion 20. Diagrama de fases del CO; con las condiciones del disefio de experimentos
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llustracion 21. Diagrama de fases del CO, densidad vs presion con las condiciones del disefio de

experimentos.
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llustracion 22, Diagrama de fases del CO5, viscosidad vs presidn con las condiciones del disefio de

experimentos
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lHustracion 23. Diagrama de fases del CO,, difusividad vs presién con las condiciones del disefio de

experimentos
Caracterizacion del material vegetal inicial por cromatografia de gases FID

Tabla 6. Caracterizacion materia prima.

Cannabinoides flor Desviacion
THC [%] 5,01 0,01
CBD [%] 5,105 0,004
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Es evidente que la flor inicial esté caracterizada mayormente en una proporcion 1:1 en THC:
CBD

Cromatografia de capa fina (TLC)
El kit AlphaCAT para la identificacion de cannabinoides establece que las distancias de

revelado de los cannabinoides a partir del siguiente patron:

lHustracion 24. Patrdn de identificacion cannabinoides de un kit de AlphaCat tomado de [94]

El revelado de las placas se hizo en 3 partes, primero con luz ultravioleta con una longitud
de onda verde y otra azul, posteriormente se hizo el revelado con inmersién en vainillina.

Extraccion Soxhlet B1

llustracion 25. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B1.
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Soxhlet B2

llustracion 26. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B2.
Soxhlet B3

llustracion 27. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimentacion Soxhlet B3.

Extraccion con CO2 Supercritico
Experimento 3 (12,0597 g a 55°C y 350 bar durante 1 hora)
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llustracion 28. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 3 CO; supercritico.
Experimento 5 (12,1577 g a 35°C y 300 bar durante 1/2 hora)

lHustracién 29. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 5 CO, supercritico
Experimento 6 (12,1918 g a 35°C y 250 bar durante 1 hora)

lHustracidn 30. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 6 CO, supercritico
Experimento 9 (12,1149 g a 45°C y 300 bar durante 2 horas)
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lustracion 31. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 9 CO; supercritico.
Experimento 10 (12,0648 g a 45°C y 250 bar durante 2 horas)

lHustracién 32. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 10 CO; supercritico.
Experimento 11 (12,20566 g a 35°C y 350 bar durante 1 hora)

lHustracidn 33. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 11 CO; supercritico.

Experimento 12 (12,4613 g a 35°C y 300 bar durante 2 hora)
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llustracion 34. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 12 CO; supercritico
Experimento 13 (12,0754 g a 45°C y 250 bar durante 1/2 hora)

llustracion 35. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 13 CO; supercritico
Experimento 14 (12,1908 g a 55°C y 300 bar durante 1/2 hora)

——

lustracion 36. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 14 CO; supercritico
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Experimento 15 (12,1669 g a 45°C y 350 bar durante 1/2 hora)

lustracion 37. Placa de cromatografia de capa fina (TLC) experimento 15 CO; supercritico

% Rendimiento de los extractos

% Rendimiento = Cantidad de extracto |g] 100
0 Kendimiento = Cantidad de muestra [g] g

Los resultados se presentan en la Tabla 7. A partir de aqui los resultados presentados en las tablas
contienen un formato de color de mayor a menor, en un degradé de colores del verde al amarillo,
de tal manera que aquellos que tengan fondo verdes oscuros son los de mayor valor, hasta los
colores amarillos claros que son los de menor valor, con el fin de visualizar mejor los puntos

maximos y minimos de los valores en cada tabla.

Tabla 7. Resultados de rendimiento de cada experimento y sus respectivas condiciones de extraccion.

Condiciones de Extraccion
Experimento Temperatura | Presion | Tiempo | Cantidad de | Cantidad de %_
[°C] [bar] | [horas] | muestra[g] | extracto[g] | Rendimiento

3 55 350 1 12,0597 0,6821 57

5 35 300 0,5 12,1577 0,3224 2,7

6 35 250 1 12,1918 0,4951 4,1

9 45 300 2 12,1149 0,7512 6,2
10 45 250 2 12,0648 0,7541 6,3
10 spi? 45 250 2 15,1999 0,3793 25
11 35 350 1 12,2066 0,3259 2,7
12 35 300 2 12,4613 0,609 4,9
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13 45 250 0,5 12,0754 0,2829 2,3
14 55 300 0,5 12,1908 0,2898 2,4
15 45 350 0,5 12,1669 0,4775 3,9
15 45 350 0,5 16,2927 0,249 15
Soxhlet B1 5,0168 1,8972 37,8
Soxhlet B2 150mL etanol, durante 12 h 4,8622 1,8803 38,7
Soxhlet B3 5,1078 1,8315 35,9

2, Extraccion realizada sin descargas intermedias (SDI) con iguales condiciones del experimento

10.

A continuacion, se presenta un diagrama de barras, en el cual se observa el rendimiento

obtenido en cada experimento, con fines comparativos se promedia el rendimiento de los 3

experimentos Soxhlet al ser evaluado en las mismas condiciones.

40 1 1h
[_105h
2h
Soxhlet
o 304
i<
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©
S 20 -
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0 1l T H L1 [
1h 2h

1h

0.5h 2h

05h 1h

Samchlet

250 bar

300 ba|300 bar

350 bar

250 bar |300 badf350 bar|

250 bar | 300 bar | 350 bar

Sochlet

35°C

45°C

55 °C

Saxhlet

lHustracién 38. Diagrama de barras de los porcentajes de rendimiento de cada experimento.

Es notable que los rendimientos obtenidos con CO2 supercritico son mucho menores que

los que se obtienen con el método de extraccion Soxhlet, principalmente debido a que la extraccion

Soxhlet arrastra la mayor cantidad de compuestos presentes en la materia vegetal inicial, mientras

que la extraccion con CO- supercritico es més selectiva.
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Cuantificacién de cannabinoides Cromatografia de gases

Tabla 8. Perfil de cannabinoides obtenidos en cromatografia de gases

Experimento THC (%) CBD (%) THC+CBD [%]
3 27,8 0,1 30,8 0,2 58,6
5 26,2 0,1 36,4 0,5 62,6
6 20,3 0,4 25,7 0,5 46
9 25,1 0,1 28,7 0,4 53,8
10 23,6692|0,0006| 30,5 0,3 54,17
11 23,31 | 0,04 31,06 0,07 54,37
12 28,1 0,2 35 0,3 63,1
13 19,9 0,3 30,7 0,3 50,6
14 22,04 | 0,05 32 0,07 54,04
15 22,2 0,1 34,2 0,3 56,4
15 24,8 0,2 35,7 0,2 60,5
Soxhlet B1 12,2 0,2 13,2 0,1 25,4
Soxhlet B2 12,5 0,2 13,9 0,2 26,4
Soxhlet B3 16,5 0,1 16,8 0,1 33,3

Con los porcentajes de los cannabinoides se calcula la cantidad de THC y CBD contenidos

en cada experimento en la muestra inicial y en cada extracto de la siguiente manera:

THC 0%

THCpyesiralg] = Cantidad de muestra [g] -%(0)
CBD %

CBDpyestralg] = Cantidad de muestra [g] -#(0)
. THC (%)
THCoxtractolg] = Cantidad de extracto [g] oo
. CBD (%)
CBD,ytractolg] = Cantidad de extracto [g] oo

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.
Los datos que se reportan como THC muestra y CBD muestra son las cantidades en gramos
contenidas en la cantidad de materia prima a extraer, es decir, la maxima cantidad de THC y CBD

que se puede obtener en el extracto.
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Tabla 9. Cantidad de THC y CBD presentes en cada experimento.

. Cantidad de Cantidad de THC CBD THC CBD THC+CBD
Experimento muestra [g] extracto [g] muestra | muestra | extracto | extracto | extracto
[a] [9] [9] [a] [a]
3 12,0597 0,6821 0,6042 0,6156 0,1896 0,2101 0,3997
5 12,1577 0,3224 0,6091 0,6207 0,0845 0,1174 0,2018
6 12,1918 0,4951 0,6108 0,6224 0,1005 0,1272 0,2277
9 12,1149 0,7512 0,6070 0,6185 0,1886 0,2156 0,4041
10 12,0648 0,7541 0,6044 0,6159 0,1785 0,2300 0,4085
11 12,2066 0,3259 0,6116 0,6231 0,0760 0,1012 0,1772
12 12,4613 0,609 0,6243 0,6361 0,1711 0,2132 0,3843
13 12,0754 0,2829 0,6050 0,6164 0,0563 0,0869 0,1431
14 12,1908 0,2898 0,6108 0,6223 0,0639 0,0927 0,1566
15 12,1669 0,4775 0,6096 0,6211 0,1060 0,1633 0,2693
15" 16,2927 0,249 0,8163 0,8317 0,0618 0,0889 0,1506
Soxhlet B1 5,0168 1,8972 0,2513 0,2561 0,2315 0,2504 0,4819
Soxhlet B2 4,8622 1,8803 0,2436 0,2482 0,2350 0,2614 0,4964
Soxhlet B3 5,1078 1,8315 0,2559 0,2608 0,3022 0,3077 0,6099

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 6 se calculan los porcentajes de recuperacion de
THC y CBD en cada experimento con la siguiente ecuacion:

TH Cextracto [g ]
Recup THC [%] = -100
TH Cmuestra
TH Cextracto [g ]
Recup CBD [%] = 100
TH Cmuestra

Ademas, con los datos se recalculan los porcentajes de THC y CBD presentes en cada

extracto de la siguiente manera:

THCextracto [g]
THC (%] = -100
¢ 1%] Cantidad de extracto [g]
CBD
CBD [%] = extractol9] . 100

~ Cantidad de extracto [g]

Los resultados se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Porcentajes de recuperacion y porcentaje de cannabinoides en el extracto.

% Recup | % Recup
THC CBD

3 31,4 34,1 27,8 30,8

Experimento THC [%] | CBD [%]
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3) 13,9 18,9 26,2 36,4

6 16,5 20,4 20,3 25,7

9 31,1 34,9 25,1 28,7

10 29,5 37,3 23,7 30,5

11 12,4 16,2 23,3 31,1

12 27,4 33,5 28,1 35,0

13 9,3 14,1 19,9 30,7

14 10,5 14,9 22,0 32,0

15 17,4 26,3 22,2 34,2

15 7,6 10,7 24,8 35,7
Soxhlet B1 92,1 97,8 12,2 13,2
Soxhlet B2 96,5 105,3 12,5 13,9
Soxhlet B3 118,1 118,0 16,5 16,8

A partir de los datos obtenidos se elaboran los siguientes graficos ilustrativos

] Recup THC [%]

[_]1h
N [_]05h
2h

Soxhlet

—

o

o
1

Recup CBD [%]

L [1h

2h
Soxhlet

Recuperacion cannabinoide [%]
n
O
1

Lk kil

th Joasn] 2n ] 1n 05h | 2n 0.5h 1h Soxchlet
250 ber | 200bar | 350 bar 250bar |00 ba] 250 bar [200 bar]250 bar Saxhlet
35°C 46 °C 56 *C Scxhlet

lustracion 39. Porcentaje de recuperacion de THC o CBD respecto a la muestra inicial de cada

extraccion.
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llustracion 40. Perfil de cannabinoides obtenidos en cada extracto.
Teniendo en cuenta la cantidad en gramos de THC y CBD presentes en cada extraccion se
calcula el porcentaje de cada cannabinoide con la siguiente ecuacion:
THC THC
extracto [g] -100% = [%]
CBDextracto [g] + THCextracto [g] CBD + THC

Los resultados se muestran en la llustracion 41y en la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de cada cannabinoide respecto a los cannabinoides totales presentes en el extracto.

. Temperatura | Presion | Tiempo THC/ CBD/ CBD/THC
Experimento [°C] [bar] |[horas] (THC+CBD) | (THC+CBD)
[%0] [%0]
3 55 350 1 47,44 52,56 1,11
5 35 300 0,5 41,85 58,15 1,39
6 35 250 1 44,13 55,87 1,27
9 45 300 2 46,65 53,35 I 14
10 45 250 2 43,69 56,31 1,29
11 35 350 1 4287 57,13 1,33
12 35 300 2 44,53 55,47 1,25
13 45 250 0,5 39,33 60,67 1,54
14 55 300 0,5 40,78 59,22 1,45
15 45 350 0,5 39,36 60,64 1,54
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15’ 45 | 350 | 05 40,99 59,01 1,44
SoxhletBL | b o 48,03 51,97 1,08
mL etanol, durante , ClU
Soxhlet B2 con 5q de materia prima 47,35 52,65 111
Soxhlet B3 49,55 50,45 1,02

Los datos resaltados en verde oscuro son los resultados con mayor contenido del

cannabinoide respectivo en cuanto al total de cannabinoides, con el fin de observar mejor

graficamente estas diferencias se grafica en columnas agrupadas segun la condicidn respectiva

(ilustracion 38). Es notable que la extraccion con CO: supercritico es mas selectivo al CBD,

mientras que Soxhlet extrae en una proporcion muy similar cada cannabinoide respecto a la flor

inicial.
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lustracion 41. Comparacion THC y CBD contenidos en el extracto de cada experimento respecto a la

totalidad de THC y CBD.

Consumo de CO»

Tabla 12. Consumo de CO: en cada experimento de SFE.

Experimento Temperatura| Presion [ Tiempo % Consumo de
P [°C] [bar] | [horas] |Rendimiento| COz[L]
3 55 350 1 5,7 152,36
5 35 300 0,5 2,7 134,63
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6 35 250 1 4.1 130,85
9 45 300 2 6,2 264,86
10 45 250 2 6,3 189,12
10 spi 45 250 2 2,5 131,06
11 35 350 1 2,7 131,93
12 35 300 2 49 256,76
13 45 250 0,5 2,3 185,42
14 55 300 0,5 2,4 122,69
15 45 350 0,5 3,9 141,72
15’ 45 350 0,5 15 115,18

Analisis estadistico
Variables estudiadas
Independientes:

e Temperatura [°C]

e Presion [bar]

e Tiempo [h]

Respuesta:

e Rendimiento extraccion [%]

e Contenido de cannabinoides THC-CBD [%)]
Se hace una regresién multiple del rendimiento teniendo en cuenta que:
Variable dependiente: Rendimiento [%]
Variables independientes:

e Temperatura [°C]

e Tiempo [horas]

Como resultado se tiene:

Tabla 13. Resultados andlisis estadisticos de los experimentos

Error Estadistico
Paramemro Estimacion | Estandar T Valor-P
Temperatra [°C] 0,0383721 0,0114233 3,3591 0,0084
Tiempo [horas] 2. 15345 0411386 5,23463 0,0005
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Andlisis de varianza

Tabla 14. Analisis de varianza del andlisis estadistico.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Modelo 186,955 2 03, 4775 111,06 0,0000
Residuo |7,37306 9 0,841673

Total 194,53 11

R2=96,106%
R? (ajustado para g.1.) =95,6733%

Error estandar del est. =0,917428
Error absoluto medio=0,756329
Estadistico Durbin-Watson=1,61358

Autocorrelacion de residuos en retrasol =-0,0550643

70

La regresion mdltiple indica que tanto la temperatura como el tiempo tienen un impacto

significativo aumentando el rendimiento de la extraccion.

La ecuacion del modelo ajustado es:

Rendimiento [%] = 0,0383721 - Temperatura [°C] + 2,15345 - Tiempo[horas]

Los coeficientes para la temperatura y el tiempo son estadisticamente significativos con

valores p de 0,0084 y 0,005 respectivamente como se muestra en la Tabla 13, lo que indica que

ambos factores contribuyen al modelo predictivo del rendimiento. El analisis de varianza muestra

que el modelo se ajusta a las variables de respuesta, con un R2 del 95,67%, lo que indica que el

modelo explica gran parte de la variabilidad observada en los datos, se construye la superficie de

respuesta con los datos obtenidos con el modelo como se observa en la llustracién 42.
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% Extraccion

Tiempo (horas)

Superficie de respuesta para Extracto de Cannabinoides

Temperatura (°C)
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lustracion 42. Superficie de respuesta % extraccion respecto al tiempo y temperaturas empleados

La superficie de respuesta revela que el rendimiento de la extraccion aumenta con la

temperatura y con el tiempo. A temperaturas mas altas, el CO> alcanza una mayor densidad y

solubiliza mas facilmente los compuestos lipofilicos, como los cannabinoides. Este efecto se ve

intensificado con tiempos de extraccion mas largos, lo que permite un mayor contacto entre el

solvente y el material vegetal.

Las diferencias de los datos ajustados por modelo y los obtenidos experimentalmente se

pueden observar en la Tabla 15:

Tabla 15. Resultados del modelo y datos experimentales

Temperatura| Presién | Tiempo Rendi_miento Rendim!ento Rendexp-

o Experimental | Obtenido Rendobt
[°C] [bar] [horas] (%] [%)] [%)]
45 350 0,5 1,5 2,8 1,3
45 250 0,5 2,3 2,8 0,5
55 300 0,5 2,4 3,2 0,8
35 300 0,5 2,7 2,4 -0,3
45 350 0,5 39 2,8 -1,1
35 350 1 2,7 3,5 0,8
35 250 1 4,1 3,5 -0,6
55 350 1 5,7 4,3 -1,4
35 300 2 4,9 5,6 0,7
45 300 2 6,2 6,0 -0,2
45 250 2 6,3 6,0 -0,3
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Al mirar en la tabla 15 la diferencia entre los rendimientos experimentales y los
rendimientos obtenidos con el modelo permite evidenciar que ningln dato dista méas de un 1,5%,

lo que demuestra el buen ajuste del modelo a los datos experimentales.
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VIII. DISCUSION

Termodinamica de los experimentos

Las ilustraciones 20, 21, 22 y 23 que son los diagramas de fases respectivos a cada
propiedad, proporcionan un panorama claro del comportamiento termodindmico del CO: y los
puntos asociados a cada experimento dentro de la region supercritica evaluada. La correcta
interpretacion de los datos y la relacion entre las diferentes fases (vapor, liquido y punto critico) es
muy importante para entender el comportamiento de cada experimento.

Los diagramas de fases del CO: revelan el comportamiento del didéxido de carbono bajo
diversas condiciones de presion y temperatura. Estos diagramas son fundamentales para entender
los puntos de transicion de fase y las propiedades termodinamicas del CO., especialmente en
aplicaciones de extraccion supercritica. La curva de saturacion divide las regiones de liquido y
vapor, y las condiciones por debajo de esta curva indican una mezcla de composicion en liquido y
vapor en equilibrio termodinamico. El punto critico resaltado en cada uno de los diagramas se
observa como el punto donde la fase liquida se vuelven indistinguibles y mas alla de este punto el
CO: existe en un estado supercritico.

A medida que la presion aumenta a temperatura constante, la densidad del CO. también
aumenta, resultando en un fluido con densidad y viscosidad similares a las del liquido.
Contrariamente, la difusividad disminuye con el aumento de la presion, teniendo valores y
comportamientos mas cercanos a los del gas. Estas variaciones afectan la solubilidad de los
compuestos en el CO: durante los experimentos.

La extraccion selectiva de compuestos bioactivos como carotenoides, lipidos y otros
compuestos valiosos presentes en las plantas y microalgas es posible debido a la variacién de las
propiedades termodinamicas en condiciones supercriticas. Ademas, la polaridad del CO: puede

ajustarse mediante la modificando las condiciones o adicionando cosolventes.

Limitaciones operacionales

Durante la validacion del desempefio del equipo de extraccion con fluidos supercriticos, se
presentaron varias limitaciones operacionales significativas. Inicialmente, se experimentaron
problemas de despresurizacion del CO: debido a una obstruccion en un filtro de 15 micrometros

ubicado después del reactor, antes de la primera valvula solenoide. Esta obstruccion fue causada
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por el arrastre de las bolsitas de té o dedales, utilizados como sujetadores del material vegetal
(cannabis descarboxilada), a través de la tuberia durante el proceso de despresurizacion.

Debido a las altas presiones, las bolsitas de té o dedales fueron forzados a través de la
tuberia, causando blogueos en el filtro. Para mitigar esta obstruccion, se disminuyo la cantidad de
material cargado en cada dedal, con el objetivo de evitar que funcionara como un tapdn durante la
despresurizacion. Sin embargo, esta solucion no fue completamente efectiva, ya que los dedales
con material vegetal continuaron siendo absorbidos por la tuberia.

Para resolver este problema, se opto por utilizar material vegetal con un tamafio de particula
mayor a 15 micras y se descartd el uso de dedales. En su lugar, se emple6é una malla de 180
micrometros, incluida en el disefio del equipo. No obstante, esta malla permitié la filtracién de
particulas méas pequefias, causando nuevamente obstrucciones en el filtro.

Con el fin de evitar estas filtraciones y obstrucciones, se ajustd el proceso de
descarboxilacién y molienda, reduciendo el tiempo de molienda para mantener un tamafio de
particula mayor. Ademas, se tamiz6 el material hasta 150 micras, utilizando para la extraccion
unicamente las particulas mayores a este tamafio. Con esta configuracion, se logré que el equipo
funcionara de manera eficiente.

Una observacion adicional fue que, a presiones y temperaturas muy altas durante tiempos
prolongados, las valvulas de seguridad comenzaron a liberar gas, y en las condiciones mas extremas
de los experimentos, el extracto empezé a salir por pequefios orificios de seguridad. Esto indicaba
el empuje del extracto o la saturacion del CO: durante la extraccion, lo que podria estar relacionado
con la alta solubilidad de los compuestos en CO: supercritico y las dinamicas de transferencia de
masa a esas condiciones extremas.

Los problemas de obstruccion iniciales se resolvieron mediante ajustes en el tamarfio de las
particulas del material vegetal y la configuracion del equipo. Sin embargo, se observo que las
condiciones extremas de presion y temperatura afectaban la integridad del sistema, lo que sugiere
la necesidad de una calibracion cuidadosa y monitoreo continuo para garantizar el desempefio

optimo del equipo de extraccion con fluidos supercriticos.

Placas de cromatografia TLC
Se presentaron las revelaciones de las placas de cromatografia en capa fina (TLC) en tres
condiciones. El revelado con luz ultravioleta (UV) se hizo a 254 nm y 365 nm, cada longitud de
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onda permite la visualizacion y deteccion de una variedad de compuestos quimicos especificos
dependiendo de sus propiedades de absorcion y fluorescencia.

Las placas de TLC de Silicagel utilizadas estan recubiertas con un indicador fluorescente
que brilla bajo la luz UV. Los compuestos aplicados en la placa absorben esta luz, blogueando la
fluorescencia y apareciendo como manchas oscuras en la placa fluorescente. La luz UV de 254nm,
comunmente conocida como luz morada. Esta longitud de onda se utiliza para visualizar
compuestos organicos como anillos aromaticos y algunos compuestos insaturados. En general, en
todas las placas obtenidas la presencia de los compuestos revelados a esta longitud de onda aparece
como areas claras o fluorescentes sobre un fondo mas oscuro, esto indica, que los compuestos estan
absorbiendo fuertemente la luz UV de 254nm y no estan fluoresciendo, sino apagando la
fluorescencia de la placa.

Laluz UV de 365 nm es referida comunmente como luz verde, normalmente es utilizada
para la visualizacién de compuestos que fluorescen a esta longitud de onda, como ciertos
alcaloides, flavonoides y otros compuestos conjugados especificos. En las placas reveladas a esta
longitud de onda, la presencia de manchas oscuras sugiere que los compuestos no estan generando
flourescencia , pero si estan absorbiendo la luz UV de 365nm, esto se corrobora en la presencia
de manchas oscuras que indican la absorcién de la luz UV y la consiguiente falta de fluorescencia
del fondo de la placa.

El revelado por inmersion con vainillina proporciond una evidencia clara al comparar con
una placa teorica del kit de Alplha-cat (llustracién 21), evidenciando coincidencias con las
distancias a las que cada cannabinoide se revela respectivamente.

En el contexto de los 13 experimentos de extraccion de cannabinoides con CO- supercritico,
estas coincidencias permiten evidenciar la presencia de THC y CBD, reforzando la asignacion de
las manchas observadas a estos compuestos especificos. La posicion y el comportamiento de las
manchas bajo ambas longitudes de onda coinciden con las caracteristicas conocidas de absorcion
y no fluorescencia de estos cannabinoides, permitiendo una identificacion confiable y una

comparacion directa con los patrones.

Efectos descarboxilacion
En la extraccion Soxhlet, no es necesario descarboxilar previamente el material vegetal, ya

que el proceso implica temperaturas y tiempos suficientemente altos para facilitar la
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descarboxilacion in situ. Segin el Fondo Nacional de Estupefacientes, la descarboxilacion
completa del &cido tetrahidrocannabinélico (THCA) a THC puede lograrse a 70°C durante 17 horas
[95]. La extraccion Soxhlet utiliza etanol como solvente y que dura 12 horas a temperaturas
superiores a 70°C, garantizando una descarboxilacion efectiva durante la extraccion [96], [97].

La extraccion con COz supercritico es un método mas selectivo y respetuoso con el medio
ambiente, permite la obtencidn de cannabinoides sin necesidad de altas temperaturas. Sin embargo,
la descarboxilacion previa del material vegetal puede ser necesaria para maximizar la cantidad de
cannabinoides activos en el extracto final. Las condiciones de extraccion utilizadas en los
experimentos varian la presion entre 250-350 bar y temperaturas entre 35-55°C, temperaturas que
no son suficientes para promover la descarboxilacion completa de los acidos cannabinoides en el
tiempo de extraccion establecido de 30 minutos a 2 horas. Por lo tanto, realizar una
descarboxilacion previa a la extraccion es necesaria para obtener los metabolitos en su forma
neutra.

A continuacion, observamos la placa de cromatografia en capa fina (TLC) realizada para

comparar la presencia de los metabolitos de interés antes y después de descarboxilar.

llustracion 43. Comparacion con cromatografia de capa fina del efecto de la descarboxilacién.

La flor de cannabis sin descarboxilar (FSD) muestra varias manchas con diferentes Rf
(factores de retencion), indicando la presencia de una mezcla de compuestos, incluyendo acidos
cannabinoides como THCA y CBDA, que no se han convertido formas neutras (THC y CBD). Por
lo tanto, la flor de cannabis sin descarboxilar (FSD) contiene predominantemente THCA, CBDA
y otros compuestos que se observan como las manchas més cercanas a la linea de sembrado, ya
que estas manchas no corresponden a los factores de retencion de los patrones comparativos de

THC y CBD, aungue también estos se observan en menor concentracion. Al descarboxilar la flor
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de cannabis (FD), se observa la aparicion de manchas que coinciden con los patrones de THC y
CBD, lo que indica que la descarboxilacion ha sido efectiva en convertir los &cidos cannabinoides

en sus formas activas.

Comparacion cualitativa extracto Soxhlet y SFE

Experimento 10 (12,0648g a 45°C y
Soxhlet B3 Patron 250bar durante 2 horas)

lHustracion 27. Soxhlet B3 lHustracion 24.Patron lHustracion 32. Experimento 10

Basando la comparacion en las lustraciones 24, 27 y 32 que incluyen las TLC patron de
referencia del kit Alpha-cat y los obtenidos de las extracciones con Soxhlet B3 y el experimento
10 de fluidos supercriticos, la presencia de THC y CBD se evidencia al comparar con los
experimentos con el patron. También se observa la presencia del THCV y CBC en el revelado por
inmersion del extracto con Soxhlet y en el extracto con fluidos supercriticos.

Cualitativamente el extracto hecho con CO> supercritico contiene una mayor concentracion
de cannabinoides, evidenciado por las manchas mas grandes en las distancias correspondientes a
cada cannabinoide. La TLC de la extraccion con CO2 muestra la presencia de otros compuestos en
menor proporcién, ubicados mas arriba de los patrones de THC y CBD, que no se revelan en la
TLC del Soxhlet, indicando una selectividad para otros compuestos que no se encuentren en el
extracto Soxhlet. Para identificar a qué compuestos va asociada cada marca correspondiente es

necesario efectuar otro tipo de analisis.

Comparacion cuantitativa rendimiento
Como se observo en la llustracion 38, el método tradicional Soxhlet permite mayor
rendimiento en cantidad de extracto, pero comparando con la ilustracion 40 los extractos obtenidos

con CO; supercritico contienen mayor cantidad de cannabinoides, lo que resulta en mayor pureza,
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con extractos que contienen mas del 50% de su peso en THC y CBD, mientras que con el método
Soxhlet solo se obtienen aproximadamente 30% del extracto en THC y CBD.

El rendimiento aumenta con tiempos prolongados de extraccion. En promedio, para media
hora de extraccion se tiene un 2,8% de rendimiento, para una hora un 4,2% y con 2 horas de
extraccion se obtiene en promedio 5,8%. El experimento 10 obtuvo el mayor rendimiento, para los
experimentos que duran 2 horas de extraccion es necesario hacerle descargas intermedias cada 40
minutos. Sin descargas intermedias dio un rendimiento del 2,4% mientras que el que se hizo con
descargas intermedias dio un rendimiento de 6,3%, lo cual da una diferencia de 3,9% mas de
cantidad de extracto, indicando que sin descargas intermedias se obtiene menos de la mitad del
extracto que con las despresurizaciones intermedias. Este rendimiento del experimento de 2 horas
sin descargas intermedias es muy similar y mas cercano al promedio del rendimiento de los
experimentos con media hora de extraccion. Lo que ratifica la necesidad de ejercer descargas
intermedias en el proceso para tiempos largos de extraccion, evitar la saturacion del CO. y lograr
rendimientos mas altos.

La normalizacion de los datos permite evidenciar cuantos cannabinoides se recuperaron de
la muestra inicial de la matriz sélida, la lustracion 39 y la Tabla 10 permite observar el porcentaje
de recuperacion de cada cannabinoide. La extraccion Soxhlet arrastra todos los cannabinoides
presentes inicialmente el material vegetal con una recuperacion de mas del 90%, mientras que los
extractos con CO: supercritico varian entre 7 y 37% de recuperacion de cada cannabinoide.
También se evidencia que con CO> supercritico se recupera mayor cantidad de CBD que de THC,
por lo tanto, corrobora la selectividad que tiene para cada cannabinoide.

Los datos estadisticos indican que la presién no ejerce un impacto significativo en el
rendimiento del proceso. Las Unicas variables significativas son la temperatura y el tiempo. Altas
presiones requieren mas fluido, pero no aumentan significativamente la cantidad de extracto, solo
el consumo de COx.

Comparando la superficie de respuesta para el porcentaje de extraccion, la cantidad
obtenida con fluidos supercriticos es aproximadamente la sexta parte del extracto con Soxhlet, que
requiere 12 horas comparado con experimentos de maximo 2 horas. Segun la ecuacion obtenida
por el modelo de regresion multiple, si se emplea una extraccion con diéxido de carbono
supercritico la misma cantidad de tiempo que requeriria una extraccion Soxhlet se obtendria un

27,9% de rendimiento aproximadamente, sin embargo, este extracto contendria un mejor perfil y



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 79

menor cantidad de compuestos indeseados en el extracto, lo cual resulta beneficioso segun el uso
posterior del extracto.

Perfil de Cannabinoides

Teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 10 representados en las llustraciones 39 y 40
se observa que a 35 °C el rendimiento de CBD tiende a aumentar con la presion, sin embargo, a
350 bar y mayor tiempo de extraccion disminuye este rendimiento. En particular, a 300 bar y 0,5
horas de extraccion, se alcanza el maximo porcentaje de CBD. El incremento de la presion aumenta
la densidad del CO-, mejorando su capacidad solvente para el CBD. El THC sigue una tendencia
similar, con un aumento en el rendimiento de cada cannabinoide en las condiciones respectivas,
aunque los valores absolutos son generalmente menores que los del CBD en estas condiciones.

A 45 °C, el rendimiento de extraccion del CBD mejora notablemente, especialmente a 350
bar, donde el rendimiento es superior al observado a 35 °C. La combinacién de mayor temperatura
y presion optimiza la solubilidad del CBD en el CO: supercritico. Para el THC, se observa una
tendencia similar. La extraccion a 350 bar y 0,5 horas proporciona un buen rendimiento, lo que
indica que las condiciones de alta presion y temperatura favorecen la extraccion de THC.

A 55 °C, se mantiene la tendencia de alto rendimiento para el CBD, destacandose a 350 bar
y 0,5 horas de extraccion. La mayor temperatura reduce la viscosidad del CO-, facilitando la
penetracion en el material vegetal y la solubilizacion del CBD. EI THC muestra un comportamiento
similar, con rendimientos elevados bajo condiciones de alta presidn y temperatura.

En general es notable que en todas las condiciones de temperatura la mayor cantidad de
cannabinoides se obtuvo a menores tiempos de extraccion, lo que indica que con menores tiempos
de extraccion se obtienen mayor cantidad de cannabinoides en el extracto y menor cantidad de
otros compuestos que puedan ser arrastrados en el proceso.

Comparando estos resultados con la metodologia Soxhlet, se observa que los rendimientos
de CBD son inferiores en comparacion con la extraccion con CO: supercritico en las mejores
condiciones para mayor cantidad de cannabinoides en el extracto (alta temperatura y cortos tiempos
de extraccion). Esto sugiere que el CO: supercritico es un solvente mas eficiente para el CBD,
probablemente debido a su mayor capacidad de penetracion y solubilizacion bajo condiciones

supercriticas. De manera similar, los rendimientos de THC con Soxhlet son inferiores a los
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obtenidos con CO: supercritico, reafirmando la selectividad del CO- supercritico en la extraccion
de THC, que se beneficia de la alta solubilidad y selectividad del CO: en estado supercritico.

El CO: supercritico presenta una alta afinidad por compuestos lipofilicos, el CBD al ser un
metabolito secundario proveniente de los lipidos es altamente soluble en CO-. supercritico. A
presiones elevadas, el CO: aumenta su densidad, mejorando la solubilizaciéon del CBD. La
temperatura también juega un papel importante, ya que incrementa la energia cinética de las
moléculas, facilitando su desorcion y solubilizacion. Aunque el THC también es soluble en CO:
supercritico, muestra una solubilidad ligeramente menor que el CBD, posiblemente debido a
diferencias en la estructura molecular y polaridad. Sin embargo, el aumento de presion y
temperatura mejora significativamente su extraccion, similar al CBD.

Se observa una tendencia hacia una mayor extraccion de CBD en comparacion con THC,
debido a la mayor afinidad del CBD, que es ligeramente mas polar que el THC, por el CO;
supercritico en estas condiciones [98]. La extraccién Soxhlet, que utiliza solventes organicos a
temperaturas elevadas durante un periodo prolongado, muestra una menor selectividad entre CBD
y THC en comparacion con CO- supercritico, debido a que no permite ajustes finos en las

condiciones del solvente como lo hace el CO; supercritico [54]

Comparacioén de cannabinoides diferentes métodos

La grafica de la ilustracion 40 muestra la cuantificacion de los extractos de cannabis
realizados con CO- supercritico en diferentes condiciones de presion y temperatura, comparados
con la extraccion Soxhlet. Los colores claros representan el contenido de THC, mientras que los
colores oscuros indican el contenido de CBD sobre la totalidad de THC y CBD contenidos en el
extracto.

El CO; supercritico es un solvente versétil y eficiente para la extraccion de cannabinoides
debido a su capacidad de ajustar sus propiedades (densidad, viscosidad, etc.) mediante cambios en
la presion y la temperatura. Este solvente puede ser mas selectivo para ciertos compuestos
dependiendo de las condiciones de extraccion.

La selectividad del CO2 supercritico se puede explicar en términos de la solubilidad
diferencial de los cannabinoides bajo diferentes condiciones de presién y temperatura. EI CBD,
siendo mas polar que el THC, puede disolverse mejor en CO2 supercritico a presiones y
temperaturas especificas. Ademas, el CO2 supercritico tiene la ventaja de poder penetrar
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eficientemente en la matriz vegetal y extraer compuestos de manera selectiva mediante ajustes en
las condiciones operativas. Se ha observado que diferentes combinaciones de temperatura y presion
pueden favorecer la extraccion de CBD sobre THC o viceversa. Por ejemplo, temperaturas
mas bajas combinadas con presiones elevadas pueden ser mas selectivas para el CBD [99].

Basados en la ilustraciéon 41, que compara la eficiencia de la extraccion de cannabinoides
utilizando diversas condiciones de CO> supercritico y el método Soxhlet. También se observa que
la extraccion de CBD con CO: supercritico durante media hora (0.5 h) a diferentes temperaturas y
presiones produce mayores rendimientos de CBD en comparacion con los tiempos de extraccion
de 1 hora y 2 horas en muchas condiciones. Este fendmeno se puede explicar por factores
relacionados con la cinética de extraccion rapida, ya que el CO2 puede disolver y transportar la
mayor parte de los cannabinoides disponibles en la superficie y en los poros accesibles de la matriz;
un estudio sobre la cinética de extraccion de compuestos bioactivos sugiere que los primeros
minutos de la extraccion son criticos y proporcionan una cantidad significativa del compuesto
objetivo debido a la alta concentracion de solutos accesibles [100].

Durante los primeros 30 minutos, el CO: supercritico puede no alcanzar la saturacion
completa de solutos, permitiendo una extraccién mas eficiente de CBD. Sin embargo, a medida
que el tiempo avanza, la saturacion del CO: con los solutos extraidos puede reducir la eficiencia de
extraccion en cuanto a este cannabinoide [101]. Las condiciones dptimas para tener mayores
concentraciones de CBD en los extractos son a 45°C durante media hora a 250 bar y 350 bar,
estudios demuestran que en estas condiciones aumenta la solubilidad del compuesto en tiempos
cortos [102].

Extracciones con tiempos prolongados enfrentan limitaciones debidos a la difusion del
CBD desde el interior de la matriz vegetal. La cinética de extraccion muestra que los tiempos
adicionales proporcionan rendimientos incrementales menores [100]. Aunque a temperaturas
moderadas se minimiza la degradacion térmica, tiempos prolongados de extraccién pueden

incrementar la degradacion de compuestos sensibles [103].

Consumo de CO2
Basados en los resultados de la Tabla 12. El tiempo de extraccion es determinante para
alcanzar el equilibrio entre el solvente y la matriz sélida. Un tiempo mas prolongado permite una

mayor interaccion entre el CO: supercritico y la matriz, mejorando el rendimiento.
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Aumentar la temperatura conlleva al aumento de la solubilidad de los compuestos en CO-
supercritico debido a la mayor energia cinética de las moléculas, lo que facilita su difusion y
disolucion. Aumentar la presion generalmente aumenta la densidad del CO: supercritico,
mejorando su capacidad de disolucion. Sin embargo, mas allad de cierto punto, el aumento de
presion puede no incrementar significativamente el rendimiento debido a la saturacion del solvente.

El experimento 9 (35°C, 300 bar, 2 horas) muestra un rendimiento del 6,2% con un consumo
de CO: de 264,86 L, indicando que una alta presion a temperatura moderada puede ser efectiva,
pero también resultando en un mayor consumo de CO.. En el experimento 10 (45°C, 250 bar, 2
horas), se obtiene el mayor rendimiento del 6,3% con un consumo de CO: de 189,12 L.
Demostrando que un tiempo adecuado de extraccion y condiciones optimizadas de temperatura y
presion, puede maximizar el rendimiento sin un consumo excesivo de CO..

Experimentos como el 11 (35°C, 300 bar, 1 hora) muestran un bajo rendimiento del 2,7%
con un consumo de CO: de 131,93 L, indicando que, aunque el consumo de CO: es bajo, el

rendimiento extraccion es bajo.

Ventajas y desventajas de cada método de extraccion.

Tabla 16. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion Soxhlet y SFE

Ventajas Desventajas
Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Las condiciones termodindmicas en las que se La aplicacion de esta técnica implica
hace la extraccion son bajas, la temperaturay | conocimiento técnico especializado para
la presion operan bajo condiciones suaves, 1o operar y optimizar las condiciones del
que implica mayor control en el proceso. proceso limitando la accesibilidad.
Los fluidos supercriticos  utilizados Los costos de inversion para una extraer

normalmente son compuestos no tdxicos y con fluidos supercriticos es mayor, lo que
seguros, el mas utilizado es el CO2, que es un puede implicar una barrera significativa
solvente no tdxico inerte y seguro. para pequefias empresas o laboratorios
Los tiempos de extraccion son menores al
implementar presiones elevadas para arrastrar
o0 solubilizar rapidamente los compuestos de
interés, permitiendo una mayor eficacia en el
tiempo

El nivel de escalacion puede ser limitado,

aungue a nivel de laboratorio sea viable a

pequefa escala, puede presentar desafios
técnicos y econdmicos [100]




Aumento de la velocidad de reaccién en
procesos que ocurren en fase liquida
(controlados por la difusion)
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Los rendimientos de extraccion son
menores comparados con otros métodos de
extraccion
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El CO; utilizado puede ser recuperado y
reutilizado facilmente, lo que mejora la
sostenibilidad y reduce los costos operativos a
largo plazo

El CO; supercritico tiene una polaridad
similar a la de un solvente no polar, lo que
puede limitar su capacidad para extraer
compuestos muy polares sin el uso de
cosolventes

Segun las condiciones termodinamicas del
proceso existira una preservacion de
compuestos termolabiles, lo que implica una
mayor selectividad y un aumento en la pureza
del extracto.

Extraccion Soxhlet

Es un proceso sencillo, econémico y fécil de
implementar, requiere equipos basicos y es
facil de implementar en la mayoria de los
laboratorios.

Es una extraccion muy lenta ya que el ciclo

de extraccion dura varias horas de proceso,

lo cual limita su uso cuando se necesita una
extraccion rapida

Es un método que permite una extraccién
exhaustiva de los compuestos presentes en el
material vegetal inicial.

Requiere grandes cantidades de volumenes
de solvente, lo cual ademas de afectar su
economia también afecta el tema ambiental
implicando la necesidad de su recuperacion
y manejo adecuado para evitar problemas
de seguridad y contaminacion

Es especialmente Util para extraer compuestos
que tienen baja solubilidad en el solvente a
temperatura ambiente

Al requerir temperaturas elevadas durante el
proceso para la ebullicion del solvente
puede causar degradacion térmica de los
compuestos sensibles al calor afectando
calidad y pureza del extracto.

No requiere un control muy preciso de las
condiciones operativas como temperatura y
presion

No es una técnica adecuada para la
extraccion de compuestos volatiles ya que
pueden evaporarse y perderse durante el
proceso de ebullicion y condensacion

Debido a su naturaleza continua y repetitiva
tiende a ser altamente reproducible

Permite extraer grandes cantidades de
muestras con una buena consistencia en los
resultados
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IX. CONCLUSIONES

e Laextraccion con CO- supercritico ha demostrado ser mas selectivo que el método Soxhlet
en términos de la obtencién de cannabinoides como CBD y THC. La capacidad del CO;
supercritico de ajustar sus propiedades fisicas mediante cambios en presion y temperatura,
confiere en una alta selectividad y pureza en la extraccion de compuestos especificos.

e Las condiciones Optimas de extraccion de cannabinoides con CO> supercritico son a 45°C
durante 2 horas a 250 bar, obteniendo un rendimiento del 6,3%.

e Los resultados estadisticos indican que las variables que méas impacto tienen en el
rendimiento de la extraccion con CO: supercritico son la temperatura y el tiempo, estas
variables impactan directamente proporcional al rendimiento, sin embargo, con la presion
ha demostrado no tener un impacto significativo.

e Al comparar el método Soxhlet con la extraccion con CO: supercritico, se evidencia que el
segundo ofrece ventajas significativas en términos de tiempo de extraccién y selectividad.
El método Soxhlet, aunque exhaustivo y con mayores rendimientos de extraccion es lento
y menos selectivo, ademas de requerir grandes volimenes de solvente organico y
temperaturas elevadas que pueden degradar los compuestos sensibles.

e La selectividad del CO: supercritico para compuestos como el CBD es mayor que para el
THC, debido a diferencias en la solubilidad y polaridad molecular. Siendo mayor esta
diferencia con menores tiempos de extraccion. Lo cual permite ajustar las condiciones de
extraccion (presion y temperatura) para maximizar la recuperacién de CBD sobre THC o
viceversa, segun los objetivos del proceso.

e El perfil de cannabinoides obtenido con cada método varia significativamente respecto a la
caracterizacion de la materia vegetal inicial, los extractos obtenidos con Soxhlet son en
proporcion muy similares a la materia prima, sin embargo, los extractos con CO:
supercriticos contienen un perfil que favorece al CBD.

e Larecuperacionde THC y CBD es mayor en la extraccion Soxhlet, ya que al ser un extracto
de espectro completo recupera aproximadamente el 100% de los metabolitos contenidos en
el material vegetal inicial. Mientras que en la extraccion con CO: supercritico el residuo de

la extraccion todavia contiene THC y CBD disponible para extraer.



EVALUACION DE LA EXTRACCION DE CANNABINOIDES... 85

e El manejo del equipo de extraccion con CO: supercritico requiere conocimientos técnicos
especializados debido a la necesidad de controlar con precision las condiciones de presién
y temperatura para optimizar la extraccion de cannabinoides. La configuracion y operacion
del equipo demandan una formacion adecuada para asegurar la seguridad y eficiencia del
proceso.

e La cinética de extraccion rapida con CO: supercritico muestra que los primeros 30 minutos
son criticos para obtener una cantidad significativa de cannabinoides debido a la alta
concentracion de solutos accesibles. A medida que el tiempo avanza, la saturacion del CO-
con los solutos extraidos puede reducir la eficiencia de extraccion, sugiriendo que los

tiempos de extraccion prolongados proporcionan rendimientos incrementales menores.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales para optimizar aun mas los parametros de
extraccion de CO: supercritico, explorando combinaciones de temperatura, presion y tiempo mas
alla de los limites establecidos en este estudio. La implementacion de un disefio experimental méas
amplio podria identificar condiciones operativas que maximicen ain mas el rendimiento y la
selectividad de los cannabinoides.

Investigar la viabilidad de escalar el proceso de extraccion con CO: supercritico a niveles
industriales, el estudio de resultados mas acertados sobre la eficiencia y el costo en condiciones de
operacion a gran escala proporcionaran una visién mas clara sobre la aplicabilidad comercial de
esta tecnologia.

La incorporacién de cosolventes amigables con el medio ambiente podria mejorar la
solubilidad de los compuestos objetivo. Futuros estudios deberian investigar el efecto de diferentes
cosolventes en la eficiencia de extraccion y en la calidad de los extractos obtenidos.

Ademas de los cannabinoides principales (THC, CBD y CBN), se recomienda estudiar la
extraccion de otros componentes bioactivos presentes en el Cannabis Sativa sp. La identificacion
y cuantificacion de estos componentes podria abrir nuevas vias de aplicacion y mercado.

El estudio financiero de las metodologias empleadas en este trabajo permitiria visualizar la

aplicabilidad para pequefias y grandes industrias de extraccion.
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