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Resumen: Este estudio analiza la extraccion y caracterizacion de compuestos fitoquimicos en inflorescencias de
Cannabis sativa L. no psicoactivo (<1 % p/p A°>-THC) cultivadas en Ecuador (>2450 ms. n. m.) para aplicaciones en
las industrias alimentaria y farmacéutica. Se evaluaron seis variedades (Cherry Oregon, Titan, Cherry Bubblegum,
Lemonge, EM-16 y EM-19) mediante maceracion, ultrasonidos y extraccion con CO: supercritico. La extraccién por
ultrasonidos obtuvo el mayor rendimiento en la variedad Titan (17.44 + 0.19 % p/p), mientras que la extraccién con
CO: supercritico alcanzd la mayor concentracion de CBD en Cherry Oregon (44.65 + 4.06 % p/p). Asimismo, se
identificaron terpenos (cariofileno, humuleno y mirceno), con concentraciones mas altas en Cherry Bubblegum
mediante CO: supercritico. La mayor presencia de flavonoides, polifenoles y taninos se registrd6 en Cherry
Bubblegum, Lemonge y EM-16, respectivamente. El analisis de plaguicidas confirmé la inocuidad del material
debido al uso de fertilizantes organicos; no obstante, se detectaron niveles elevados de metales pesados (Pb, Cd, Cr)
en algunas variedades, evidenciando la necesidad de controles agricolas mas rigurosos. En conjunto, este estudio
proporciona informacion clave sobre la variabilidad en el rendimiento y la composicion quimica de los extractos, con
implicaciones para su aprovechamiento industrial.

Palabras clave: Cannabis de altura, métodos de extraccion, caracterizacién quimica, compuestos bioactivos,
inocuidad, ingredientes alimentarios

Chemical Characterization and Contaminant Analysis of
Nonpsychoactive Cannabis (Cannabis sativa L.) Inflorescences from
Ecuador

Abstract: This study investigates the extraction and characterization of phytochemical compounds from
nonpsychoactive Cannabis sativa L. inflorescences (<1% w/w A°-THC) cultivated in Ecuador (>2450 MASL) for
potential applications in the food and pharmaceutical industries. Six varieties (Cherry Oregon, Titan, Cherry
Bubblegum, Lemonge, EM-16, and EM-19) were evaluated using maceration, ultrasound-assisted extraction, and
supercritical CO: extraction. Ultrasound-assisted extraction yielded the highest extract recovery in Titan (17.44
0.19 % w/w), whereas supercritical CO: extraction achieved the highest CBD concentration in Cherry Oregon (44.65
+ 4.06 % w/w). Terpenes (caryophyllene, humulene, myrcene) were identified, with the highest levels detected in
Cherry Bubblegum through supercritical CO-. The highest concentrations of flavonoids, polyphenols, and tannins
were recorded in Cherry Bubblegum, Lemonge, and EM-16, respectively. Pesticide analysis confirmed product safety
due to the use of organic fertilizers; however, certain varieties showed elevated levels of heavy metals (Pb, Cd, Cr),
underscoring the need for stricter agricultural controls. Overall, this study offers valuable insights into the variability
of extraction yields and metabolite composition, supporting their potential industrial applications.

Keywords: High-altitude cannabis, extraction methods, chemical characterization, bioactive compounds, food safety,
food ingredients

1. INTRODUCCION Central, extendiéndose a Europa entre 1000 - 2000 a. C., para
Sudameérica en 1545 y a Norteamérica en 1606 (Small, 2017).

El cannabis (Cannabis sativa L.), una planta versatil de la
familia Cannabaceae, con caracteristicas organolépticas se ha
cultivado en diversos héabitats, desde el nivel del mar hasta
grandes altitudes. Su uso se remonta al afio 5000 a. C. en Asia
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Conocido por sus numerosos beneficios terapéuticos vy
farmacol6gicos, el cannabis se utiliza en la medicina
tradicional desde el 2700 a. C., aunque la investigacion
cientifica sistematica de sus propiedades no comenzd hasta
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hace aproximadamente 60 afios (Rodriguez & Fontaine, 2020).
Los avances tecnologicos han ampliado desde entonces su uso
en aplicaciones industriales, médicas y cosméticas. Ademas,
sus compuestos bioactivos y nutricionales aportan nutrientes
esenciales a la dieta humana (Andrade et al., 2018).

El cannabis es una planta de notable complejidad quimica que
ha despertado un gran interés cientifico debido a sus diversos
componentes naturales, como cannabinoides, terpenos,
flavonoides y fenoles, que se encuentran principalmente en sus
inflorescencias (Radwan et al., 2021). Estos compuestos han
demostrado su potencial medicinal, ya que los cannabinoides
se han estudiado para el tratamiento de diversas enfermedades.
Ademés, las hojas y semillas de cannabis son funcionales y
bioactivas, lo que las hace valiosas para la nutricion (Chen &
Pan, 2021).

En 1964, el profesor Raphael Mechoulam de la Universidad
Hebrea de Jerusalén en Israel fue el primero en estudiar las
propiedades de la planta de cannabis (C. sativa L.) y
determinar que contiene compuestos con tres anillos
(ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno) en su estructura,
denominandolos cannabinoides (Mechoulam & Gallily, 2010).

Entre los cannabinoides descubiertos se encuentran el delta-9-
tetrahidrocannabinol (THC), que tiene actividad psicotropica,
y el cannabinol (CBN), el cannabigerol (CBG) y el cannabidiol
(CBD), que no tienen efectos psicotropicos (Thomas &
ElISholy, 2016). Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(2020), el cannabidiol (CBD) no esta clasificado como una
sustancia sujeta a control internacional; por esta razén, se han
realizado estudios sobre sus beneficios medicinales vy
terapéuticos, que entregd como resultado nuevas opciones de
tratamiento positivas para enfermedades neurodegenerativas
(Jackson & Chakraborty, 2023; WHO, 2018).

La legalizacion del consumo de cannabis y cafiamo en todo el
mundo ha sido un tema de debate, y varia significativamente
segun la region y el pais, con cambios considerables en las
leyes y normativas relativas al uso de la planta (Ransing et al.,
2021).

El cannabis medicinal esta permitido legalmente en diversas
formas en varios paises latinoamericanos, como Argentina,
Brasil, Chile, Colombia, México, Paraguay, Per(, Uruguay y
Ecuador (Washington Office on Latin America, 2020). En
América del Sur, Uruguay ha sido pionero en el
establecimiento de leyes y reglamentos que legalizan, regulan
y comercializan el cannabis desde 2013. En la region andina,
paises como Chile y WVenezuela han implementado
legislaciones que permiten la despenalizacion del autocultivo
y el consumo personal de cannabis bajo ciertas restricciones
(Ley 20.000, 2024; Ley Orgénica de Drogas, 2010). Perd ha
establecido un marco regulatorio que permite la produccion,
investigacion, importacién y comercializacién de cannabis
exclusivamente con fines medicinales y terapéuticos; sin
embargo, este mercado permanece a una escala limitada (Ley
30.681, 2017). En los casos de Argentina y Colombia, se han
implementado politicas para permitir ain mas el desarrollo de
la industria de cannabis junto con su uso medicinal y
terapéutico (Ley 1.787, 2016; Ley 27.350, 2017).

En Ecuador, la reforma del Cédigo Orgénico Integral Penal
(COIP) de diciembre de 2019 excluyé al cannabis no
psicoactivo o cafiamo de la lista de sustancias fiscalizadas, lo
que permitio su uso industrial siempre que el contenido de
THC en inflorescencias sea inferior al 1 % en peso seco (COIP,
2019). Esta medida, vigente desde junio de 2020, abrié
oportunidades econdmicas tras la pandemia (Gallegos, 2021)
y permiti6 su uso terapéutico, paliativo o medicinal mediante
el Acuerdo Ministerial 148 del Ministerio de Salud Publica del
Ecuador. Ademas, resoluciones del Ministerio de Agricultura
y Ganaderia (MAG) y Agencia de Regulacion y Control
Sanitario (ARCSA) regulan integralmente su produccién y
comercializacion.

A nivel mundial, el mercado del cannabis medicinal fue
valorado en 7.8 mil millones de ddlares en 2020, con un
crecimiento esperado del 15.3 % por afio hasta 2026 (The
Business Year, 2022). En Sudamérica, se ha estimado que
llegaria a los 1,170 millones de ddlares en 2024 en el mercado
legal y aumentard a una tasa del 2.17 % anual hasta 2029
(Statista, 2025b), mientras que en Ecuador el cannabis no
psicoactivo muestra un crecimiento del 1.23 % (Statista,
2025a). Esto esta relacionado con beneficios regionales como
bajos costos laborales y de construccién que permiten reducir
gastos en hasta un 80 % en comparacion con América del
Norte (Prohibition Partners, 2020). Por ejemplo, el costo de
producir un gramo de inflorescencia en Colombia esté entre
0.50 y 0.80 USD, mientras que en Canada es de 2.14 USD
(Prohibition Partners, 2020), lo que posiciona a Sudamérica
como un jugador competitivo con alto potencial de expansién.

Dados estos factores, es crucial contar con informacion que
permita evaluar y caracterizar las propiedades de diversas
cepas de cannabis cultivadas en regiones como la andina.
Diversos estudios han demostrado que las condiciones
climaticas y ambientales influyen en el metabolismo vegetal
de las plantas de cannabis, incluidas las enzimas involucradas
en la sintesis de THCA y CBDA, factores como la region
geogréfica, el tipo de suelo, la humedad, el oxigeno, laluz y el
tipo de fertilizante influyen directamente en la produccion y
cantidad de metabolitos secundarios y en los macro vy
micronutrientes presentes en la planta (Burton et al., 2022).

Sin embargo, pocos estudios cientificos se han centrado en el
uso de inflorescencias de cannabis no psicoactivas para
identificar y cuantificar los metabolitos secundarios y
componentes bioactivos presentes en variedades cultivadas en
altitudes superiores a los 2450 m. s. n. m., donde prevalecen
temperaturas y presiones atmosféricas méas bajas (Amsterdam
Genetics, 2024), variaciones significativas en las
precipitaciones anuales (Chandra et al., 2017) y una baja
presion parcial de CO, (Gomez Garcia et al., 2023), como en
la regién andina, particularmente en Ecuador.

Esta investigacion aporta al estudio de la caracterizacion
quimica de inflorescencias de cannabis no psicoactivo
cultivadas en Ecuador, mediante el analisis de cannabinoides,
terpenos, flavonoides, polifenoles y taninos, asi como la
evaluacion de contaminantes como metales pesados vy
pesticidas. Los resultados obtenidos podrian ser una referencia
clave para su potencial aplicacion en la industria alimentaria y
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medicinal, lo que facilita su desarrollo e industrializacion en el
pais y la region.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Las inflorescencias de cannabis (C. sativa L.) empleadas en
este estudio fueron suministradas por empresas autorizadas
para el cultivo y la investigacion en Ecuador, todas ellas con
licencias emitidas por el Ministerio de Agricultura. Las
siguientes variedades fueron analizadas en este estudio: 1)
Cherry Oregon (EEUU), con una concentracion de 10.10 %
p/p de CBD y 0.76 % p/p de THC, segln su ficha técnica
(CANNANDES S.A., Tabacundo); 2) Titan y Cherry
Bubblegum (EEUU), con contenidos de CBD de 10.59 % p/p
y valores de THC de 0.364 % p/p y 13.84 % p/p de CBD y
0.551 % p/p de THC, respectivamente (CBD SOLUTIONS
S.A.S., Cotogchoa); 3) Lemonge (EEUU), con un perfil de
cannabinoides de 17 % p/p CBG y 0.1 % p/p THC
(PHOENICIAN FARMS S.AS., Poald); 4) Medicinal
Esmeralda 16 (EM-16) y Medicinal Esmeralda 19 (EM-19)
(Colombia) con concentraciones de 16.78 % p/p CBD y
0.55 % p/p THC, y 15 % p/p CBG y 0.1 % p/p THC,
respectivamente (AITANA S.AS., San Antonio de
Pichincha).

Las muestras se manipularon bajo condiciones controladas
(humedad: 40-55 %, temperatura: 18-22 °C) para preservar
sus compuestos fitoquimicos y asegurar la exactitud de los
analisis. Las condiciones climatoldgicas de cultivo se detallan
en la Tabla S1 del material suplementario.

En el proceso experimental se empled agua ultrapura tipo
Milli-Q, disolventes grado ACS y gases ultrapuros. Para la
identificacion y cuantificacion de cannabinoides se utilizaron
estandares de CBD, THC, CBG y CBN, junto con una mezcla
de terpenos A (B-mirceno, limoneno, cariofileno, linalool,
naftaleno) de Sigma-Aldrich. Las cannaflavinas A y B fueron
suministradas por LGC standards. El andlisis de metales
pesados se realiz6 mediante absorcion atbmica con patrones de
Sigma-Aldrich.

2.2 Métodos

Para evaluar los rendimientos y la caracterizacion quimica, se
aplicaron por triplicado tres métodos de extraccion: fluido
supercritico (SFE), sélido-liquido (SLE) y ultrasonidos
(UEA), se us6 S5g de inflorescencias de cannabis no
psicoactivo (<2 mm). Tras la extraccion, los extractos Se
filtraron al vacio y almacenaron en placas de Petri. Luego, se
sometieron a un tratamiento térmico en dos etapas: 75 °C
durante 1hora y 120°C por 20 min para completar la
descarboxilacion (Wang et al., 2016). Finalmente, los
extractos se refrigeraron para su posterior analisis. Los
procedimientos se detallan a continuacion:

2.2.1. Extraccion de fitocannabinoides mediante CO,
supercritico

Para esta extraccion (SFE) se siguié la metodologia de
Rochfort et al. (2020), con modificaciones para las
inflorescencias de cannabis. Se utilizé un equipo SPE-ED SFE
(Applied  Separations)  configurado  con  variables
experimentales predeterminadas. Las muestras se colocaron en
la camara de extraccion y se introdujo CO:2 (99.9 % v/v
pureza), con un control de posibles fugas. Los calentadores del
horno y valvula de salida ajustaron la temperatura a 35, 45 y
55 °C. Al estabilizarse, la bomba introdujo CO: hasta alcanzar
presiones de 300350 bares. Se realiz6 una extraccion estatica
de 30 minutos y una dinamica de 60 minutos (5 L/min).
Finalmente, se recolecto el extracto en un vial y se cerraron las
vélvulas.

2.2.2. Extraccion sélido-liquido (maceracion)

La extraccion sélido-liquido (SLE) por maceracion se realizo
seglin Valizadehderakhshan et al. (2021), con ajustes en la
temperatura del disolvente. Se colocé una muestra molida en
un matraz Erlenmeyer de 100 mL y se usO un sistema de
refrigeracion para controlar la temperatura. EI matraz se ubic6
en la cdmara de maceracion, sin sumergir totalmente la
muestra. Se afiadieron 30 mL de etanol anhidro a -16, 0 y
16 °C, con tiempos de extraccion de 20, 30 y 40 min. Luego se
filtr6 al vacio, se recupero el disolvente con un evaporador
rotativo, y el extracto se descarboxilé en horno a 75°C y
120 °C.

2.2.3. Extraccién asistida por ultrasonidos

La extraccion ultrasénica (UEA) se realizd6 con un bafio
ultrasénico donde se reemplazé el agua por etanol (96 % v/v)
a-16,0y 16 °C, segiin Addo et al. (2022), quienes reportaron
eficiencia en el rango de -40 °C a temperatura ambiente. Se
colocaron 5g de inflorescencias trituradas en un matraz
Erlenmeyer, conectado a un sistema de refrigeracion con
etanol. El matraz se fijé en el bafio ultrasonico y se afiadieron
30 mL de etanol anhidro. La extraccion se realizé durante 10,
15 y 20 minutos.

2.2.4. Métodos analiticos para determinar el contenido de
taninos, flavonoides y polifenoles totales

Se utiliz6 un espectrofotometro UV-Vis Agilent Cary 60 para
analizar la presencia de taninos, flavonoides y polifenoles
totales. El andlisis de taninos siguié la metodologia descrita
por Herrera-Fuentes et al. (2017) con modificaciones
especificas. La preparacién de la muestra consistio en pesar 10
gramos de inflorescencia de cannabis triturada, se mezcl6 con
500 mL de etanol al 50 % (v/v) y se agit6 durante 6 horas. El
resultado necesitd un reposo de 8 horas antes de la filtracion.
La filtracion requirié una dilucion previa de 3 mL de muestra
en 50 mL de agua destilada. La solucién patrdn consistié en
acido tanico a una concentracion de 0.05 mg/mL, y la
absorbancia de la solucién correspondié a una longitud de
onda de 700 nm.

Asample'mstandard'los (1)

Crrio =
tanins .
Astandard Msample'(100—Moisturesgmple)
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El andlisis de flavonoides totales sigui6 el protocolo de Ortiz
Fernandez et al. (2016). Este procedimiento establece una
mezcla de 0.5 gramos de inflorescencia de cannabis molida,
20 mL de &cido sulfurico y 20 mL de etanol. Esta mezcla se
someti6 a reflujo durante 2 horas, seguida de filtracion al
vacio. A continuacion, se lava el residuo con 30 mL de etanol
al 96 % (v/v), se evapora el filtrado para reducir su volumen a
la mitad y se disuelve en 70 mL de etanol al 96 % (v/v)
(previamente calentado a 50 °C). Esta mezcla se hirvio, el
volumen se ajusté a 100 mL con etanol al 96 % (v/v), y la
mezcla se almacend a 4 °C. Ademas, se preparé quercetina
disuelta en etanol a una concentracién de 0.8 mg/mL como
solucién estandar, y se determina la concentracién de
flavonoides en las muestras a una longitud de onda de 258 nm.

Asample Mstandard'> (2)

Cflavonoids -

Astandard

Para determinar los polifenoles totales, nos basamos en la
metodologia descrita por Garcia et al. (2015). Este método
consiste en extraer de una mezcla de 1 gramo de
inflorescencias molidas en 75 mL de metanol al 70 % v/v y
agitar durante 45 minutos. Posteriormente, se filtr6 el extracto
y se ajustd el volumen a 100 mL con metanol de la misma
concentracion. A continuacion, se mezcld 1 mL de esta mezcla
con 6 mL de agua destilada y 1 mL de reactivo Folin &
Ciocalteu, tras lo cual se dejo reposar la mezcla durante
3 minutos. Por Gltimo, se afiadieron 2 mL de una solucion de
carbonato sddico. La preparacion del patron reproduce el
procedimiento anterior, incluidos los pasos de reaccion y
dilucion. La calibracion emplea soluciones patrén de éacido
gélico con concentraciones comprendidas entre 5 y
200 pg/mL, obteniéndose coeficientes de determinacion (R?)
iguales o superiores a 0.998 (Figura S1).

2.2.5. Cannabinoides y cannaflavinas

La cuantificacion e identificacion de cannabinoides (CBD,
THC, CBG, CBN) y flavonoides (cannaflavina A y
cannaflavina B) se realizd con un sistema de cromatografia
liguida HPLC Agilent Infinity 1290 equipado con un detector
de matriz de diodos. Se siguieron las directrices de la AOAC
2018.11 para el analisis y preparacion de muestras
(Lapwibulsuk et al., 2023). Asi, 0.50 + 0.01 g de muestra se
mezclaron con 20 mL de etanol de grado ACS durante 20 min
a 250 rpm. El sobrenadante se centrifugé y se separé del
etanol, y se afiadié un nuevo disolvente para repetir la
extraccion dos veces. Se filtré una alicuota de 3 mL (PTFE,
0.22 um) y se diluyé 10 veces o 100 veces (seglin fuera
necesario para ajustarla a la curva de calibracién) con metanol.
La dilucion final se transfirié a un vial de HPLC y se analizé
como se ha descrito anteriormente. La columna utilizada fue
una columna Teknokroma Mediterranean SEA18 (3 um, 10 x
0.4 mm) con una temperatura de 25 °C. La fase movil consistio
en un gradiente de formiato de amonio (20 mM, pH 3.2) como
fase A y acetonitrilo como fase B, ajustado segun las
condiciones especificadas en la Tabla 1. La concentracién de
la solucién estandar fue de 5 pg/mL, y las longitudes de onda
de deteccion fueron 240 nm para los cannabinoides y 340 nm
para las cannaflavinas.

Se generaron curvas de calibracion a partir de la inyeccién de
volimenes variables de soluciones estandar que iban de 5 a
40 pl, lo que gener6 coeficientes de correlacion (R?) iguales o
superiores a 0.998 y limites aceptables de deteccion y
cuantificacion (Ver Figuras S2-S7).

Tabla 1. Detalles del gradiente de fase mdvil utilizado para el anlisis de
cannabinoides

Tiempo, Fase moévil  Fase movil Flujo,
min A % B, % mL/min
0.00 40 60 0.60
6.00 5 95 0.60
12.01 5 95 0.20
14.00 0 100 0.20
18.00 40 60 0.20

2.2.6. Terpenos

El andlisis de terpenos se realizd mediante GC/MS (Agilent
7820A-5977E) con ionizacion por impacto de electrones (EI)
a 70eV y columna HP-5 30m x 320 um x 0,25 pm). Se
inyecté 1 pul. de muestra, con helio como gas portador (0.17
bares, 1.5 mL/min). Las temperaturas fueron: entrada 220 °C,
linea de transferencia 280 °C, cuadrupolo 150 °C, fuente de
iones 230 °C. El modo “Scan” operd entre 25-250 uma (1:1).
El programa del horno incluyé: 60 °C (1 min), aumentd a
80 °C (15 °C/min, 1 min), a 100 °C (10 °C/min, 3.5min) y a
180 °C (10 °C/min, 18 min). Los espectros se compararon con
la base de datos NIST mediante ChemStation.

Para la preparacion, 0.05 g de inflorescencias secas y molidas
se mezclaron con 5mL de metanol con sonicacién durante
10 min. Las muestras se incubaron 1hora a temperatura
ambiente en oscuridad y se filtraron con Titan 3 PVDF
(0.45 mm). Luego, se disolvio 1 mL del filtrado en viales GC
con 20 ul de patrén interno (16 pg/mL de naftaleno en
ciclohexano).

Las concentraciones estandar oscilaron entre 1.6 y 9.6 pg/mL.
Las curvas de calibracion mostraron R? > 0.977 (Ver Figuras
$8-S29). En ausencia de un estandar, las concentraciones se
estimaron mediante factores de respuesta de terpenos de
estructura similar (Rome & Mclntyre, 2012).

2.2.7. Metales pesados

Para determinar las concentraciones de metales pesados se
utilizé un espectrometro de absorcién atdmica Perkin Elmer
Analyst 400 con un sistema de digestién de alto rendimiento
Milestone Ethos Up. Para el andlisis de plomo y cadmio,
mercurio y cromo, se siguieron los métodos de las normas
AOAC 999.10 (AOAC, 2008), AOAC 2015.01 (Principle,
2015) y EPA 6020 (Calcina-Benique et al., 2022),
respectivamente. Las muestras fueron analizadas por el
laboratorio externo OSP con acreditacion SAE LEN 04-002.

2.2.8. Plaguicidas

Los plaguicidas organofosforados y organoclorados se
aplicaron segun los métodos descritos en las normas AOAC
2007.01, EPA 8081 B, APHA 6630 B y EPA 8141 B (AOAC
et al., 2006; Schwantes et al., 2020). Las muestras fueron
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analizadas por el laboratorio externo LASA con acreditacion
SAE LEN 06-002.

Mayor detalle sobre la metodologia se encuentra disponible en
el material suplementario del articulo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Rendimientos de extraccidn de inflorescencias de
cannabis no psicoactivo

El parametro utilizado para comparar cada método de
extraccion fue el rendimiento del extracto de espectro
completo de las inflorescencias estudiadas. Este parametro
relaciona la cantidad de producto o extracto obtenido con
respecto a la cantidad de materia prima utilizada. También se
empled la tasa de extraccion de cada método, que es la relacién
entre el rendimiento y el tiempo consumido en cada
extraccion. Esta métrica ofrece una vision mas integral de la
eficacia de los métodos, ya que toma en cuenta tanto la
cantidad de producto obtenido como el tiempo requerido para
cada procedimiento.
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Figura 1. Rendimientos obtenidos para cada método de extraccion de
inflorescencias de cannabis no psicoactivo

En comparacién con el método de maceraciéon y fluidos
supercriticos, el método de extraccion asistido por ultrasonidos
(UEA) puede generar un mayor rendimiento. Sin embargo,
como se ilustra en la Figura 1, no hay diferencias significativas
con el método de maceracidn, ya que sus valores maximos de
rendimiento son similares (13.44 % p/p UEA y 12.96 % p/p
MAC). Esta tendencia concuerda con el estudio de AL Ubeed
et al. (2022), en donde el método de maceracion como el de
ultrasonidos obtuvieron valores cercanos al 25 % p/p. Por otro
lado, el método de extraccion con fluido supercritico (SFE)
resulta el de menor rendimiento de extraccion, con valores que
pueden alcanzar la mitad de los otros métodos. Esto se debe a
la naturaleza altamente selectiva del CO, supercritico, que
gracias a sus propiedades de solubilidad, viscosidad y
polaridad se enfoca a obtener compuestos especificos como los
cannabinoides en lugar de una extraccion de amplio espectro.

Se realiz6 un ANOVA (andlisis de la varianza) para cada
método de extraccion (Tabla 2) con el fin de identificar los
factores que influyen significativamente en el rendimiento del
extracto de espectro completo. Este andlisis estadistico ayuda

a determinar qué variables, como la temperatura, la presion y
el tiempo, influyen considerablemente en la eficacia de la
extraccion y, por tanto, ayuda a optimizar las condiciones de
extraccién para maximizar los rendimientos.

Tabla 2. Andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey para los
métodos de extraccion (0=0.05)

Factor Método Valor p Rango (Min — Mé&x)
Variedad UEA <0.0001 Lemonge — Titan
MAC <0.0001 Lemonge — Titan
SFE <0.0001 Lemonge — Titan
Ff’c”]“pe'at”ra UEA 0.0001 1616
MAC 0.0232 -16-16
Rendimiento UEA - 9.26+0.19 - 17.44 +0.18
[% p/p]
MAC - 9.46+0.21-16.89 £0.20
SFE - 1.88+0.35-8.11+0.35

Se utilizo la prueba de Tukey al 95 % de confianza.

La Tabla 2 presenta los resultados del andlisis de varianza
(ANOVA) para los métodos de extraccion asistida por
ultrasonidos (UEA) y maceracion. En este analisis se
identificaron dos factores significativos con valores-p
inferiores a 0.05: “variedad” y “temperatura”. Ademas, no hay
interacciones significativas entre estos factores. Al aplicar la
prueba de rango multiple para los factores significativos, es
posible identificar qué condiciones mejoran el rendimiento del
extracto.

Por ejemplo, en la Tabla 2 se muestra que la variedad con el
mayor rendimiento para ambos métodos de extraccion fue
Titan, con un 17.44 £ 0.19 % p/p para la extraccion asistida
por ultrasonidos (UEA) y un 16.89 = 0.20 % p/p para la
maceracion (MAC). Por el contrario, la variedad con el
rendimiento mé&s bajo para ambos métodos fue Lemonge, con
un 9.25 + 0.19 % p/p para la UEA y un 9.46 + 0.21 % p/p para
el método MAC. Ademas, la Tabla 2 indica que el segundo
factor significativo, la temperatura, revela que los mejores
rendimientos tanto para UEA como para MAC se alcanzaron
a la temperatura experimental mas alta de 16 °C.

Un estudio realizado por Radoiu et al. (2020) compar6 los
métodos de extraccion por ultrasonidos, microondas,
disolventes y fluidos supercriticos y concluy6 que los métodos
por ultrasonidos y microondas son los més eficientes desde
una perspectiva ecoldgica debido a su menor consumo de
disolventes. Por otro lado, para el método de maceracién
(MAC), las temperaturas de 16°C y 0 C produjeron los mejores
rendimientos, con valores de 13.41 = 0.14 % p/p y 13.05 +
0.15 % pl/p, respectivamente.

Los factores no significativos, como el tiempo para la
extraccion asistida por ultrasonidos (UEA) y la maceracion
(MAC), asi como la temperatura y la presion para la extraccion
con fluido supercritico (ESF), indican que estos factores no
tienen un efecto considerable en el rendimiento final de la
extraccion. Asi, en la Tabla 2 se puede observar que no existen
valores minimos ni maximos asociados a estos factores, ya que
el rendimiento obtenido es similar independientemente del
tiempo en UEA y MAC o de la temperatura y presion en SFE.
Los resultados del ANOVA presentados en la Tabla 2 para el
método de extraccion con fluido supercritico (SCF) revelan
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que el Unico factor estadisticamente significativo es el factor
“Variedad”, con un valor p inferior a 0.05. No se registraron
interacciones para estos métodos de extraccion.

La Tabla 2 indica que la variedad Titan presentd el mejor
rendimiento para el método de fluido supercritico, conun 8.1 +
0.35 % p/p, mientras que la variedad Lemonge presento el
rendimiento mas bajo, con un valor de 1.8 £ 0.30 % p/p. La
comparacion de estos resultados con los obtenidos por Jokié¢
et al. (2022) reveld que su mayor rendimiento fue del 8.83 %
a 361.4 bar de presion y 50 °C, mientras que el mayor
rendimiento de la variedad Titan se obtuvo a 325 bares de
presion y 55 °C.

Algunos de los altos rendimientos de los métodos de
maceracion (MAC) y asistidos por ultrasonidos (UEA) pueden
atribuirse al tipo de disolvente utilizado. El alto poder de
disolucion y la naturaleza dipolar del etanol le permiten
disolver un espectro completo de metabolitos secundarios,
incluidos cannabinoides, terpenos y flavonoides. Sin embargo,
también puede arrastrar moléculas hidrosolubles no deseadas,
como clorofila, glucdsidos, azlcares y sales de alcaloides, que
pueden eliminarse en procesos posteriores, como el
winterizado, para cumplir los requisitos de la FDA (L6pez-
Olmos et al., 2022). Por otro lado, el CO; supercritico tiende a
ser selectivo para las moléculas de cannabinoides y terpenos
en el proceso de extraccion supercritica; por lo tanto, los
rendimientos pueden verse menos afectados por la materia
prima que entra en el proceso (Rovetto & Aieta, 2017). El
método de ultrasonidos, que es el que mayor tasa de extraccién
presenta, podria ampliarse para aumentar la produccion; sin
embargo, los costes asociados podrian resultar en una
inversion significativa.

La Tabla 3 muestra las condiciones que generan un mayor
rendimiento para cada método de extraccion. Los factores no
significativos, como el tiempo de extraccion en los métodos de
maceracion y extraccion asistida por ultrasonidos, pueden
ajustarse a los valores méas bajos para minimizar el consumo
de energia. De manera similar, en la extraccion con fluido
supercritico, la temperatura y la presion, al no ser factores
significativos, pueden seleccionarse en sus valores mas bajos
con el fin de reducir el consumo energético.

Tabla 3. Condiciones de extraccion y analisis de los resultados de
MANOVA para cannabinoides en inflorescencias de cannabis no psicoactivo

(Tabla 3) revel6 diferencias significativas en el contenido de
cannabinoides segun la variedad en todos los métodos de
extraccion, y segun la temperatura en el método de extraccion
asistida por ultrasonidos. No se observaron interacciones ni
correlaciones entre los factores. La variedad influye en las
concentraciones de CBD, THC, CBN y CBG, lo cual
concuerda con Wilson et al. (2022), quienes observaron
diferencias en el contenido de CBD entre variedades, a pesar
de usar condiciones de extraccion idénticas. Ademas, la
temperatura en ultrasonido mostr6 una relacion directa con la
concentracion de cannabinoides.

Para preservar compuestos volatiles como terpenos vy
flavonoides, la descarboxilacion se realiz6 en los extractos, no
en las inflorescencias. Este proceso, basado en Gallo et al.
(2020), aumenta la conversion de cannabinoides &cidos a
formas activas. Estos compuestos aportan beneficios para la
salud y caracteristicas organolépticas Lewis et al. (2017). Se
utilizé HPLC para identificar formas 4cidas y neutras Nahar
et al. (2020), mientras que la cromatografia de gases (GC)
permitié convertir parcialmente las formas &cidas a activas
debido a temperaturas superiores a 200 °C (Garcia-Valverde
et al., 2022). La descarboxilacién inicia alrededor de los
100 °C.

La cuantificacion total de cannabinoides se realizé con la suma
de las formas &cida y activa, en cumplimiento con la normativa
ecuatoriana (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2020;
United Nations, 2022). Este analisis integral permite evaluar
la eficacia de los métodos de extraccion y descarboxilacion.

La Figura 2 muestra que la variedad Titan presenté la mayor
concentracion de CBD (18.15 % p/p), mientras que Lemonge
tuvo el mayor contenido de CBG (10.83 % p/p). Todas las
muestras cumplieron con el limite legal de THC (<1 %). En
variedades ricas en CBG como Lemonge y EM-19, los niveles
de CBD y THC fueron nulos, debido a que el CBG es precursor
biosintético de otros cannabinoides (Chen & Pan, 2021).
Kleinhenz et al. (2020) report6 concentraciones similares en
cafiamo industrial, con menos de 3.29 % p/p en inflorescencias
y menos de 0.1 % en otras partes de la planta.

Los resultados de cannabinoides obtenidos a partir de
inflorescencias de cannabis no psicoactivas difieren de los
valores facilitados en las fichas técnicas comerciales. Por
ejemplo, la variedad Titan, segin su ficha técnica, deberia

0=0.05 . .

—y (Tem eiatura E—p——, Valor tener un contenido en CBD del 10.59 % y un contenido en

Método Cannabinoide [bar] 'E’OC] [min‘] Factor 0 THC del 0.36 %. Sin embargo, los analisis realizados para los

= cultivos realizados en Ecuador muestran valores del 18.15 %

Maceracion - CBD, THC, 16 20 Variedad <0.0001

(MAC)  CBN,CBG : para el CBD y del 0.34 % para el THC. La Tabla 4 muestra

Ultrasonido  CBD, THC, 16 10 Vaeriedad <0.0001 estas diferencias entre los valores de la ficha técnica comercial

(UEA)  CBN,CBG Temperatura 0.046 v |os resultados de las variedades cultivadas en Ecuador. Estas

Fluidos ~ CBD, THC, .o 45 _ diferencias pueden deberse a diversos factores, como la

supercriticas  CBN Variedad  <0.0001 5jidad de la semilla, el clima, el tipo de suelo, la ubicacién
(SFE) CBG 300 35 - ' » €1LIp '

geografica, el estrés y el uso de fertilizantes organicos en

3.2 Analisis de cannabinoides en inflorescencias de Ecuador (Jiménez Alvarez et al., 2019).

cannabis no psicoactivo y sus extractos
La mayor concentracion de cannabinoides se encuentra en las

inflorescencias, razén por la cual el control de calidad se ha
centrado en analizar esta parte de la planta. EI MANOVA
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posiblemente por su adaptacién a condiciones locales como
altitud, clima y suelos. Titan alcanz6 alta concentracion de
CBD en Cotogchoa (2614 m. s. n. m., 14—15 °C anuales, 86 %
HR) (ver Tabla S1). En cambio, las variedades ricas en CBG
mostraron menores concentraciones que sus fichas técnicas,
posiblemente por estrés térmico y altitud (>2450 m. s. n. m.).
Las semillas podrian requerir mayor adaptacion. La Tabla 5
presenta los promedios estadisticos del rendimiento segin la
variedad y método de extraccion mas eficiente.

Tabla 5. Porcentajes medios del extracto de cannabinoides, segtn el método
de extraccion y variedad

Método CBD [% p/p] THC [% p/p] CBN [% p/p] CBG [% p/p]
e MAC 41.32+£1.85 3.73+£0.15 1.12+0.14 59.36 £ 2.95
y y y (EM-16) (EM-16) (Titan) (EM-19)
C8G  CBN THC 3814035
Cannabinoides UEA 4048 + 252 (Cherry 1.54 +£0.36 67.77 +3.43
Figura 2. Analisis de cannabinoides totales por variedades en las (Titan) Bubblegum) (EM-16) (EM-19)
inflorescencias de cannabis no psicoactivo
SFE 44.65 + 4.06 6.32+0.36 0.64 +0.06 7.68+0.63
Tabla 4. Comparacion entre los valores de cannabinoides analizados en (Cherry (Titan) (Cherry Oregon) (Lemonge)
inflorescencias cultivadas en Ecuador y las fichas técnicas comerciales Oregon)

Variedad Unidad CBDt/CBDv THCt/THCv CBNt/CBNv CBGt/CBGv
Cherry %plp 13.84/1427  055/0.16  0.00/0.19  0.00/0.00
Bubblegum

Cherry Oregon %plp  10.10/12.42  055/0.06  0.00/021  0.00/0.00
Titan %plp 10.59/18.15  0.36/0.34  0.00/0.19  0.00/0.00
EM-16 %plp 16.78/13.46  055/0.33  0.00/0.00  0.00/0.00
EM-19 %p/p 0000000 010000 000000  1500/4.81

Lemonge  %p/p  0.00/0.00  0.10/0.00  0.00/0.00  17.00/10.83

Subindice t: Valores de la ficha técnica. Subindice v: Verificacion por los
autores (método AOAC)

Las variedades de cannabis estudiadas presentan altos
contenidos de CBD o CBG y menos del 1 % de THC, en
conformidad con lo establecido por el COIP (2019). Las
variedades americanas Cherry Oregon, Cherry Bubblegum y
Titan mostraron mayor contenido de CBD en Ecuador,

En la Figura 3 se presentan los resultados de las
concentraciones de cannabinoides obtenidos en los extractos
para cada método de extraccién, que se basan en el factor
significativo  “variedad”. Esta figura muestra las
concentraciones mas altas de cada cannabinoide para las
variedades de cannabis analizadas. Para el cannabigerol
(CBG), la concentracion mas alta se obtuvo con la variedad
EM-19 mediante ultrasonidos con un valor de 67.77 % p/p. La
concentracién mas baja de CBG se registrd para la variedad
Lemonge con fluidos supercriticos, con un 7.69 % p/p. Por otra
parte, el cannabinol (CBN) estd presente en concentraciones
muy bajas, ya que no se produce de forma natural en las
plantas, sino que procede de la oxidacién del THC (Scholz
etal., 2022).

0.754

0.50

Concentracion (*100, % p/p)
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Cannabinoide y método de extraccién

Figura 3. Resultados de la concentracion de cannabinoides en el extracto para cada método de extraccion

La Figura 3 muestra que la concentracion de A9-
tetrahidrocannabinol (THC) es significativamente menor que
la de CBD; sin embargo, la mayor concentracion de THC en
los extractos se observé en la variedad Titan mediante el uso
de fluidos supercriticos, donde se reporté un valor del 6.32 %.
Los porcentajes de cannabinoides aumentan de forma
significativa tras la extraccién de la inflorescencia y contindan

elevandose conforme avanza el proceso de refinamiento
(destilacién, cromatografia preparativa), hasta alcanzar su
aislamiento completo. (King, 2019).

Ademas, la mayor concentracion de cannabidiol (CBD) se
logré con la extraccidn con fluidos supercriticos con un valor
de 44.65 % p/p y ligeras variaciones de + 1 % en comparacion
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con los otros métodos. Los fluidos supercriticos tienen un
potencial de extraccion medio-bajo para cannabinoides y
terpenos debido a sus caracteristicas de solubilidad
(Valizadehderakhshan et al., 2021). Por el contrario, el etanol
por su bipolaridad es mas soluble para varios metabolitos
secundarios y compuestos no deseados, lo que requiere un
paso posterior de “winterizacion” para precipitar los
compuestos no deseados, como las grasas, para lo cual se
reduce la temperatura por debajo de -40 °C. Grijé et al. (2018)
informé de wuna disminucién de la concentracion de
cannabinoides tras el proceso de winterizacion. Ademas, King
(2019) sugiri6 que la solubilidad de los cannabinoides en la
extraccién con etanol depende de la temperatura, mientras que
el método de fluidos supercriticos puede lograr una mayor
solubilidad mediante el ajuste de la presion y la temperatura
del COs,.

Otro factor importante para la comercializacion de extractos
de cannabis no psicoactivo es la remediacion del THC, ya que
este compuesto esta estrictamente regulado en varios paises.
Segin Luca et al. (2023), los modos avanzados de
cromatografia liquido-liquido (LLC) mediante operaciones
sencillas y una buena productividad puede llevarse a cabo para
la remediacién de este compuesto.

Las pruebas de rango madltiple realizadas para cada
cannabinoide mostraron que temperaturas mas altas y tiempos
mas largos favorecen concentraciones mas altas de
cannabinoides en los métodos de maceracién y ultrasonido,
resultados que se alinean con los obtenidos por De Vita et al.
(2020). Por el contrario, el método de fluido supercritico
mostrd un rendimiento de extraccion entre el 70 % p/p vy el
85 % p/p a temperaturas entre los 35 a 45 °C y presiones entre
300 a 325 bar.

3.3 ldentificacion del perfil de terpenos en extractos de
inflorescencias de cannabis no psicoactivo

El contenido de terpenos en inflorescencias no psicoactivas de
cannabis depende principalmente de la variedad (Sommano
et al.,, 2020). Las inflorescencias presentan la mayor
concentracion de terpenos de toda la planta (Jin et al., 2020), y
su extraccion debe realizarse sin demoras para evitar pérdidas
por volatilizacion (Bueno et al.,, 2020). Ademas, el
rendimiento varia segln el método de extraccion.

SFE permiti6 extraer eficazmente monoterpenos y
sesquiterpenos, incluyéndose compuestos con propiedades
terapéuticas. El B-cariofileno posee efectos antiinflamatorios
y anticancerigenos; el bisabolol, propiedades antimicrobianas
y antimutagénicas; mientras que el nerolidol, actividad
antiflngica y ansiolitica (Cox-Georgian et al., 2019).

En la Figura 4, se identificaron 10 terpenos por maceracion (a),
entre ellos el B-cariofileno, humuleno, bisabolol y mirceno.
Con ultrasonido (b), se afiadié citronelol y no se detectd
cedreno. La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) (c)
identifico 14 terpenos, entre ellos a/B-pineno, flavanona y (R)-
(+)-limoneno, lo que evidencia una mayor selectividad.

Para la maceracion, el bisabolol fue mas abundante en Cherry
Bubblegum (31pg/g), y el p-cariofileno en EM-16
(26.6 ng/g). El mirceno y cedreno fueron los menos
abundantes (0.4y0.2 ug/g en EM-19). Las temperaturas
elevadas (>100°C) durante la descarboxilacion pudieron
causar la pérdida de monoterpenos (Ascrizzi et al., 2020).

En UEA, también con etanol anhidro, se observaron perfiles
similares, aunque el citronelol solo fue detectado con este
método. Las concentraciones fueron mayores en SFE,
atribuido a la solubilidad de terpenos en CO: supercritico
(4.6 /100 g) frente al etanol (2.14E-4 g/100 g) (Eddin et al.,
2022). El bisabolol alcanzé 49.6 ug/g en Cherry Oregon,
mientras que el mirceno fue el menos abundante (0.4 pg/g en
Lemonge). El cedreno solo se detecté en maceracion, y el
citronelol Unicamente en UEA, lo que visualiza la influencia
del método en el perfil de terpenos (Rocha et al., 2020).

En la Figura 4, también se observa que SFE identificé mas
terpenos (14) que MAC y UEA (10 cada uno). SFE también
arrojé mayores concentraciones, destacandose el B-cariofileno
(320.79 ppm en Cherry Bubblegum), humuleno (73.84 ppm),
bisabolol (143.57 ppm), mirceno (42.17 ppm) Yy nerolidol
(37.35 ppm).

El bisabolol y el B-cariofileno fueron los terpenos mas
abundantes en todas las variedades. SFE result6 el método mas
eficiente, seguido de UEA y luego MAC. La cavitacion
ultrasénica puede provocar evaporacién de terpenos volatiles
por elevadas temperaturas locales (> 100°C) (Hoo et al.,
2022).

3.4 Identificacion de cannaflavinas, flavonoides totales,
polifenoles totales y taninos

Las cannaflavinas A y B son flavonoides presentes en el
cannabis con potentes propiedades antiinflamatorias. Estudios
han demostrado que la cannaflavina A inhibe la produccion de
PGEZ2, una molécula asociada con la inflamacion, hasta treinta
veces mas efectivamente que la aspirina (Barrett et al., 1986).
La Figura 5 muestra que la variedad EM-19 tiene la
concentracion més alta de cannaflavina A en todos los
métodos de extraccién. Esto generd un rendimiento maximo
de 0.32 % p/p a través de la maceracién. Por otra parte, la
cannaflavina B se encontrd en concentraciones relativamente
altas en la variedad Cherry Bubblegum, con un valor maximo
de 0.11 % p/p, que también se obtuvo a través de la
maceracion.

La variacién en la concentracion de cannaflavina se debe
principalmente a la genética de cada variedad de cannabis. Sin
embargo, los valores de cannaflavinas A y B obtenidos a través
del método de extraccion con fluidos supercriticos son
inferiores a los obtenidos a través de los otros métodos de
extraccion. Este comportamiento contrasta con la extraccion
de terpenos, donde la extraccion con fluidos supercriticos fue
méas efectiva. La concentracion globalmente baja de
cannaflavinas podria estar relacionada con condiciones de
crecimiento subdptimas, como altas temperaturas y poca luz
solar, durante las primeras etapas de la floracién (Pavlovic et
al., 2019).
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Figura 5. Concentracion de cannaflavinas en extractos obtenidos por los diferentes métodos.

Un estudio de Barrientos Ramirez et al. (2019) sugiere que la
capacidad antioxidante es mayor en plantas silvestres que en
cultivadas, donde el efecto mas pronunciado esta en frutos y
hojas. Estas partes de la planta contienen una mayor
abundancia de metabolitos secundarios con propiedades
antioxidantes, como flavonoides, polifenoles y taninos. Estos
compuestos han mostrado efectos bioquimicos y antioxidantes
beneficiosos, los cuales se asocian con la prevencion y
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer y la esclerosis multiple (Panche
et al., 2016). Adicionalmente, algunos flavonoides tienen
propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras (Murti et al.,
2012).

En la Figura 4 se muestra el porcentaje de flavonoides totales
(d) en las diferentes variedades de cannabis estudiadas. Las
variedades Cherry Bubblegum y Cherry Oregon presentaron
las concentraciones méas altas, con valores de 2.28 % p/p y
2.27 % plp, respectivamente. Tomko et al. (2020) reportaron
valores similares de flavonoides totales y sefialaron que estos
compuestos pueden representar hasta 2.5 % del peso seco de
ciertas partes de la planta de cannabis. Los resultados
reportados en dicho estudio se alinean con los datos obtenidos
en el presente estudio, lo que refuerza la consistencia y validez
de nuestras mediciones en las variedades de cannabis
analizadas.

Los polifenoles son compuestos con propiedades antioxidantes
gue ayudan a prevenir la oxidacion de las lipoproteinas LDL,
asi como la actividad de agentes microbianos, mutagénicos e
inflamatorios (Quifiones et al., 2012). El literal (e) de la Figura
4 muestra la concentracion de polifenoles totales en diferentes
variedades de inflorescencias de cannabis, donde se destacd la
variedad Lemonge con la mayor concentracién (130.91 mg/qg)
y EM-19 la menor (37.97 mg/g). En contraste con los
resultados de Barrientos Ramirez et al. (2019), quienes
estudiaron los polifenoles totales en frutos de plantas
silvestres, y Physalis chenopodifolia Lam, y reportaron valores
de 196.46 mg/g y 9.44 mg/g, respectivamente. Esto sugiere
que la concentracion de antioxidantes en inflorescencias de
cannabis cultivadas en invernadero puede compararse con la
de algunas plantas silvestres. Adicionalmente, Buenrostro-

Figueroa et al. (2023) reportaron que el contenido total de
polifenoles en cascaras de granada oscila entre 127.67 + 2.64
mg/g y 189.93 + 4.40 mg/g, lo cual es similar al contenido de
polifenoles encontrado en la variedad Lemonge.

Los taninos son compuestos quimicos naturales presentes en
las plantas que presentan propiedades antioxidantes,
antibacterianas y antifungicas. El literal (f) de la Figura 4
muestra que la variedad EM-16 tiene la mayor concentracion
de taninos, con un 0.99 % p/p. Estos resultados concuerdan
con los de Tong et al. (2022), que investigaron la funcion
bioldgica de los taninos vegetales en la salud animal e informo
de que concentraciones de taninos del 0.13 %, 0.45 %y 2.25 %
mejoraron significativamente los indices de conversién del
pienso y reducian las concentraciones de amoniaco. Ademas,
otros estudios han demostrado que los taninos pueden ejercer
efectos protectores contra las enfermedades cardiovasculares,
la diabetes y el cancer (Thompson, 1993).

Estas propiedades hacen que los taninos sean de gran interés
en la investigacion médica y farmacéutica, tanto por sus
beneficios directos para la salud como por su potencial en el
desarrollo de tratamientos y suplementos dietéticos con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas.

La variedad EM-19 presentd los valores mas bajos de
flavonoides totales, polifenoles totales y taninos; sin embargo,
present6 la mayor concentracidn de cannaflavina A.

3.5. Analisis de pesticidas en inflorescencias de cannabis no
psicoactivo

La Tabla 6 muestra los resultados para los analisis de
contaminacién quimica tanto por pesticidas y metales pesados.

Segun los resultados mostrados en la Tabla 6 para pesticidas,
los compuestos organoclorados y organofosforados estan por
debajo del limite de deteccion del equipo de GC, lo que indica
la ausencia de estos compuestos en las muestras analizadas.
Estos resultados sugieren que los cultivos se desarrollaron de
forma organica, sin el uso de compuestos quimicos nocivos y
toxicos para la salud humana.
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Tabla 6. Resultados de analisis de contaminacién quimica para pesticidas y
metales pesados en inflorescencias de cannabis no psicoactivo

0.C. OP. Cd Cr Hg As Pb

Muestras

[ug/kg] [ugrkg] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]  [ppm]
Chery — _, <10 020 <005 <002 <0025 170
Bubblegum
Cherry
Oregon <4 <10 020 260 <0.02 <0.025 263

Titan <4 <10 0.60 140 <0.02 <0.025 201

Lemonge <4 <10 2.09 <005 <0.02 <0025 284
EM-19 <4 <10 <0.001 <0.05 <0.02 0.034 3.39
EM-16 <4 <10 <0.001 <0.05 <0.02 0.051 3.52

0.C.: Organoclorados; O.P.: Organofosforados

Estos resultados demuestran que los cultivares de
inflorescencias de cannabis no psicoactivas se destinan al
procesamiento para usos farmacéuticos y alimentarios, lo que
refleja las buenas practicas agricolas y la gestion responsable
de los pesticidas e insecticidas organicos. La biofumigacion es
una técnica emergente que gana popularidad como método
para obtener productos de mayor calidad con menor impacto
en la salud del consumidor (Aysanew & Alemayehu, 2022).

3.5 Identificacién de metales pesados en inflorescencias de
cannabis no psicoactivo

En Ecuador, la contaminacion del agua afecta a la mayoria de
los cuerpos hidricos debido a descargas de actividades
industriales y comerciales, lo que compromete las fuentes de
riego en zonas agricolas. Esta situacion genera presencia de
nitratos, cloruros, sulfatos y metales pesados como el
mercurio, asociado también al uso de fertilizantes y
plaguicidas (Taco et al., 2017).

Segln la Tabla 6 y lo establecido en la Guia armonizada ICH
Q3D (R1) (International Conference on Harmonisation (ICH),
2019) para valores maximos permisibles en farmacos,
productos farmacéuticos y excipientes en dosis oral no mayor
a 10 g diarios, todas las muestras de inflorescencias de
cannabis superaron el limite permitido de plomo (0.5 ppm).
Esta presencia se relaciona con el tipo de suelo, calidad del

agua y fertilizacién. En contraste, los niveles de arsénico y
mercurio se mantuvieron por debajo de los maximos
establecidos, lo que representa un hallazgo favorable. En el
caso del cadmio (limite 0.5 ppm), las muestras Lemonge (2.09
ppm) y Titan (0.60 ppm) excedieron ese valor.

Lemonge se cultiva en Poal6, Cotopaxi, zona de suelos
volcanicos, lo que puede explicar su contenido metalico. En
Titan, cultivada en Cotogchoa, Pichincha, la fertilizacion
durante la etapa vegetativa podria haber influido (Caplan et al.,
2017). El cromo también aparecio en concentraciones elevadas
en Cherry Oregon (2.60 ppm) y Titan (1.40 ppm); sin embargo,
estos valores no superan el limite establecido en 1100 ppm.
Estos niveles podrian restringir su comercializacion, aunque
los extractos tienden a retener trazas minimas (Gonzélez-
Torres et al., 2023).

Bajo esta perspectiva, el cafiamo industrial se reconoce como
una planta hiperacumuladora de metales pesados,
particularmente en sus raices (Golia et al., 2023; Placido &
Lee, 2022). En este sentido, su cultivo previo al
establecimiento de cannabis con fines medicinales podria
constituir una estrategia eficaz para reducir la concentracién
de contaminantes presentes en las flores destinadas a uso
terapéutico.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del cannabis en
este estudio podrian estar influenciados por la menor presion
parcial de COs, las temperaturas reducidas y la variabilidad de
la precipitacion anual, condiciones propias de las zonas de
investigacion en Ecuador que ejercen un impacto significativo
sobre el perfil fitoquimico de la planta. Estas particularidades
ambientales, caracteristicas de las regiones altoandinas del
pais, se han asociado con adaptaciones bioquimicas
especificas en el cannabis (Solis Garcia et al., 2025).

4. CONCLUSION

Este estudio demostrd que el método de extraccion influye
significativamente en el rendimiento y la composicién quimica
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de los extractos de cannabis no psicoactivo cultivados en
Ecuador. La extraccién por ultrasonidos alcanzé el mayor
rendimiento en extractos de espectro completo (17.44 % p/p
en Titan), mientras que la extraccion con fluidos supercriticos
destaco por su eficiencia en la obtencién de cannabinoides,
logrando 44.65 % p/p de CBD en Cherry Oregon 'y 6.32 % p/p
de THC en Titan, sin dejar residuos de disolventes, lo que la
hace especialmente adecuada para aplicaciones alimentarias y
farmacéuticas.

Ademas, este método permiti6 obtener las mayores
concentraciones de terpenos en Cherry Bubblegum (j-
cariofileno, bisabolol), mientras que en cannaflavinas, se
observé un mayor contenido de cannaflavina A en EM-19
(0.32 % p/p) y de cannaflavina B en Cherry Bubblegum (0.11
% p/p), ambas mediante maceracién. La variabilidad en
polifenoles, flavonoides y taninos estuvo asociada a factores
genéticos y ambientales como la altitud y el tipo de suelo.
Aunque los residuos de pesticidas fueron bajos, se detectaron
niveles elevados de metales pesados (Cd, Cr) en algunas
variedades. Se recomienda implementar tratamientos de agua,
biorremediacién del suelo y control del sustrato para garantizar
la inocuidad de la materia prima.
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Resumen: Este estudio analiza la extraccion y caracterizacion de compuestos fitoquimicos en inflorescencias de
Cannabis sativa L. no psicoactivo (<1 % p/p A°>-THC) cultivadas en Ecuador (>2450 m s. n. m.) para aplicaciones en
las industrias alimentaria y farmacéutica. Se evaluaron seis variedades (Cherry Oregon, Titan, Cherry Bubblegum,
Lemonge, EM-16 y EM-19) mediante maceracion, ultrasonidos y extraccion con CO: supercritico. La extraccion por
ultrasonidos obtuvo el mayor rendimiento en la variedad Titan (17.44 £ 0.19 % p/p), mientras que la extraccion con
CO: supercritico alcanzé la mayor concentracion de CBD en Cherry Oregon (44.65 + 4.06 % p/p). Asimismo, se
identificaron terpenos (cariofileno, humuleno y mirceno), con concentraciones més altas en Cherry Bubblegum
mediante CO: supercritico. La mayor presencia de flavonoides, polifenoles y taninos se registro en Cherry
Bubblegum, Lemonge y EM-16, respectivamente. El analisis de plaguicidas confirm¢ la inocuidad del material
debido al uso de fertilizantes orgéanicos; no obstante, se detectaron niveles elevados de metales pesados (Pb, Cd, Cr)
en algunas variedades, evidenciando la necesidad de controles agricolas méas rigurosos. En conjunto, este estudio
proporciona informacion clave sobre la variabilidad en el rendimiento y la composicion quimica de los extractos, con
implicaciones para su aprovechamiento industrial.
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THC
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MDL: Limite de deteccion del método
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Figura S9. Curva de calibracién del beta-Pineno
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Figura S10. Curva de calibracién del Canfeno
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Figura S12. Curva de calibracion del Humuleno
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Figura S13. Curva de calibracién del Bisabolol
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Figura S14. Curva de calibracion del Mentol
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Figura S15. Curva de calibracion del Fenchol
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Figura S16. Curva de calibracion del Fenchona
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Figura S17. Curva de calibracién del Isoborneol
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Figura S18. Curva de calibracion del Nerolidol
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Figura S19. Curva de calibracion del Citronelol
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Figura S20. Curva de calibracion del Alcanfor
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Figura S21. Curva de calibracion del Pulegona
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Figura S22. Curva de calibracion del Acetato de Geranilo
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Cedreno
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4 " R? =0.9902
A MDL= 0.77 pug/ml
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0
0 5 10 15 20 25
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Figura S23. Curva de calibracion del Cedreno
Cedrol
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Figura S24. Curva de calibracion del Cedrol
gama-Terpineno
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Figura S25. Curva de calibracién del Gama-Terpineno
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alfa-terpineno

9
8
E 7
EX3
S5
3. y = 0.7989x - 0.2702
= R?=0.9953
§ 3 MDL=2.64 pg/ml
S2 LOQ = 0.32%
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0 2 4 6 8 10 12
Aterpeno/Aestandar
Figura S26. Curva de calibracion del Alfa-Terpineno
Limoneno
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Figura S27. Curva de calibracion del Limoneno
beta-Cariofileno
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Figura S28. Curva de calibracion del beta-Cariofileno
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Concentracion [ug/ml]

Linalol

y =0.3355x + 0.1418
R?=0.9903
MDL= 0.34 pg/ml
LOQ =0.04 %

0 5 10 15 20 25 30

Aterpeno/Aestandar

Figura S29. Curva de calibracion del Linalol

4. Cromatogramas
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Figura S30. Ejemplo de cromatograma de cannabinoides del analisis HPLC
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Figura S31. Ejemplo de cromatograma de cannaflavinas del analisis HPLC
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Abundance TIC: EM16-5FE.D\data ms
1e+07 13,531

9000000
3000000
7000000 14070
5000000 17215
5000000 16.38;

4000000

3000000

2000000

1000000
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Ti 4.00 500 6.00 T.00 3.00 9.00 10000 1100 1200 1300 1400 1500 16.00 1700 13.00
Ime—=

Figura S32. Ejemplo de cromatograma de terpenos del analisis GCMS

5. Condiciones climatoldgicas

Tabla S1. Condiciones climatologicas de las empresas que cultivan inflorescencias de cannabis no psicoactivo en Ecuador

. L Tmax, Tpromanual, Tmin, RH prom Evapotranspiracion,  Altitud, Precipitacion,
Variedad Locacién o o o ~ o
C C C anual, % mm/afio m.s.n.m. mm/afio
Cherry Oregon Tabacundo 20 13-14 11 82 600-650 2800 900-1000
Cherry Bubblegum Cotogchoa 21 14-15 12 86 650-700 2614 1700-1800
Titan Cotogchoa 21 14-15 12 86 650-700 2614 1700-1800
Lemonge Poald 18 13-14 9 82 650-700 2968 500-600
Medicinal Emerald 16 San Antonio
(EM16) de Pichincha 27 15-16 6 73 700-750 2577 500-600
Medicinal Emerald 19 San Antonio
(EM19) de Pichincha 27 15-16 6 73 700-750 2577 500-600
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