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Caracterizacion de perfiles quimicos en Cannabis sativa: evaluacion de un método de extrac-
cién popular para identificar quimiotipos. Este estudio aborda la caracterizacién de los cannabinoi-
des de distintas variedades de Cannabis sativa cultivadas en Paraguay, enfocandose en la determi-
nacion de la relacion entre los fitocannabinoides primarios, tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol
(CBD). Utilizando técnicas avanzadas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se anali-
zaron los extractos de Cannabis, identificando variaciones significativas en las concentraciones de
cannabinoides que subrayan la diversidad quimica intrinseca entre las variedades estudiadas. Ade-
mas, se evaluaron métodos de extraccion caseros, empleando etanol y maceracion en frio, seguidos
de una evaporacion del solvente a baja temperatura. Los resultados mostraron relaciones variables
de CBD: THC, indicando la idoneidad de los extractos para aplicaciones terapéuticas e industriales
(cédfamo o Cannabis no psicoactivo). La investigacion se llevé a cabo teniendo en cuenta las regu-
laciones nacionales, garantizando la integridad y aplicabilidad de los hallazgos. Este trabajo no solo
contribuye al corpus cientifico existente sobre el Cannabis, sino que también resalta la importancia
de la investigacion orientada a la optimizacion de su cultivo y utilizaciéon medicinal, alineada con los
intereses nacionales expresados en el Decreto N° 3999.

Palabras clave: Cannabis sativa, tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD), cromatografia liqui-
da de alta resolucion (HPLC), marcadores moleculares, quimiotipos

Characterization of chemical profiles in Cannabis sativa: evaluation of a popular extraction
method to identify chemotypes This study addresses the characterization of cannabinoids in di-
fferent Cannabis sativa varieties cultivated in Paraguay, focusing on determining the ratio between
the primary phytocannabinoids, tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD). Using advanced
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high-performance liquid chromatography (HPLC) techniques, Cannabis extracts were analyzed, iden-
tifying significant variations in cannabinoid concentrations that highlight the intrinsic chemical diver-
sity among the studied varieties. Additionally, homemade extraction methods were evaluated, using
ethanol and cold maceration, followed by low-temperature solvent evaporation. The results showed
variable CBD ratios, indicating the suitability of the extracts for therapeutic and industrial applications
(hemp or non-psychoactive Cannabis). The research was conducted considering national regulations,
ensuring the integrity and applicability of the findings. This work not only contributes to the existing
scientific corpus on Cannabis but also emphasizes the importance of research aimed at optimizing its
cultivation and medicinal use, aligned with national interests expressed in Decree No. 3999.

Keywords: Cannabis sativa, tetrahydrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD), high-performance liquid

chromatography (HPLC), molecular markers, chemotypess

INTRODUCCION

Cannabis sativa L., s (Cannabaceae), ha sido uti-
lizada por milenios con diversos fines, incluyendo
aplicaciones medicinales, terapéuticas, textiles e
industriales, compartiendo una notable cercania
con la planta de lupulo (Humulus lupulus L.) de
la misma familia (Yang et al., 2013; Sytsma et
al., 2002). En el ambito medicinal, se ha destaca-
do por su potencial terapéutico y paliativo frente
a diversas dolencias, tales como el dolor (Duran
Delmas y Capella Hereu, 2004), esclerosis multi-
ple (Fragoso ef al., 2020), Parkinson y enferme-
dades neurodegenerativas (Kindred et al., 2017,
Suero-Garcia et al.,2015) inflamaciones (Burs-
tein, 2015) y ha mostrado potencial para evitar
el ingreso del virus SARS-COV 2 al interior de
las células (Wang et al., 2020) caused by the se-
vere acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2).

En el contexto de usos no medicinales, el
cannabis ha sido empleado en la fabricacion de
telares, mallas y velas de barcos debido a la resis-
tencia y durabilidad de la fibra de su tallo (Bac-
kes, 2019). Ademas, registros arqueoldgicos han
evidenciado su domesticacion (Flota Vasquez,
2021) y se ha reportado un alto contenido de nu-
trientes en diferentes partes de la planta (Teterycz
et al., 2021; Klir et al., 2019) , respaldando su
uso como suplemento alimenticio.

Cannabis sativa es conocido por diversos
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nombres, como “marihuana”, “cdnamo” y “can-
nabis medicinal”, cada uno designando el uso
especifico que se le da a una misma planta (Diaz
Rojo, 2004). Los usos dependen de la concentra-
cion de uno u otro metabolito secundario produ-
cido por la planta. Los metabolitos secundarios
mas conocidos y estudiados son el A-9-tetrahi-
drocannabinol (THC), que le confiere sus pro-
piedades psicoactivas (Casajuana Kogel et al.,
2016), y el cannabidiol (CBD), conocido como el
componente no psicoactivo y permitido para su
uso terapéutico, medicinal, alimenticio e indus-
trial (Backes, 2019; Burstein, 2015).

Desde una perspectiva de su estructura mo-
lecular, tanto el cannabidiol (CBD) como el del-
ta-9-tetrahidrocannabinol (THC) comparten la
misma formula molecular: C, H, O,. Sin embar-
g0, su diferencia radica en la disposicion de estos
atomos en las moléculas (Figura 1). En el caso del
CBD, presenta un anillo bencénico con dos gru-
pos hidroxilos (-OH) en posicién meta, mientras
que el THC exhibe un anillo ciclico oxanico y un
solo grupo hidroxilo. Esta diferencia desempeiia
un papel fundamental en la interaccion de ambos
compuestos con los receptores cannabinoides, lo
que, a su vez, da lugar a efectos distintos.

En Paraguay, una considerable parte de la
produccion y exportacion de Cannabis se reali-
za de forma clandestina, asociada al narcotrafico
(Garat, 2016). El pais ostenta el primer lugar en
Sudamérica en términos de produccion de esta



planta (Uranga, 2021). No obstante, las regula-
ciones han experimentado cambios desde el afio
2017 (Jara Villamayor et al., 2022) lo que ha ha-
bilitado la importacion de semillas de variedades
no psicoactivas y ha dado inicio a exportacio-
nes legales de productos derivados del cafiamo
industrial producidos localmente (IP, 2022; La
Nacion, 2021; Lasser, 2021). Ademas, se impor-
tan varios productos de cannabis medicinal con
fines terapéuticos (Resolucion DNVS 65, 2021;
Resolucion No718, 2019). Ante este panorama y
considerando el potencial econdémico, industrial,
medicinal, se abren nuevas oportunidades para
investigar en temas relacionados al Cannabis y
es imperativo generar informacion cientifica na-
cional que facilite la discriminacion de las dife-
rentes variedades cultivadas en el pais, con dis-
tintas aplicaciones y usos finales.

Entre los usuarios que persiguen fines medici-
nales, existen diferentes metodologias de extrac-
cidn caseras o artesanales, donde varian el sol-
vente empleado y el método de eliminacion del
solvente (Bugvila, 2022), por lo que resulta de
interés la determinacion de los cannabinoides en
ese tipo de preparados de drogas vegetales de uso
corriente o popular. Dentro de estas metodologias
empleadas, una con la cual se obtiene un prepa-
rado sefialado como de mayor “efectividad” entre
los usuarios es la que emplea etanol y maceracion
en frio, junto con una baja temperatura de evapo-
racion del solvente, generalmente a temperatura
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Figura 1. Estructuras del THC y CBD (Elaboracion propia)
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ambiente, usando ventiladores o acondicionado-
res de aire.

El objetivo principal de este estudio es deter-
minar el perfil quimico de los extractos etano-
licos de C. sativa de distintas variedades culti-
vadas en Paraguay, con especial atencion en la
cuantificacion y caracterizacion de los cannabi-
noides THC y CBD. Paralelamente, otro de los
objetivos fue conocer la composicion de prepa-
rados realizados por usuarios, de forma artesanal.
Por este motivo, los estudios se llevaron a cabo
utilizando métodos de preparacion que imitan los
procesos caseros realizados por organizaciones
sociales o extracciones hechas en el hogar, con
el fin de comprobar la eficacia de dichos méto-
dos en la extraccion de los citados cannabinoides
para posibles usos medicinales.

Marco Legal

Todos los procedimientos experimentales des-
critos en este estudio se llevaron a cabo en estric-
ta conformidad con las regulaciones nacionales e
institucionales. La investigacion se condujo bajo
el marco de la Ley 6007 y su reglamentacion co-
rrespondiente, autorizando especificamente a la
Universidad Nacional de Asuncion (UNA) a rea-
lizar estudios cientificos y médicos con derivados
de C. sativa (Ley N° 6007/2017). Ademas, este
trabajo se alinea con la resolucion 1043/2023 del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG),
por la cual se autorizé a ejecutar el proyecto de
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investigacion.

Es importante destacar que esta investigacion
también se sitlia en concordancia con el Decreto
N° 3999, que establece el ‘Programa Nacional
para la Promocion, Fomento, Cultivo, Desarro-
llo de la Produccion, Comercializacion e Inves-
tigacion del Cafiamo Industrial (Cannabis no
Psicoactivo)’, declarando estos temas de interés
nacional (Decreto 3999, 2020). Nuestro estudio
contribuye directamente a los objetivos de este
decreto, enfocandose en un area de creciente im-
portancia y prioridad para el desarrollo cientifico
y economico del pais.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se efectuaron en las instalaciones
del laboratorio de biotecnologia del Centro Mul-
tidisciplinario de Investigaciones Tecnologicas
de la UNA, ubicado en el campus universitario
de San Lorenzo. Este laboratorio estd equipado
adecuadamente y cumple con todas las medidas
de seguridad y protocolos necesarios, garantizan-
do asi la integridad, calidad y confiabilidad de los
resultados obtenidos.

1. Obtencion de Muestras Vegetales

Las muestras vegetales de C. sativa utilizadas
en este estudio fueron proporcionadas por la em-
presa Flavors del Paraguay, especificamente para
su marca EVONA S.A. Se emplearon 4 muestras
diferentes de inflorescencias frescas de C. sativa,
correspondientes a cuatro variedades cultivadas
en Paraguay, denominadas EV1i, EV2i, EV3iy
EV7i.

2. Elaboracion de Extractos Etanoélicos

Para este estudio, se llevaron a cabo extrac-
ciones de las inflorescencias frescas de cannabis
(2 g) utilizando métodos que imitan los procesos
caseros o artesanales. Para ello, se aplico la téc-
nica de maceracion en frio utilizando 27mL de
etanol absoluto previamente enfriado en el con-
gelado a -30°C, para luego verter en el mismo
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recipiente de las muestras frescas sin triturar, se-
guida de un proceso de almacenamiento en frio
en un congelador a -30°C durante 24 horas con el
recipiente cubierto.

Posterior a este tiempo, se realizo un filtrado
y se procedié a evaporar el etanol contenido en
el extracto hasta obtener la resina. Este proceso
se llevo a cabo inicialmente en una estufa a 80°C
durante una hora y luego se continué a 105°C por
30 minutos mas, logrando la evaporacion total de
cualquier resto de agua en la resina.

3. Analisis de extractos por HPLC-UV

Las resinas obtenidas se retomaron con 25 mL
de metanol grado HPLC y se sonicaron durante
5 minutos para asegurar la disolucion completa.
Cada una de estas soluciones, se diluyeron con
metanol grado HPLC hasta una proporcion 1:10.
Para la identificacion y cuantificacion de CBD y
THC en los extractos, se prepararon soluciones
madre de los estandares de cada cannabinoide,
proporcionados por el Centro Multidisciplinario
de Investigaciones Tecnologicas (CEMIT), de
concentracion 1 mg/mL. Se tomaron 500 pL de
cada solucién madre y se agregd metanol hasta
completar 2 mL de solucion final. Las soluciones
finales estuvieron en el rango de concentraciones
de 25 ppm a 125 ppm.

Se us6 el método reportado por Miltos Ugar-
te, R. con ligeras modificaciones (Miltos Ugarte,
2020). Tanto los extractos como las soluciones de
las curvas de calibracion se filtraron y analizaron
mediante HPLC-UV. Se emple6 un Cromatogra-
fo liquido (HPLC) Marca: SHIMADZU, modelo
LC-20AT: Con bomba cuaternaria, detector de
arreglo de diodos, detector de fluorescencia, con
una columna C18 marca agilent modelo eclipse
XDB-CI8XXX de 5 micras de porosidad y de
4.6 mm de diametro x 250 mm de largo. La fase
movil estuvo compuesta por una combinacion de
tampon fosfato y acetonitrilo (ACN), preparada
bajo condiciones controladas para garantizar la
precision en la separacion de compuestos. En pri-
mer lugar, se prepar6 la soluciéon tampon fosfato
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Tabla 1. Masas y rendimientos de resinas para los cuatros variedades de C. sativa

Muestra Masa (g) Rendimiento (%) DER (Drug Extract Ratio)
EV1i 0,89 44,77 2,24:1
EV2i 1,14 57,39 1,75:1
EV3i 0,87 43,60 2,25:1
EV7i 0,58 29,34 3,44:1

(5 mM) y se ajusto el pH a 3,45 con acido fosfo-
rico. Posteriormente, se establecio la proporcion
de la fase movil mezclando acetonitrilo con la
solucion tampon fosfato en una relacion volumé-
trica de 3:1 (ACN: tampdn fosfato). El volumen
de inyeccion fue de 20 ul.

RESULTADOS

1. Rendimientos de Extractos Etanoélicos

A partir de las cuatro variedades de inflores-
cencias codificadas como EV1i, EV2i, EV3i y
EV7i, se obtuvieron extractos etandlicos (resi-
nas) con masas y rendimientos variables, como
se muestra en la Tabla 1.

2. Analisis de Extractos por HPLC-UV

Las ecuaciones derivadas de estas curvas para
el THC y el CBD fueron ‘y = 5487,2x - 30069’
y ‘y = 5756,4x - 37509°, respectivamente. Estas
ecuaciones demostraron una fuerte correlacion
lineal entre las concentraciones de los estandares
y las respuestas observadas, con coeficientes de
correlacion (R?) de 0,9992 para el THC y 0,9997
para el CBD.

Las proporciones de CBD: THC en las mues-
tras variaron significativamente, siendo la varie-
dad EV7i la que present6 la mayor diferencia en
la relacion CBD: THC (645:1), y EV1i la que
mostrd la menor (201:1) (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion entre las concentraciones de CBD y
THC (CBD: THC)

Muestra  Relacion CBD:THC
EV1i 201:1
EV2i 324:1
EV3i 596:1
EV7i 645:1
DISCUSION

Las variedades de C. sativa estudiadas, codi-
ficadas como EV1i, EV2i, EV3iy EV7i, mostra-
ron diferencias notables en los rendimientos de
las resinas obtenidas, siendo EV2i la de mayor
rendimiento y EV7i la de menor. En la informa-
cion proporcionada por la empresa, se indico que
las semillas de las variedades provienen de Esta-
dos Unidos, por lo que pertenecen a un agroeco-
sistema diferente.

La variabilidad en los rendimientos podria
atribuirse a las diferencias genotipicas y a la res-
puesta de las plantas a los estimulos ambientales
(Andre et al., 2016), aunque los detalles especi-
ficos sobre las variedades no se pueden divulgar
debido a la propiedad intelectual de la empresa
proveedora. Las variedades de Cannabis sativa
investigadas en este estudio, identificadas como
EV1i, EV2i, EV3i y EV7i, exhibieron diferen-
cias significativas en los rendimientos de resina,
destacando EV2i por su superioridad en este as-
pecto. Estas discrepancias en los rendimientos no
son ajenas al mundo del Cannabis, ya que estu-
dios previos han documentado variaciones simi-
lares. Por ejemplo, una investigacion subraya la
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influencia de factores genéticos y ambientales
en el metabolismo secundario de las plantas, lo
que se refleja en la produccion de cannabinoides
(Garcia-Tejero et al., 2020). Este fendmeno se
corrobora en nuestro estudio, sugiriendo que la
genética y las condiciones de cultivo especificas
de cada variedad, incluidos los factores de estrés
ambiental, son determinantes cruciales en la sin-
tesis de cannabinoides.

Nuestro analisis también se alinea con inves-
tigaciones recientes que exploran la optimizacion
del cultivo de Cannabis. Un articulo describe
como las practicas de manejo, como la optimiza-
cion del riego y la nutricion, pueden mejorar sig-
nificativamente la producciéon de cannabinoides
(Bevan et al., 2021). Aunque nuestro estudio no
se adentra en practicas agrondmicas especificas,
los resultados sugieren que las variedades estu-
diadas podrian haber respondido positivamente a
técnicas de cultivo optimizadas, reflejado en los
rendimientos de resina observados.

Las practicas de cultivo y manipulacién de la
arquitectura de las plantas de Cannabis también
pueden influir directamente en la consistencia y
estandarizacion de los cannabinoides. Se revela
que la modulacién de la arquitectura de la planta
puede aumentar la estandarizaciéon del perfil de
cannabinoides, aumentando la uniformidad de
las concentraciones de cannabinoides en la plan-
ta, especialmente en las partes inferiores donde
naturalmente son mas bajas (Danziger y Berns-
tein, 2021). Los tratamientos que mas afectaron
el perfil de cannabinoides fueron aquellos que
tuvieron un gran impacto en la estructura de la
planta, como la eliminacion de ramas primarias y
secundarias (Danziger y Bernstein, 2021).

Otro estudio menciona que las respuestas de-
penden de la capacidad metabdlica de la planta
estudiada determinada por el fondo genético,
dependiendo del género, especie, genotipo y cul-
tivar investigados, factores ambientales y etapa
de desarrollo (Isah, 2019). Esto no solo afecta
a la produccion de metabolitos de interés, sino
también a otro tipo de productos como semillas
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o tallos. En un proyecto (Bolanos Herrera ef al.,
2020), se evaluaron diferentes cultivares de cafia-
mo industrial en dos regiones de Costa Rica. Se
evaluaron variables como la cuantificacion del
rendimiento (fibra, grano y flor seca) e incidencia
de insectos y enfermedades. Los resultados ob-
tenidos mostraron que las condiciones climaticas
afectaron el crecimiento y la produccion de tallos
apropiados para la obtencién de fibra.

Es importante entender ademas las respuestas
fisiologicas de la planta a diferentes condiciones
de luz para maximizar la eficiencia en la pro-
duccidn, especialmente en entornos controlados
como los interiores, donde la luz y otros factores
pueden ser cuidadosamente regulados. Un estu-
dio destaca que la respuesta de la planta al incre-
mento de la intensidad de luz no es uniforme en
todas sus caracteristicas (Rodriguez-Morrison et
al., 2021). Por ejemplo, el rendimiento de la in-
florescencia seca aumento linealmente con la in-
tensidad de luz creciente, mientras que la fotosin-
tesis a nivel de hoja se satur6 a niveles mucho
mas bajos (Rodriguez-Morrison et al., 2021).
Ademas, la densidad de la inflorescencia apical y
el indice de cosecha también aumentaron lineal-
mente con una mayor intensidad de luz, resultan-
do en tejidos comercializables de mayor calidad
y menos tejido superfluo para desechar.

Aunque no se realizdo una descarboxilacion
previa a la extraccion, es plausible que la con-
version de los acidos THCA y CBDA haya ocur-
rido durante la etapa de evaporacion, posible-
mente influenciando las concentraciones de CBD
y THC detectadas mediante HPLC-UV (Baratta
et al., 2019). El efecto de la temperatura en la
conversion de cannabinoides se demostrd en
un estudio donde se empled extraccion liquida
presurizada, en el cual se fij6 que la temperatu-
ra a la que se empiezan a convertir las formas
acidas THCA y CBDA mediante ese método de
extraccion es de 80°C, ocurriendo la conversion
total de CBDA a CBD a los 140°C y el pico
maximo de conversion de THCA a THC a los
120°C (Olejar y Kinney, 2021). Con respecto a



la descomposicion de los cannabinoides THC
y CBD a otros productos como el cannabinol
(CBN), podemos mencionar que la temperatura
de evaporacion fijada en el presente trabajo no
alcanzo el minimo ideal para la descomposicion
de ambos metabolitos, Este hecho quedo publica-
do en un estudio realizado en el afio 2022 sobre
el efecto de la temperatura en la degradacion de
los cannabinoides, en el cual demostraron que es
necesario una temperatura mayor a 250°C por un
tiempo superior a 30 minutos para descomponer
los cannabinoides CBD y THC (Garcia-valverde
et al., 2022). La descomposicion del CBD en
estas condiciones produciria THC y CBN como
productos y la descomposicion del THC en esas
condiciones produciria CBN. Si bien en este es-
tudio no se determinaron otros productos que se
pudieron haber formado en el proceso de evap-
oracion, se determind que mediante el método
aqui publicado es posible extraer el CBD, cuya
importancia es fundamental para las aplicaciones
terapéuticas. En un futuro ensayo se realizara la
determinacion correcta de los cannabinoides to-
tales en los extractos mediante el mismo método
de extraccion.

La descarboxilacion térmica a altas tempera-
turas, pero solo durante un tiempo limitado, puede
maximizar la conversion de THCA en THC antes
de que la concentracion de THC comience a dis-
minuir drasticamente debido a la evaporacion o
descomposicion en otros productos como el can-
nabinol (CBN) y otros subproductos no identi-
ficados (Beadle, 2020). Ademas, los cambios en
la composicion relacionados con la evaporacion
comienzan a temperaturas tan bajas como las de
secado y curado, y se vuelven extensos durante la
descarboxilacion, siendo la tasa relativa de evap-
oracion de los componentes determinada por su
presion de vapor relativa, y los monoterpenos se
pierden primero (Eyal ef al., 2023).

Es importante notar que la matriz en la que
se encuentran los cannabinoides puede jugar un
papel crucial en la descarboxilacion. En el estu-
dio mencionado, la descarboxilacion de CBDA
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aislada fue menos frecuente en comparacion con
la descarboxilacién de CBDA en el extracto de
Cannabis, sugiriendo que los componentes de la
matriz en el extracto de Cannabis actian como
catalizadores durante la reaccion térmica (Seo
et al., 2022). Por lo tanto, la matriz y las condi-
ciones de la evaporacion podrian haber influen-
ciado las concentraciones de CBD y THC de-
tectadas en este estudio. Esto indica que también
podria ser importante enfocar una investigacion
sobre las condiciones especificas de evaporacion
y la matriz de los cannabinoides y como afectan
a la descarboxilacion y, por ende, las concentra-
ciones de estos compuestos.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

A través de una técnica de extraccion relati-
vamente sencilla, se lograron obtener resinas con
rendimientos considerables en relacion con la
masa de inflorescencias utilizada para las mues-
tras. Ademas, los resultados revelaron relaciones
CBD: THC que indican la idoneidad de los extrac-
tos de estas variedades para aplicaciones terapéu-
ticas e industriales (cafiamo o Cannabis no psi-
coactivo). Si se diera el caso de realizar extractos
para aplicaciones medicinales, estas variedades
podrian ser potencialmente autorizadas a futuro en
el pais, aunque se recomienda replicar los ensayos
analiticos para corroborar estos datos.

En este estudio se utilizd un método de ex-
traccion sencillo, emulando al artesanal a partir
de inflorescencias frescas de Cannabis, seria al-
tamente recomendable repetir el mismo proceso
de extraccion para determinar la presencia y con-
centracion de otros metabolitos de interés, como
las formas 4cidas THCA y CBDA, asi como el
producto de descomposicion CBN. Este analisis
podria complementarse con un estudio genético
para evaluar la presencia o ausencia de enzimas
sintetizadoras tanto de THC como de CBD. La
correlacion de los resultados obtenidos mediante
ambas técnicas permitiria una determinacidon aun

23



mas precisa de las variedades de Cannabis estu-
diadas en futuras investigaciones.

Es pertinente destacar que el proceso de ob-
tencion de permisos para el acceso y el analisis
de las muestras y la colaboracion con empresas
autorizadas para la produccion presentd desafios
significativos en términos de tramites administra-
tivos y tiempo. La gestion ética y trazable de per-
misos y muestras es crucial para facilitar inves-
tigaciones que puedan ser publicadas en revistas
cientificas. Por lo tanto, se recomienda a futuros
investigadores que se asesoren adecuadamente
sobre las normativas vigentes en los paises donde
se realizaran las investigaciones y se obtendran
las muestras.
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