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INTRODUCCION GENERAL

Cannabises una de las plantas cultivadas desde la anéidiEde "domesticada” para
la obtencién de fibra de sus tallos, aceite deLgo ¥ de una resina toxica producida por sus
glandulas epidérmicas.

La asociacion historica del hombre antarihuanaha sido estudiada por muchos
autores (Chropa, 1969).

Se cree qu€annabises originaria del centro de Asia y que su culigveu gran
espontaneidad han favorecido su extension. Segaben el continente americano no se
conocio hasta 1545 (Small, 1975).

Actualmente se reconocen muchas variedades dalaf@annabis esta gran variedad
hace dificil el establecimiento de una taxonomrapleta y clara.

Tres son los factores que pueden haber contrilauidwersatilidad:

1.- La seleccion por el hombre para obtener fjmteoga.
2.- El intercambio genético entre plantas sadvajeultivadas.
3.- La seleccion natural y la climatologia.

TaxonomicamenteZannabispertenece a la familia de las Cannabinaceas. @datr
ella se conocen dos génerdsimulusy Cannabis
Dentro del génerG@annabis algunos autores opinan que solo existe una esfiall
y Cronquist); otros, sin embargo, creen que existan
En este caso, nosotros hemos optado por la taxamefiejada etiTaxon"por Small y
Cronquist, 1976.
Estos autores consideran una sola esp€aanabis sativa.., y a partir de ella,
aparecen subespecies y variedades:
Cannabis sativa..
Cannabis sativaubspsativa
Cannabis sativaubspsativavar.sativa
Cannabis sativaubspsativavar.spontanea
Cannabis sativaubspindica (Lam.) Small y Cronquist.
Cannabis sativaubspindica var.indica (Lam.)
Cannabis sativaubspindica var.kafiristanica
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|.- JUSTIFICACION E INTRODUCCION GENERAL
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[.1.- CANNABIS.

El presente trabajo tiene centrado su interés estedio de los principios activos mas
importantes del cafiamo indiano mediante distin@®dos cromatograficos de capa fina. Por
ello, conviene iniciarlo con un repaso botanicoimgeo y farmacolégico de la planta en
cuestion.

[.1.1.- Aspectoshotanicos.

Cannabis sativd.. es una hierba dioica, anual, con un tallo @e2lmetros de altura
media, estriado y mas o menos ramificado.

Las hojas, opuestas en la parte inferior del,tatln pecioladas, palmeopartidas en 5 a 6
segmentos desiguales lanceolados, elipticas ydient&n la parte superior son alternas,
simples y de tres segmentos.

Los pies masculinos son generalmente mas delgaedss femeninos.

Las flores masculinas estan agrupadas formandoytas en la extremidad del tallo,
con cinco sépalos y cinco estambres. Las floresrfiéras son cimas compactas, enmarafadas
con bréacteas foliaceas. El caliz envuelve el ovamiovular.

El fruto es el aquenio, casi esférico, de 2,%an8n de diametro, liso, de color gris y
sin albumen.

La semilla ocupa la cavidad del fruto y esta d¢anda de un embrion recurvado y
ganchudo, formado por dos cotiledones gruesoswsas.

[.1.2.-Composicidonguimica.

Dentro de la composicién quimica, Turner (19803cdbe hasta 421 componentes
distintos, agrupandolos en 18 grupos que se expaoentinuacion:

. Cannabinoides.

. Compuestos nitrogenados.

. Aminoacidos.

. Proteinas, glicoproteinas y enzimas.

. Azlcares y compuestos relacionados.
. Cadenas hidrocarbonadas.

. Alcoholes simples.

. Aldehidos simples.

. Cetonas simples.
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10. Acidos simples.

11. Acidos de elevado peso molecular.
12. Esteres simples y lactonas.

13. Lactonas.

14. Terpenos.

15. Fenoles no cannabindlicos.

16. Flavanoglicosidos.

17. Vitaminas.

18. Pigmentos.

Dentro de estos 18 grupos descritos por Turnepriacipios activos quedan limitados
al primer grupo, es decir, a I@annabinoides De todos ellos vamos a hacer un ligero repaso

de su estructura quimica y su accién farmacoldgica.

* Cannabigerol(CBG).

OH
Presenta una considerable actividad

antibacteriana contra los  gérmengs AN
grampositivos. Asi mismo, este compuesto
inhibe la incorporacion de la leucina vy |
uridina a las proteinas y al acido nucleigo ‘
respectivamente en el tejido nervioso.

} %)

HO CeH

* CannabicromendCBC). OH

Produce sedacion y ataxia en perrgs, - -
aungue es inactivo en el hombre.
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* Cannabidiol.(CBD).

Presenta actividad
anticonvulsivante, accion antiinflamatoria y
acciones sobre la conducta. El &cido
cannabidioico tiene actividad bactericida.

* A%-TetrahidrocannabinofA®-
THC),
OH
Presenta accion analgésica,
antiinflamatoria, antiemética,
broncodilatadora,  accion  sobre Ia
temperatura corporal, acciones a nivgl o) CH,,
central, etc.

* A8 Tetrahidrocannabino{A®-THC).

Tiene las mismas acciones que el
AS-THC, pero en menor potencia.
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* Cannabiciclol.(CBL).

Tiene una farmacologia algo vaga
Provoca irritacion, que se manifiesta en
rata por una piloereccidon y un exceso (le

respiracion.

* Cannabinol (CBN).

Presenta cierta

potencia los efectos daf-THC.

* Cannabinodiol(CBND).

No presenta una
farmacoldgica y es poco conocida.

actividad
anticonvulsivante, accién antiinflamatoria
propiedades inmunolégicas. Asi mismo,

accior

C.H

r=—4

a

OH

Oty

OH

e

OH CeH 4
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* Cannabielsoina(CBE). OH

Su accion tampoco es conocida.

* Cannabitriol.(CBT). OH

OH

Accién farmacoldgica poco clara.
OH

CH

[.1.3.-Farmacologia.

Una vez expuestos los principios activoCa@nabis presentamos a continuacion las
acciones farmacolédgicas mas estudiadas.

Accion antiemética(Hollister, L.E.; 1986).

Su accién es debida AP-THC. Su uso esta limitado por la toxicidad y edect
secundarios : sedacion, ataxia, hipotension oticatéetencion urinaria, disforia, sequedad de
boca, alucinaciones, ...

Accion analgésica.

La "marihuana”, el "haschish" y otras preparagonel Cannabisfueron utilizadas
muchos siglos atrds para aliviar el dolor. En 18F4lemostré que este efecto era debido al
A>-THC.
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Accion broncodilatadora.

La "marihuana” inhalada o por via oral induce baafilatacion en sujetos sanos y
sujetos asmaticos. Por ello AP-THC podria tener un gran papel terapéutico en los
broncoespasmos, de no ser por la existencia deefcundarios fisioldgicos y psicoldgicos.
Mediante derivados sintéticos de} THC se trata de mantener su accién broncodilatagor
minimizar los efectos colaterales. El CBN yAITHC se estan estudiando en este aspecto.
(Formukong, E.A.; 1984).

Accion antiinflamatoria(Evans, A.T.; 1987).

La administracién oral deA®-THC muestra que este compuesto es 20 veces mas
potente que la aspirina y 2 veces mas que la lidisgna. Asi mismo el CBD y el CBN
reducen el eritema experimental en rata.

Accion sobre la motilidad gastrointestinal.
El A°-THC inhibe potentemente el vaciamiento gastrisbTHC y CBN también
inhiben el transito del intestino delgado. Los GigiXtienen efecto.

Accidn sobre el glaucomé.eopold, I.H.; 1986).

Hepler y Frank en 1971 observaron por casualidademando "marihuana” (0,9% -
1,5%A°-THC) se reducia la presion intraocular aproximagtegmen un 45% después de 30-40
minutos.

Se administrdé oralmente a pacientes con glaucamaomaologo sintético del THC.
Desgraciadamente, ademas del efecto buscado derrizdpresion intraocular, se observo
también una hipotensién suave y otros efectos dados.

Accionesneuroguimicageriféricas(Dewey, W.L.; 1986).

Los cannabinoides no alteran los niveles basaedogamina, pero si aumentan la
sintesis de las catecolaminas en raton. El efeetdosl cannabinoides sobre el sistema
colinérgico estd menos claro que en el sistemaédjieo.

Acciones a nivel del SNC.
Los cannabinoides producen tanto depresion cowitaeidn del SNC.

-Accién sedante. Uso como sedanteas preparaciones orales@annabigienen un
efecto sedante y tranquilizante, acompafiado dedisminucion de la ansiedad, a dosis
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menores de la dosis que posee psicoactividad. ebkohla sedacion es el sintoma mas
caracteristico del THC en los ensayos clinicosufiNgyer, J.L.; 1971).

-Accion anticonvulsivante. En especial eh®-THC y los CBD son activos en los
modelos experimentales con animales en situacidvutsiva. El metabolito 11-OK°-THC
es mas potente que la forma de partida. (MartiR,;B.986).

-Esquizofrenia. El Cannabisafecta a los sintomas de la esquizofrenia (Andoggs.;
1987): causa una exacerbaciéon de dicha patolageamnas, produce una psicosis toxica que
cursa con los sintomas esquizofrénicos haciendésfaesea mas pronunciada. Por ultimo, el
Cannabis neutraliza la accion terapéutica de la medicaaidipsicotica.

Accién mejoradora de los Neurolépticos.

Este hecho ha sido demostrado recientemente leonddre. Se produce una accién
rapida, eficaz sobre los "tics" y otros sintomdsstl@lrome Tourette, que no son controlados
por la administracion exclusiva de neurolépticos.

Accion sobre reproduccion y endocrinolodfdendelson, J.; 1984).

Estéa suficientemente probado qua®%THC y varios de sus analogos producen efectos
sobre los sistemas reproductores masculino y feroeBI A°-THC causa, entre otros efectos,
descenso de la secrecion de la hormona foliculondsnte (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH), reduccién en el tamafio de Isitelos y regresion de las células de Leydig.

Accion sobre el feto y recién naciq@venger, T.; 1991).

La "marihuana” y sus derivados atraviesan libreenéa placenta y pueden inducir
efectos toxicoldgicos y teratoldgicos directamauotare el feto, siempre que su uso haya sido
crénico y a concentraciones altas.

En los ensayos desarrollados por Wenger admimigirdHC a ratas prefiadas, se ha
visto que las crias nacen con un peso menor y éanaista disminuido el peso de las gonadas.
Asi mismo, se encuentra disminuido el contenidamdatopéptido Y (NPY) en el hipotalamo.
Con todo ello, la administracion de THC a dosisadajurante la gestacion causa una
inhibicion transitoria del desarrollo del eje hddamo-pituitario-gonadal, con los
consiguientes cambios en el sistema neuroendocrino.

Después de haber hecho un breve repaso de liasagistcciones farmacolégicas del
Cannabisy sus compuestos, parece que la utilizacion tétiaees prometedora. Pero siempre
hay gue tener en cuenta los efectos secundaridag@dos por la droga, especialmente a nivel
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del sistema nervioso central. Este Ultimo hechbnhigado de forma considerable el uso del
Cannabis No obstante la utilizacion de los derivados sitdé del THC como IBlabilonay

el Levonantradol ya en clinica, asi como el ensayo de nuevas magderivadas del THC,
mantienen los efectos positivos y evitan los efepiicotrépicos.

Para finalizar esta introduccién dedicad@ahnabis hay que tener presente otros dos
aspectos mas que sonttderancia y la dependenciaque produce tras su administracion
repetida y el cese brusco de su administraciong(SN.; 1981).

[.2.- CROMATOGRAFIA.

[.2.1.-Clasificacion.

Se denomina cromatografia a un conjunto de téemeaseparacion basadas en la
competencia entre dos fases, una fija y otra midedl.componentes de una mezcla se separan
por su distinta afinidad por una u otra de lasfdsss.

El principio de fraccionamiento cromatografico esencialmente similar a los
procedimientos de separacion clasicos, tales dardestilacion, extraccion y cristalizacion;
en todos ellos se produce la separacion del compoeseado en una de las dos fases. La
cromatografia se diferencia de estos métodosexideencia de una fase estacionaria y de una
fase movil.

La fase estacionaria sera un solido poroso aquidh retenido en un soélido inerte, de
composicion fija , dispuesto en forma de colummanfatografia en columna, gas-liquido o
liguido-liquido), en forma de placa (capa delganlale tira de papel. La fase movil, es el
eluyente y podra ser liquido o gas.

Cuando la fase fija o fase estacionaria es sdidecromatografia se llama
cromatografia de adsorciénsi es liquida recibe el nombreaematografia de particion o
reparto aun cuando esta fase liquida debe encontrarse solsoporte solido que no suele
intervenir en el proceso cromatogréfico.
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Segun todo esto, la cromatografia se puede clasén cuatro tipos distintos:

Adsorcion (fase estacionaria solida).
Cromatografia liquido-sélido (fase movil liquida).
Cromatografia gas-solidafase movil gaseosa).

Particion (fase estacionaria liquida).
Cromatografia liquido-liquido (fase movil liquida).
Cromatografia gas-liquido(fase maovil gaseosa).

Pero normalmente para clasificar los métodos dmgréficos se acostumbra a
dividirlos en dos tipos:

Cromatografia de gaseggas-sdlido y gas-liquido).
Cromatografia de liquidos(en columnay plana).

Asi mismo, existen diversas variantes de la crognatia liquida entre las que destaca
la de intercambio idnico, en la que la fase estaria es una resina intercambiadora de iones y
su afinidad por la muestra depende de la apetedeidipo quimico que para ella presenta la
resina .
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A continuacion se expone un esquema bastantedgdeoclasificacion de los métodos
cromatograficos:

| C. de gas-sélido
C. Gaseosa |
| C. de gas-liquido
| C. en papel
Planar |
| C. en capa fina
C. de liquido-sdlido
C. de liquido-liquido

C. Liquida C. en fase-ligada

Columna | C. de intercambio i6nico

C. de par i6nico

| | C. gel permeable
| | C. de exclusior]
| | C. gelfiltracion

1.2.2.- Generalidades.

El factor mas importante del proceso cromatogradi el equilibrio de distribucion de
los distintos componentes de la muestra entrees festacionaria y movil. La relacion entre
las concentraciones de una sustancia entre estéssaés, en estado de equilibrio, se denomina
coeficiente de reparto o de particién (K)uyo valor es:

c ms

s -
K=_—>"__Vs_
Cm mm

Vm

msy My, SON las masas respectivas de sustancia reteniisseltas en las fases estacionaria y movil.
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VY Vp, son los volimenes de estas dos fases.

La relacion entre los coeficientes de particioriadedistintos componentes permite
conocer la facilidad de una separacion. Ademas]et absoluto de estos coeficientes indica la
velocidad a que se mueve cada banda en la colytaa,o tira, y la variacion del coeficiente
con la concentracion establece la forma de la bamdmatogréafica. El coeficiente de
distribucién puede ser independiente de la cormentr de sustancia disuelta o variar al
cambiar la concentracion.

La distribucion de una sustancia entre dos fasesmesenta graficamente mediante
las llamadassotermas de sorciongue muestran la cantidad de sustancia sorbid feise
estacionaria con respecto a su concentracionfasdanovil. El término "sorcion" engloba los
procesos de adsorcién, en los que la sustanciansertra en el limite de la fase estacionaria
(generalmente sélida), y de absorcién, en losajgedtancia se disuelve en la fase estacionaria
(liquida).

Las isotermas de sorcion se obtienen representami@rdenadas las cantidades
sorbidas en la fase estacionaria, para distintaseatraciones en la fase mavil que se
representan en abscisas, todo ello en condiciome=gdilibrio y a temperatura constante.
Cuanto mayor es la concentracion de sustanciafasdandvil, mayor sera también la cantidad
sorbida por la fase estacionaria.

Si la isoterma de sorcion es una recta que pasa pdgen (isoterma lineal) significa
que el coeficiente de particion es independieatia doncentracion.

Cuando el coeficiente de particion varia con laceatracidn se obtienen isotermas
curvadas: convexas o concavas.

En general, se logran isotermas de sorcion lisealdos procesos cromatogréficos de
particion, sobre todo cuando la concentracion deuastra en la fase moévil es bastante baja.
En los procesos cromatograficos de adsorcién, ndmda muestra esta a concentracion
elevada en la fase movil, se obtienen isotermageraral convexa. Las isotermas concavas
son relativamente raras.



17| CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS COMPONENTES DELANNABIS

Il.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

[I.1.- INTRODUCCION HISTORICA.

La cromatografia de adsorcion, descubierta péwotnico ruso Michael Tswett en
1903, permanecio ignorada hasta el afio 1931. Tswetintré que los pigmentos vegetales
podian separarse, filtrando su solucién en étpettéleo a través de una columna de carbonato
calcico, observando que en ésta se formaban zovaglas y verdes.

El apogeo de la cromatografia de adsorcion comenz 1931, cuando Kuhn y
Lederer, asi como Kuhn, Winterstein y Lederer ohiferon el método en la quimica sintética
de los colorantes poliénicos. El primer trabajtotde la separacion en sus componentes del
entonces ya conocido caroteno y el aislamienta gigl-caroteno.

La aplicacion de la cromatografia como norma pegpa por Kuhn, Winterstein y
Karrer, es lo que mas influy6é en el desarrolloalguimica de los carotenoides en los afios
posteriores. También avanzé la investigacion deilgmentos de las hojas verdes, flavinas y
otras materias colorantes vegetales, con el eng@elas técnicas cromatogréaficas. Se fue
evolucionando también hacia la separacion de cauisines no coloreadas, elaborandose
para ello métodos de revelado. La cromatografisadkorcion en columna se convirtio
rapidamente en un procedimiento standard.

La cromatografia de Tswett era apropiada principate para la separacion de
sustancias lipdfilas. Faltd, sin embargo, un métodonatografico de separacion utilizable
para compuestos hidrofilos (albuminoides, poligdodry acidos nucleicos), hasta que Martin
y Synge (1941) desarrollaron la cromatografia garte. Utilizaron columnas de gel de silice,
al gue se habia incorporado una determinada cdrdilagua.

Consden, Gordon y Martin sustituyen la "sustaseorte" silicagel por tiras de papel
y crean lacromatografia de papel Después de conseguir las primeras separaciones de
aminoacidos, empezo el gran desarrollo de la camgrefia de papel, que introdujo el método
en casi todo laboratorio quimico.

Pero los limites de la cromatografia de papeken@sonocieron claramente hasta mas
de diez afios después. La cromatografia de papebesiderada como el método de analisis
cromatografico, aunque se produjeron muchas diidak usando este método en sustancias
lipofilas, que segun el método de Tswett eran rfémite separables. No existia un
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procedimiento generalmente aplicable de la adsorciOmatografica aunque Izmailov y
Shraiber ya en el afio 1938 describieran el prioapgilacromatografia de capa fina Estos
autores esparcieron 6xido de aluminio sobre pldeasistal y separaron diversas sustancias en
estas capas no compactas. Williams cromatogradialoapas de adsorbentes entre dos placas
de cristal, una de las cuales tenia un pequefici@iifor el cual se hacian llegar a la capa las
soluciones y eluyentes. Meinhard y Hall usarongoionera vez un aglutinante (almidén) para
conseguir una mayor estabilidad mecanica de laascdfirchner, Miller y colaboradores
ampliaron el procedimiento y demostraron su utlligara la separacion e identificacion de
terpenos. Mientras que estos autores trabajarome splacas de vidrio estrechas
(chromatostrips). Reitsema utilizé placas de vidridas anchas (chromatoplates) sobre las
cuales se podian cromatografiar varias pruebasaufao de la otra, pudiéndose operar
también bidimensionalmente.

No se reconocio la importancia general de estedoébasta que por los trabajos de
Stahl la cromatografia de capa fina fue introduc@ao procedimiento de la cromatografia de
adsorcién analitica.
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II.2.- GENERALIDADES.

Con el nombre deromatografia plana se distingue a un conjunto de técnicas
cromatograficas, ampliamente difundidas por laiflenalel equipo experimental requerido,
que pueden considerarse incluidas dentro de laatogmafia liquida ya que la fase movil es un
liquido, pero que se distingue de ella en queska égtacionaria no se halla en el interior de una
columna sino que se encuentra extendida sobreupedisie plana por la que, por capilaridad
0 por adsorcion, se desplaza la fase mévil liquida.

Segun el tipo de superficie que actie como sopertistinguen dos grupos principales
de cromatografia plana:

La cromatografia en papel(PC), en la que la fase estacionaria, generalntigoida,
se encuentra adsorbida entre las fibras de undetipapel.

La cromatografia en capa delgada o capa fina(TLC) ("Thin Layer
Chromatography"), en la que el soporte de la fatssEi®naria es un material poroso purulento
extendido sobre una superficie de vidrio, plasticoetal, por el que fluye, por capilaridad, la
fase movil; el material poroso puede también actono fase estacionaria en la cromatografia
de adsorcion.

De estos dos tipos de cromatografia plana, elnggeinteresa a nosotros en este
momento es el estudio deGaomatografia en capa fina por lo que en lo que sigue, haremos
una amplia descripcion de la técnica, teniendaienta que en el caso detamatografia en
papel, el proceso es similar.

La cromatografia de capa fina, en la separaci@usi&ncias lipofilas, es mucho mas
ventajosa que la cromatografia de papel. Se eraptedmétodo también, unos afios mas tarde
para la separacion de combinaciones hidréfilas yakjunos casos fue comparado
sistematicamente con la cromatografia de papelpskeamdose que empleando sustancias
apropiadas, es tan buena o mejor que aquella.

Las ventajas mas importantes de la cromatograféapa fina son:

Excelente nitidez.

Alta sensibilidad.

Gran rapidez.

Alguna separacion, que sobre papel necesita mhchas, se puede lograr sobre una
capa apropiada en pocos minutos.
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[1.3.- BASES DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC).

11.3.1.- Introduccidn.

La cromatografia en capa fina es una técnicauimstintal que ha adquirido gran
importancia para analisis de productos de intemésecéutico, ya que redne las ventajas de la
cromatografia en papel, y algunas de las de la atmmrafia liquida en columna. La
disposicién experimental es muy similar a la dprimera con la diferencia de que el papel,
como soporte de la fase estacionaria, ha sidasdstipor una fina capa de un material
adsorbente tal como el gel de silice (i alimina (AIO3) 0 el 6xido de magnesio (MgO).

Las ventajas principales por las que ha alcangedodifusion son las siguientes:

a.- Sencillez del método experimental.
b.- Bajo coste del equipo necesario.
C.- Rapidez del desarrollo cromatografico.

Elevada resolucion y nitidez en la separadéta mezcla.

Alta sensibilidad en la deteccion de pequeéasdades de sustancias.
Posibilidad de emplear distintos soportes aistarios segun el tipo de
sustancias a separar.

Posibilidad de utilizar diversos reveladorg®sivos y poder calentar la placa a
temperaturas elevadas para mejor visualizacidasdmanchas.

Facilidad de extraccion de las fracciones pardeterminacion cuantitativa.

Las placas suelen ser de vidrio 20x20 cm, auraqubién se emplean de otros tamafios
y materiales (plastico, metal...) sobre las quexsiende el material adsorbente formado por
una papilla mediante un aplicador especial hagémebuna fina capa lo mas uniforme posible.
El espesor puede variar, siendo el mas corrieBterim. Capas mas gruesas se utilizan en la
técnica preparativa, para conseguir cantidadesiaptes de cada componente. Generalmente
el adsorbente contiene una sustancia aglomerasge, (gulfato de calcio), que o mantiene
adherido a la placa de vidrio. La extension debézegse en un tiempo maximo de cuatro
minutos para evitar el endurecimiento de la suspem®r efecto del aglomerante.

Después de la extension se procede al activalds gdacas, manteniéndolas en estufa
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a 100-108C durante 2h, con lo que su poder adsorbente aamaindordinariamente. Cuando
interesa realizar cromatografia de reparto, lasaplase dejan un cierto tiempo para que
adquieran humedad. Este proceso recibe el nomlatesaetivado.

Existen en el comercio placas de vidrio para ctografia preparadas con el
adsorbente incorporad€romatoplacag; también se encuentran en forma de laminas de
aluminio o plastico Cromatofolios), que presentan la ventaja de poderse recortar con
facilidad, muy utiles para analisis cuantitativaosLcromatofolios de plastico no pueden
calentarse demasiado y deben utilizarse con précacen ciertos eluyentes.

La eleccion del liquido de desarrollo es fundamlemara lograr una buena
cromatografia. El tipo seleccionado depende detla@eza de las sustancias que se pretendan
separar. En general, los compuestos polares reguatunyentes con agua, mientras que los
poco polares utilizan liguidos no acuosos. Pamldecion el eluyente, resulta conveniente
colocar en una placa de cromatografia una semeatehas de la mezcla a ensayar, y en el
centro de cada una de ellas una gota de uno dijlidos de desarrollo que se pretenden
utilizar (distinto para cada mancha). Una vez @aleela placa se observara facilmente cual es
el més adecuado.

Para aplicar las muestras se dispone normalmemtautillas de plastico con una serie
de agujeros que permiten marcar el punto de afitae introducir una micropipeta o un
capilar a 2 cm del borde inferior de la placa, lecaso de placas de 20x20 cm. El volumen
aplicado suele ser de 2-10 th¢h a 50ug de sustancia) y la mancha no debe tener un di@met
>a 5 mm.

El revelado puede realizarse por métodos fisiqms onétodos quimicos:

- Entre los métodos fisicos se encuentra la pakeidn de una sustancia fluorescente
(fluoresceina) sobre la placa, con lo que al ilaméncon luz UV se observan las manchas
oscuras sobre fondo fluorescente. Asi mismo, gsuale utilidad los adsorbentes que llevan
incorporada una sustancia fluorescente, lo queifEela rapida localizacion de las manchas a
la luz UV sin necesidad de pulverizar.

- Otras veces se recurre a procedimientos quintoosistentes en la pulverizacion sobre la
placa de un agente revelador que dé una reaccidreada con las sustancias problemas, o
bien se introduce la placa en el liquido revelador.
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Algunas veces se realizan dos desarrollos cromégdiwas, con eluyentes distintos y en
direcciones perpendiculares, para obtener una reejmracion de los componentes de una
mezcla compleja. Esta técnica recibe el nombr€rdenatografia bidimensional Se debe
tener la precaucion de secar completamente el pdemarrollo antes de comenzar con el
segundo.

La determinacién cualitativa de los componentetadauestra, una vez revelado el
cromatograma, se realiza mediante la medida dstkndia recorrida por cada componente y
la recorrida por el disolvente, calculand&élo elRx como se indica a continuacion:

* El Rf es el'Factor de Retencion" y representa la relacion entre la distancia retapor la
sustancia y la recorrida por el frente del eluyente

Rf = Dist.recorrida por la sustancia/ distancia recorrida por el eluyente

Este parametro nos indica la afinidad relativéadistancia por el adsorbente o por el
eluyente.

El valor del Rf esta condicionado por numerosotfas tales como las variaciones en
la composicion del liquido de desarrollo, la terapga, que modifica el coeficiente de reparto
y la viscosidad del eluyente, asi como la natusatks adsorbente en si y las condiciones de
trabajo. Por ello, para dar el valor del Rf coma oaracteristica propia de cada sustancia , hay
gue especificar muy claramente las condicionesiersq ha realizado el ensayo.

* Actualmente se emplea otro pardmetro denominadaj&e representa la relacion entre la
distancia recorrida por la sustancia problema yetzorrida por otra sustancia patron de
caracteristicas similares, en el mismo cromatogsachaante el mismo tiempo.

Rx= Distancia recorrida por el problema
Distancia recorrida por@htron

Para realizar un analisis cuantitativo se requaearrollar en la misma placa
cantidades patrones conocidas de todos los comjggnarya valoracion se pretenda efectuar.



CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS COMPONENTES DECANNABIS | 24

Existen varios procedimientos:
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a.- Comparacion del tamafio de la mancha.

Se basa en que la raiz cuadrada del area de thahes directamente proporcional al
logaritmo de la cantidad de sustancia. Si se desjplenmanchas correspondientes a distintas
cantidades de muestra, se puede trazar una rectalibeacion, pudiendo conocer las
cantidades de sustancia para manchas de éarea dané&ste método sélo es valido
manteniendo constantes el tamafio inicial de la haarat disolvente de la muestra, el espesor
de la placa y el liquido eluyente.

b.- Método fotodensitométrico.

Es el mas empleado. La determinacion se realizagflexion. Se suele realizar un
barrido a lo largo y ancho de la placa, registragdidficamente las intensidades de luz
reflejadas. Este método no es adecuado para sastéwtoliticas.

c.- Método de elucion.

Es el méas preciso. Requiere extraer la parteapelre adsorbente correspondiente a
una determinada fraccion, disolverla en un ligidecuado y valorarla posteriormente por
cualquier método espectroscopico. Debe recogemdsetrbente sin pérdidas de material; se
raspara la zona del adsorbente que se desea reageando al mismo tiempo mediante una
trompa de vacio. Existen dispositivos muy adecupdos lograr un rendimiento 6ptimo.
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I1.3.2.- Cromatografia de adsorcion.

[1.3.2.1.-Aspectos generales.

Se defineadsorcion fisicamente, como la adherencia de compuestosprema
molecular o iénica, de tipo sdlido, liquido o gaseosobre la superficie de un sélido. Los
efectos causados por la adsorcién pueden compeobials superficie limite es grande. Por
ello, la separacién depende mucho de la suped@tiadsorbente pulverizado.

Las condiciones son menos sencillas en la adsadeiGoluciones que en la adsorcion
de gases, porque la sustancia disuelta y el digel\e®mpiten por los sitios de adsorcion de la
superficie.

El proceso de adsorcion lleva a un equilibrio deigende de la temperatura, presion o
concentracién. Manteniendo la temperatura constardbservando la dependencia de la
adsorcion con la presion o concentracion, se abtiemoisoterma de adsorciénuna curva
parabdlica, con un tramo ascendente practicamieet@ ken las concentraciones o presiones
bajas de la sustancia disuelta. En esta zomaeficiente de adsorciénC. adsorbido/C.
disuelto) es constante.

Existen dos casos extremos para las isotermagsdecan:

- Cuando coincide con el eje de abscisas, la sugt@mo es adsorbida. Ocurre cuando la
sustancia se disuelve completamente en el eluyergarrastrada por él (Rf=1).

- Cuando la isoterma coincide con el eje de ordm)ath sustancia es completamente
adsorbida. Tiene lugar cuando la sustancia no sgrelele del adsorbente, se queda en el
origen (Rf=0).

Si la isoterma de adsorcion transcurre entre dstoextremos, entonces la sustancia es
transportada a mas o menos distancia, con relad@pendiente de las isotermas y el proceso
total estd fundado en un cambio continuo de precgsadsorcion y desorcién. Si la curva de
la isoterma esta préxima al eje de abscisas, plafsniento de la sustancia es rapido (altos
valores de Rf), si se aproxima al eje de ordenagadesplaza lentamente (Rf pequefios).

Idealmente, la isoterma es una recta; el equililte adsorcion se establece
instantaneamente y no se produce proceso de difusad lo que las manchas aparecen
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perfectamente delimitadas.

Si el equilibrio de adsorcion no se estableceeguida, o si la sustancia se difunde en el
medio de elucidn, entonces se obtienen manchasomies difusos pero manteniendo la
simetria, que es lo que ocurre siempre.

En el caso préctico, la isoterma no es complettemiereal. Cada adsorbente sélo
puede adsorber cantidades limitadas; la existetheigoocos lugares ocupados ya en la
superficie de adsorcion, trae consigo una dismimude la fuerza de adsorcién, porque los
sitios mas activos son ocupados en primer lugaen®s, con pequefias cantidades de
sustancias, se obtienen isotermas curvadas y @graatas con manchas alargadas en la
direccion a la linea de origen. Esta formaciénadda™ es menor, cuanto menos sustancia se ha
aplicado en el origen, es decir, las isotermasseagercando al comportamiento lineal ideal.

Si el eluyente contiene una sustancia capaz delserbida con mayor intensidad que
las sustancias a separar, y si éstas ademas sejais&® quimicamente y en su afinidad con
respecto al adsorbente, entonces los componemntastdena rivalizan por los mismos lugares
de adsorcion, tal que las manchas de sustancelsmmatograma se suceden sin dejar zonas
"vacias". Con estos procesos de desplazamientgugagontar siempre en la cromatografia de
adsorcion en la que se cromatografia una mezchadas sustancias; las velocidades de
desplazamiento dependen mucho mas de las impuyeean el caso de la cromatografia de
reparto.

Con todo lo visto, podemos decir que la cromafégras un sistema de tres
componentes como minimo (adsorbente, medio dedelyocompuesto cromatografiado). El
comportamiento cromatografico depende tanto delrbdate como del medio de elucién. Se
puede predecir qué adsorbentes y medios de elsoidapropiados para la cromatografia de
una determinada sustancia.

11.3.2.2.-Adsorbentes.

El nimero de los adsorbentes disponibles es vataénte limitado, existen
normalmente mas medios de elucidon. En caso de ustansia determinada, para un
adsorbente fuerte ("activo") se requiere el cooedjente disolvente de fuerte poder de
elucion. Por ello, se han clasificado tanto loodzEntes como los eluyentes en series segun
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sus actividades crecientes. En los adsorbentedepubtenerse ademas diferentes grados de
adsorcién con un tratamiento previo adecuado.

Se suelen emplear como adsorbentes, 6xidos, dxidizgados o sales. Las sustancias
adsorbidas, adsorbatos, son combinaciones pol@g@sarizables. Estan ligadas a la superficie
del adsorbente por medio de fuerzas electrostatjopastambién son responsables de la
cohesion de la red cristalina.

"Centros activos" de adsorcion son, aristas, eeesi de rotura, angulos y lugares
defectuosos de la superficie, en los que los ies&n mas o menos al descubierto. Asi se
puede entender el paralelismo que existe entrdiladad de adsorcion y la escala de dureza,
gue representa una medida de la magnitud de lasmfuesticulares.

La unién del adsorbato a la superficie del medioadsorcion esta producida por
fuerzas i6n-dipolo o dipolo-dipolo.
Los puentes de hidrégeno participan también enitmuwadsorbente-adsorbato. Las moléculas
gue forman puentes de hidrégeno internos, se aisonids débilmente en silicagel y 6xido
de aluminio hidratado, que los compuestos isémguesno poseen estas propiedades. Los
puentes de hidrogeno, ademas influyen en la madil@htre la sustancia y el eluyente.

La actividad de adsorcion de los adsorbentes ¢ogréicos mas empleados, es muy
diferente. Ademas, se pueden variar mucho lasgutagdes de un adsorbente. El contenido del
agua es definitivo, ya que las moléculas de aguadnfente adsorbibles, bloquean los puntos
activos de la superficie.

A continuacion se presenta una tabla de adsoshentienados segun su fuerza de
adsorcioén creciente segun H.H. Strain:

Sacarosa, almidon.
Inulina.

Citrato magnésico.
Talco.

Sosa.

Carbonato potésico.
Carbonato calcico.
Fosfato célcico.
Carbonato magnésico.
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Magnesio.

Acido silicico activado.

Silicatos de magnesio activados.

Oxido de aluminio activado.

Carbon animal activado y magnesia activada.

Otros autores, como G. Hesse, los clasifican dglaente manera:

Oxido de calcio.

Fluoruro célcico.

Oxido de aluminio.
Triéxido de cromo.

Oxido de aluminio alcalino.
Oxido de aluminio acido.
Floridina.

Frankonita.

Carbon animal activado.

Diferentes adsorbentes presentan, en generaidades de adsorcion similares frente
a todas las sustancias probadas. Los adsorbentaestidelad muy parecida, en algunas
ocasiones pueden dar distintas manchas de desparanho mas frecuente, sin embargo, es
poder observar diferencias de mayor a menor mabainudas velocidades de desplazamiento
de las sustancias en adsorbentes diferentes. Esneadable probar siempre varios
adsorbentes. En capa fina, se optara primero puobiaa los eluyentes antes de variar el
adsorbente.

Ahora, pasamos a hacer una breve revision dedkmlzentes de uso comercial mas
empleados para la cromatografia de capa fina.
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11.3.2.2.1.- SILICAGEL.

Es uno de los adsorbentes mas utilizados pareotaatografia de capa fina y en
columna.

El diéxido de silicio en polvo, respirado duralaeo tiempo, puede tener un efecto
nocivo, llegando a producir, inclussilicosis Por ello, debera de tenerse en cuenta este factor
en el momento de la fabricacién de las placas.

En cromatografia de capa fina se ha venido engdeaon mayor frecuencia el
silicagel en forma dsilicagel G "Merck" , que contiene un 13% de yeso. El tamafio de sus
granos es de 5 a 25 Para la elaboracion de capas muy finas, se tahmaducto con un
tamiz de malla 200. Una parte en peso de silicagsd suspende en dos volimenes de agua
destilada.

El silicagel H "Merck" no contiene yeso ni aglutinantes organicos. Paseamano
medio de granulacion de 5 aj25Tiene una buena estabilidad y los tiempos demnidocson
algo superiores en comparacion con los del silldage

También pueden obtenerse silicagel H y silicagebfsindicadores de fluorescencia.
La materia fluorescente inorganica (un silicato dilec activado con manganeso) hace
innecesario tener que colorear las sustanciash&sva el cromatograma en luz UV de onda
corta, viendose las manchas oscuras sobre el furmtescente.

El silicagel G "TLC" contiene un 10% de yeso. Existen otros muchos tg®
silicagel comercializados que difieren unos desoémo la composicidén y proporcion de yeso
gue presentan, asi como el tamafio de granulacion.

Existen también capas de silicagel modificadaa fgaseparacién de combinaciones
acidas, elaboradas con acido oxalico 0,5 N eneepd agua o con adicién de acido sulfdrico.

11.3.2.2.2.- OXIDO DE ALUMINIO.

Durante muchos afios, el 6xido de aluminio seihzagto con menor frecuencia en la
cromatografia de capa fina que el silicagel, ppaiohente porque el silcagel G era, al
principio, el Gnico adsorbente conseguible para @st Autores checos como Hermanek,
Shwarz y Cekan han descrito multiples aplicacioledéxido de aluminio neutra Es util, por
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ejemplo, en la separacion de terpenos, alcaloestgroides, combinaciones aliciclicas,
alifaticas y aromaticas. Existen distintas clasgsarcializadas para la cromatografia de capa
fina.

El 6xido de aluminio G "Merk" tiene reaccion alcalina . Presenta una activigad d
adsorciéon menor que la del silicagel G. Asi mismanayor la posibilidad de formacion de
"colas".

El 6xido de aluminio "TLC" no contiene aglutinante y su reaccién es débilnent
alcalina. Existen otras muchas clases de 6xidatud@nio comercializados por distintas casas
comerciales (Woelm, Camag, etc.) diferenciandoska @noporcioén de yeso y el sistema de
activacion.

11.3.2.2.3.- KIESELGUR.

Término aleman que se emplea para denominardaa fidsil silicea que procede de
las diatomeas. Hieselgur G "Merck" adsorbe mas débilmente que el silicagel G y elaxi
de aluminio G. Por ello es especialmente apropj@ala separaciones de combinaciones
polares. La cantidad de sustancia maxima que skeudicar sobre las placas de kieselgur es
relativamente pequenia.

Para la separacion de azucares, son apropiadesdmgieselgur G tamponadas.

[1.3.2.2.4.- SILICATO MAGNESICO, SILICATO CALCICO.

El silicato magnésico para cromatografia de cieyad suministra la casa Woelm. Es
apropiado para la cromatografia de azUcares.

Las capas de silicato calcico son adecuadas parseparacion de azlcares y
fenilosazonas.

11.3.2.2.5.- HIDROXIAPATITO.
Se han empleado en las separaciones de lipidmepgl de proteinas. También se ha

recomendado para cromatografia de capa fina degdetes, aminoazucares N-acilados,
saponinas y derivados de porfirina y pirrol.
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[1.3.2.2.6.- OTROS ADSORBENTES INORGANICOS.

Generalmente todos los adsorbentes empleadosraatografia en columnas pueden
emplearse también en cromatografia de capa fina.

Se han propuesto capas finas formadaéxido de magnesipcarbonato magnésico
hidréxido célcico, carbonato célcicq fosfato dicélcicq Anex, Filtrol, Florisil, talco y
almiddn, sin que con estos adsorbentes se hayan reabepdoaciones cromatograficas de
capa fina.

11.3.2.2.7.- CELULOSA, CELULOSA ACETILADA.

Existen varias clases de polvos de celulosa, ealdenanas celulosas modificadas.

Los cromatogramas de placas de celulosa, muesteaithas mas nitidas que los
cromatogramas de papel, elaborados bajo las msmndsciones. De ahi que las separaciones
resulten mejores.

Estan comercializadas corvtN 300 Acy MN 300 G/Ac, celulosas acetiladas, con o
sin yeso.

11.3.2.2.8.- INTERCAMBIADORES IONICOS.

Se emplearon principalmente para la cromatogiafizapa fina de derivados del acido
nucleico. Los mas usados sotercambiadores idnicos de celulosa

11.3.2.2.9.- POLIAMIDA.
Es especialmente apropiada para la cromatogmfiambinaciones fendlicas.

11.3.2.2.10.-POLIETILENO.
El polvo de polietileno, que también se emplea gaomatografia en columna. Esta
indicado para la separacion de acidos grasos ngésteetilicos del acido graso.

11.3.2.2.11.- SEPHADEX, DEAE-SEPHADEX.
Las capas defel de dextran Sephadexson apropiadas para la separacion de
aminoacidos, oligopéptidos y proteinas, a causasidiferentes pesos moleculares (“filtracion
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de geles").
Sobre las capas d®EAE-Sephadex pueden cromatografiarse proteinas y
nucleotidos.

11.3.2.2.12.- OTROS ADSORBENTES ORGANICOS.

Se ha hablado de capasudea, para la separacion de acidos grasos de caddaa/rec
ramificada. Se han separado antibidticos sobresaguarbon activada

[1.3.2.3.-Eluyentes.

Como la velocidad de desplazamiento de una sustamecin adsorbente dado, depende
del medio de elucibn empleado, se pueden obtenies s@on poder de elucion creciente
llamadasseries eluotropas

Se han propuesto distintas series eluotropa® wutas aqui presentamos dos de ellas

gue nos son de gran utilidad (en orden creciengoder de elucidn):

n-pentano éter de petréleo (p.eb. 3050

éter de petréleo éter de petréleo (p.eb. 5&Y0
n-hexano éter de petréleo (p.eb. 70°T)0
n-heptano tetracloruro de carbono

ciclohexano ciclohexano

tetracloruro de carbono sulfuro de carbono

tricloroetileno éter dietilico

benceno acetona

diclorometano benceno

cloroformo tolueno

dietiléter ésteres de acidos organicos

acetato de etilo dicloroetano, cloroformo, dicloetano
piridina alcoholes

acetona agua

n-propanol piridina

etanol acidos organicos

metanol acidos + bases, agua, alcoholes, pisdina

agua
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Estas series son de gran ayuda para la elecdiéfugente adecuado. No obstante, no
es raro encontrar alteraciones en el orden deitg per ello en el empleo de las mismas, se
debe actuar con cautela.

Las mezclas de dos o tres disolventes de poladidéidta, muchas veces dan mejores
separaciones que eluyentes quimicamente uniforfestes también se pueden ordenar en
series eluétropas. Asi por ejemplo, la accién @ltgyaumenta con regularidad en la serie:

éter de petréleo

éter de petrdleo con cantidades crecientes de t@nce
benceno

benceno con cantidades crecientes de etanol

Estas series son validas para adsorbentes hidrofil

Para poderse orientar sobre la magnitud del m&letucion de un eluyente, se puede
hacer sobre la capa fina , segutitdéenica microcircular" . La solucion de las sustancias a
separar se aplica sobre la capa en puntos sepamatiesi unos centimetros. Después de la
evaporacion del disolvente, se vacia en el cemtroada punto el eluyente contenido en un
capilar previamente cargado. El liquido emergeutarmente y si es el eluyente apropiado,
separa las sustancias aplicadas.

Existe también l&técnica escalonada"en la que, sobre el mismo cromatograma y en
la misma direccion, se emplean varios eluyentes.

Un disolvente posee un poder de elucion tanto naygmto mas grande es su afinidad
por el adsorbente.

Para obtener resultados reproducibles, en la ¢togmadia se deben usar sélamente
disolventes muy puros. Los diluyentes que se altguénicamente, deben prepararse de nuevo
en cada ocasion. En algunos casos pueden guadimesge algun tiempo en el frigorifico.
Hay que contar con la formacién de ésteres, elvdig@s que contienen alcohol y acido.

En general, hay que procurar emplear eluyentesillssn de uno o de dos
componentes. En caso de eluyentes de varios comtpsnbay que evitar que los mas volatiles
se evaporen si se emplean recipientes que norclegrenéticamente.
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Cuando se trata de mezclas de sustancias conocidagjor es emplear en primer
lugar como eluyente benceno o cloroformo (con codéede etanol). Si las sustancias se
guedan durante la cromatografia cerca del origganees o bien se elige un medio disolvente
con accién eluyente mas fuerte o se agrega aldisel empleado otro de accién eluyente mas
fuerte. Si las sustancias se desplazan demasisada @gerca del frente) se empleara entonces
un disolvente, con accion eluyente mas débil.

[1.3.2.4.-Adsorcién-Constitucion quimica.

Si las sustancias a separar poseen en la adsoaridnn disolvente no acuoso poca
afinidad por los adsorbentes hidréfilos, entoneesrabajara con un adsorbente “fuerte” y
eluyente "débiles", es decir, los que estan atimim de la serie eludtropa.

Se empleardn adsorbentes "débiles" y eluyentesrté&f cuando la afinidad de
adsorcién de las combinaciones es grande.

Por todo ello, es muy importante saber qué cafstitas quimico-constitucionales
influyen en la fuerza de unién por adsorcion.

- Los hidrocarburos saturados son poco 0 nada adsorbidos. La introduccion de
enlaces dobles aumenta la afinidad de adsorcidnerta la facultad de polarizacion de las
moléculas y con ello la fuerza de unién adsortilmsaperficie de los adsorbentes hidroéfilos.

- Al introducir grupos funcionales con imdrocarburo, aumenta generalmente la
afinidad de adsorcion. Las combinaciocagbhonilicas se adsorben mas débilmente que las
hidroxilicas y aminicas

-Si varios sustituyentes estan presentes en usaanimolécula, se comportan
aditivamente con respecto a su influencia sobeditedad de adsorcion. Hay que tener en
cuenta los efectos estéricos.

- Generalmente, el poder de adsorcibn aumentaetonomento dipolar. Para la
separacion de sustancias poco polares hay quearopl@dsorbente con actividad alta y un
eluyente con poco poder de elucion.
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Para la seleccion del procedimiento cromatografascuado deben tenerse en cuenta
las caracteristicas estructurales mas importaeté&sdustancias a separar.

En la cromatografia de adsorcion la influenciatdeiafio de la molécula es menos
pronunciada que en los otros procedimientos. Slraego, en la cromatografia de reparto, las
diferencias de solubilidad dependen totalmentdaiteanio de la molécula. Por ejemplo, los
acidos grasos homologos, solo se pueden separargalio de una cromatografia de reparto;
en el cromatograma de adsorcién recorren la misstendia.

Por el contrario, la cromatografia de adsorcidonepde relieve especialmente las
diferencias entre clase y orden de los sustitugente

La cromatografia de intercambio ibnico, aventd@@omatografia de reparto cuando
las sustancias a separar muestran diferenciastddbede carga que depende del pH, y cuando
la solubilidad no es muy diferente.

Una gran ventaja de la cromatografia de capa fisague ésta ofrece muchas
posibilidades de variacion, en cuanto a adsorbgntegstancias de soporte. Ademas, en
general, se logra encontrar mucho antes el progmuion de separacion Optimo en la
cromatografia de capa fina, a causa de los céetapds de recorrido.

[1.3.2.5.-Realizacion de la cromatografia.
11.3.2.5.1.- GENERALIDADES.

A causa de los tiempos de recorrido tan cortosesoimprescindible para la
cromatografia de capa fina un lugar de temperatorstante. Se debe cromatografiar
generalmente en el mismo sitio de trabajo.

La temperatura de trabajo suele ser la temperatobéente (20-2€).

Se debe de disponer, para facilitar el trabajdgglisiguientes utiles:

Un armario desecador para activacion y secadogdertomatogramas, asi como para
calentamiento en casos de efectuar reaccionesw@aoacion.

Un secador, utilizado para el secado de los crayraattas, y que posibilita la aplicacion
rapida de las soluciones de sustancias.

Una campana de ventilacion.

Una ldmpara de luz UV de onda corta y otra de tarda.

Una camara fotografica para fotografiar los cromatoas.

Una camara frigorifica para conservar los reactersibles.
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11.3.2.5.2.- APLICACION DE LAS SUSTANCIAS.

De la mezcla de sustancias a separar, se presggyan el tipo  y el método, soluciones
a una determinada concentracion.

Como disolventes son apropiados aquellos cuyaraetilyente es pequefia en el nivel
de adsorciéon correspondiente. Se elimina lo mablpode disolvente antes de empezar a
cromatografiar.

Las cantidades que se pueden cromatografiar simafion de "cola”, son distintas en
cada caso. Depende del nivel de adsorcion totaleeis, de la clase de adsorbente y de su
capacidad, que en general va paralela con ladatide adsorcién. Para un espesor de capa de
250, las cantidades de sustancia que se pueden cgyafanp en cada capa de silicagel
asciende a unos miligramos.

Las mezclas a separar, se aplican sobre la limeaigen del cromatograma. Esta,
generalmente, se encuentra a una distancia dast®d 2 cm del borde de la placa. Para poder
aplicar las sustancias perfectamente alineadasterxilantillas especiales fabricadas por
distintas casas comerciales; pero ante la faltdlaig bastara con hacer los depdsitos sobre una
linea recta trazada sobre el cromatofolio mediangeregla milimetrada.

Para la aplicacion de sustancias se emplean pigetapiadas, como lascropipetas
agudasde un volumen de 1@. Lo més sencillo y quiz4 lo mas empleado, capilares de
fino calibre, evitando la aplicacién de gotas deatkisgrandes que originaran posteriormente
una mala separacion.

Para trabajos cuantitativos muy exactos, se enplaenicrojeringa especialo una
pipeta micrométrica. También son apropiadagpetas calibradas similares a lageringas
Hamilton.

En trabajos de cromatografia de capa fina sinttas soluciones no se suelen aplicar
como puntos, sino en forma de banda, mas o menba.dPara ello existgripetas de banda
ancha especiales. Naturalmente, se pueden aplicar tandiéforma de banda con una
micropipeta corriente pero la banda aplicada sadleirregular y por ello la separacion sera
también peor.
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Para la aplicacion de mayores cantidades de siagarexisten también varios
dispositivos; entre ellos existe uno con capacyuad treinta y siete pipetas que se cargan y
descargan automaticamente.

Con el fin de acelerar la aplicacion, se suelerplean disolventes volatiles,
especialmente en estos casos de aplicaciones rmayore

El diametro de las manchas en el origen debecsends pequefio posible. Las
soluciones no muy concentradas se aplican vara@s\dejandose secar entre cada aplicacion.
Esta operacion puede acelerarse en el caso densiymenos volatiles por medio de una
corriente de aire (secador) o una corriente dégetio. Las sustancias lipofilas deberan
aplicarse en un disolvente no polar.

Se puede lograr reducir el tamafio de zonas grantesdas anchas de sustancias,
antes de la cromatografia. Primero se desarroflauooeluyente, en el cual las sustancias a
separar se desplazan con el frente. Poco despuge deste eluyente ha rebasado la zona de
aplicacion, se saca la placa y se seca, comeneamolaces la cromatografia. Este desarrollo
previo concentra las sustancias sobre una lineagkn estrecha.

No se debe olvidar marcar la placa de forma adiecuwmtes de comenzar la
cromatografia. En el tercio superior se realiza imsaripcion de identificacion. Lo mas
sencillo es enumerar los puntos de origen de imdpgderecha, anotando las sustancias que se
aplican en un cuaderno de control, o bien sobmadma placa.

11.3.2.5.3.- CAMARAS SEPARADORAS.

Las camaras separadoras, suelen ser recipientedriderectangulares o cilindricos.
Para la admision de placas de 20x20 cm, lo mejolescamaras rectangulares

También se pueden emplear los llamadisos de bateria con tapa esmerilada,
vasos para la conservacion de preparaciones agagimi

Los recipientes deben poderse cerrar herméticantemteasos de capas de intercabio iGnico,
se puede cromatografiar en recipientes abiertcgjparplo, vasos de precipitados.

Si se quiere realizar la cromatografia en una sfere distinta al aire, se hace uso de
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camaras con tapas especiales, para dejar pagasks

También existen cAmaras para cromatografia deficapa temperaturas bajas.

Si se desea saturar la atmésfera de la camaravaqmor de eluyente, se cubren
completamente las paredes interiores con papdtrdeyfantes de colocar las placas se agita
fuertemente la cdmara que contiene el eluyente, gpag el papel de filtro se impregne. Se
espera una hora antes de comenzar la cromatoduafiaracion del trayecto es menor cuando

la camara estd completamente saturada.

Existen unascamaras en S" que proporcionan una saturaciéon muy buena. Cdasta
un "tanque S" en el que admite el eluyente.

Estas camaras tienen la ventaja de tener un esgasomo de eluyente y una buena
saturacioén de la camara.

11.3.2.5.4.- TECNICAS CROMATOGRAFICAS EN CAPA FINA

Cromatografisascendente.

Una vez aplicada y secada la solucion de sustasclare el origen, se coloca la placa
en la cAmara separadora que contiene eluyente imstaltura de 0,5-1 cm, previamente
saturada mediante un papel de filtro. Antes dedioizirla se marcan las lineas de origen y de
frente. En caso de que las diferencias de lasideldes de desplazamiento sean pequefias, se
aumenta el trayecto o se emplea el procedimienttrem, que veremos a continuacion. El
trayecto debe ser lo mas corto posible, pues dertrario se producira efecto de difusion,
disminuyendo la sensibilidad.

Se deben sacar las placas de la camara separadedhatamente después de llegar a
la linea limite. La concentracion del eluyente esmo menor en las proximidades del frente
gue en el origen; por ello, el transporte de ligwed la capa no cesa en el instante en que el
eluyente llega a la linea ni siquiera en el cas®ataracion completa de la camara. Las
sustancias se desplazan todavia algo mas.

Si se cromatografian varias placas al mismo tieerpain recipiente, deben sacarse
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todas las placas simultaneamente. No debe nunitaealar cAmara para sacar una placa y
seguir cromatografiando.

Se marca el frente del eluyente inmediatamenteudssde haber sacado la placa de la
camara y se secan los cromatogramas a temperathi@de o con un secador eléctrico.

Cromatografiaontinua.

Utilizando eluyente con accion reducida y aumetdagl trayecto, muchas veces se
pueden separar sustancias con pequeiias diferetiéss valores Rf. Se han descrito
procedimientos continuos para la capa fina. Eateesuperior de la placa se coloca una chapa
de cobre o una lamina de aluminio en un angul®ebteniéndose un recipiente que se llena
con adsorbente seco. El adsorbente se va satutandal eluyente ascendido. Este método
permite cromatografiar en sentido ascendente dufaBthoras o durante la noche.

Combinaciones muy similares muchas veces sologble separarlas por el método
continuo. Se elige un disolvente de accion redye@ares de Rf< 0,1).

Técnicaescalonadyg cromatografiale capafina multiple.

Muchas veces se consigue una buena accion sefzacauola técnica escalonada, en
cuyo caso se recorre el cromatograma con variogermes, uno tras otro, en la misma
direccion.

Primero se cromatografian las sustancias menasegalle la mezcla con un eluyente
MAas enérgico. Las sustancias menos polares se pmtd frente. Estas se separan, después del
secado del cromatograma, con un eluyente de aotédnreducida. El segundo eluyente se
desarrolla en un trayecto mayor que el primero.

Contrariamente, en la cromatografia de capa fiakipte, se aplica varias veces el
mismo eluyente en la misma direccién, después decado intermedio. Con esto se logra que
las manchas cuyos valores Rf son muy pequefiogy esty proximos se desplacen a mayor
distancia. Sustancias que no se separan en ekpaawerido lo hacen en el segundo o tercero.

Después de recorrer varias veces se denomina walo®s Rf, valoreSRf, que
también se puede calcular mediante la férmula:

"Rf=1-(1-Rf)’
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Cromatografidnorizontal.

Se ha descrito un procedimiento continuo pareolaatografia de capa fina en el cual
la capa se encuentra en una camara separadodaditoiizontalmente. La camara presenta
una abertura lateral para que el eluyente despugaher recorrido el trayecto correspondiente,
pueda evaporarse mientras se absorbe constantamaenteeluyente del recipiente de reserva.

Cromatografialescendente.

Un dispositivo para la cromatografia de capadiescendente consta de una cubeta de
reserva con eluyente, papel cromatografico, una lolr vidrio, una placa de capa fina y una
cubeta con adsorbente. Todo ello se monta eneaidntde un recipiente herméticamente
cerrado.

Uno mucho mas sencillo se encuentra comercialipaddistintas casas comerciales.

Técnicadebandaenformade cufiasy técnicacircular.

Las técnicas de banda en forma de cufias y circofaecen también en la
cromatografia de capa fina muchas posibilidadesegdaracion de sustancias con valores Rf
similares.

En ambos métodos, el eluyente no s6lamente sadasm direccion del movimiento
de las sustancias a separar sobre el cromatogsamatambién perpendicularmente a esta
direccién. Asi, las sustancias se desplazan obfiente a la direccion del trayecto y no se
superponen en caso de pequefas diferencias eelscislades de recorrido.

Los indicios de impurezas que en el cromatograemgrglmente son ocluidos por la
sustancia principal, pueden comprobarse por elatagrama de bandas en forma de cufas.

Los tiempos de desplazamiento para estos cronaategt son mas largos, ya que el
flujo del eluyente queda reducido a estrechasddaafluencia. Con saturacién de la camara
completa se vuelven a obtener tiempos de recamicortos. También los valores Rf estan
desplazados en comparacién con el cromatogramiuaiabi
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En la técnica circular, se trabaja con placasdt@owjue en su punto medio presentan
un orificio de un diametro de 2 mm. Se colocadealde vidrio sobre una cubeta que contiene
el eluyente. El eluyente se absorbe por un algeddorma de mecha a través del orificio. Las
mezclas de sustancias a separar, se aplican ea t@rpuntos sobre la placa alrededor del
orificio a una distancia aproximada de 1 cm. Da fBtna pueden compararse sobre una placa
una serie de soluciones de sustancias distintas.

Cromatografididimensional.

Si los componentes de una mezcla de sustancse pweden separar completamente
en una direccion de desplazamiento, se procurasskgzamediante esta técnica.

La solucién a analizar se aplica sobre el crorolidoén un punto de la diagonal de la
placa, a una distancia de 2 6 3 cm de un anguwayosnatografia primero con el eluyente 1 en
la direccion 1. A continuacion se saca la plada damara separadora y se seca. Las sustancias
estan separadas parcialmente y se encuentran énemaréxima y paralela a un borde de la
placa. Entonces se coloca la placa en un segungengt diferente al primero, que asciende
perpendicularmente a la primera direccion, sepasmtbs componentes no separados en la
primera direccion de desplazamiento.

Cuando se quiera comprobar cantidades muy pegdefi@sstancias, debe tenerse en
cuenta que el limite inferior de comprobacion saloreromatograma bidimensional es mayor
en comparacion con el monodimensional, ya querahagor el tiempo de desplazamiento en
la técnica bidimensional, los efectos de difusiéastmnan una dilucion considerable de la
sustancia.

Una enorme ventaja es que en le técnica bidenmatspueden combinarse dos
procedimientos de separacion distintos (por ejeneponatografia de adsorcion y de reparto o

cromatografia de reparto y electroforesis).

Eluciéncongradientey capasongradiente.

En algunas ocasiones, puede ser muy util ir vdoi@ontinuamente la composicion del
eluyente durante la cromatografia.

En una capa con gradiente, Kieselgur-silicagét@xna transicion continuada de dos
soportes diferentes, puede conocerse cromatogtafigerpendicularmente a la direccion del
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gradiente, qué proporcién de mezcla de los adsabes la mas adecuada para la separacion
de un problema determinado.

Si se cromatografia en direccion del gradienteprapiedad de la capa varia
continuamente desde el origen hasta el frenteakm de la capa Kieselgur-silicagel se puede
cromatografiar en direccion Kieselgur --> silicagelactivo --> activo) o en la direccién

inversa.

Se pueden crear capas con gradiente de pH, ageegda masa la sustancia adecuada
para tal fin, durante la elaboracion de la placa.

Esta técnica en gradiente, muestra unas positgi&dde separacidon muy amplias.

TécnicaSRS(Separacién-Reaccidén-Separacion).

Mediante este método, puede investigarse la #dtbide sustancias, frente a
influencias fisicas o quimicas, sobre placas da finp.

A diferencia del método bidimensional, en est® c&semplea el mismo eluyente en
ambas direcciones. Después de cromatografiar gurif@era direccién, se exponen las
sustancias separadas sobre la placa a factomsf(sadiacion UV, rayos X9 o quimicos
(gases, soluciones pulverizadas). Si no se pressa@aion alguna se encontraran las manchas
después de cromatografiar en la segunda direccion.

11.3.2.5.5.- METODOS DE COMPROBACION O REVELADO.

Para productos no identificables por un color ataréstico, se necesitan métodos
especiales de comprobacion.

* Muchas sustancias se hacen visibles pabkorcion o por lafluorescenciasi se
observa el cromatograma con una lampara UV de cortia 0 de onda larga. Agregando a la
capa del 1 al 10% de una sustancia luminosa quoesfice en la luz UV de onda corta, se
facilita el reconocimiento de las sustancias alesdds. Existen en el comercio adsorbentes
con materias fluorescentes. Muy apropiados son,ocamdicadores fluorescentes, los
derivados del pireno (3-hidroxipireno-sodio 5,8tfsulfénico y 3,5-dihidroxipireno-sodio
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0,10-disulfénico), que son introducidos en el adiel durante la elaboracion de las placas.
Terminada la cromatografia se secan las placa8°@ }ise observan en la luz UV de onda
larga. Las sustancias aparecen sobre un fondavagtié fluorescente segun su estructura
guimica, como zonas fluorescentes o absorbentagritaja fundamental de la aplicacion de
indicadores fluorescentes, esta en la cromatogodiaapa fina preparativa, porque las
sustancias se pueden reconocer sin ser alteraiaisauente.

Productos que sean faciles de bromar (compuestoglables enlaces olefinicos) se
reconocen facilmente cromatografiando sobre capasicagel y fluoresceina y bromacion.

En lugar de fluoresceina también se puede nebldipdaca con morina o adicionarla
al silicagel. Después de haber secado se obsemrando con luz UV de onda larga, manchas
fluorescentes amarillo-verdosas o manchas de afsooscuras sobre un fondo verde
fluorescente.

Otros indicadores fluorescentes que se puedeiomaica la capa son, rodamina 6G y
2',7'-diclorofluoreceina.

* Muchas combinaciones no presentan color pragi@bsorcion de UV fuerte, ni
fluorescencia. Tienen que hacerse visiblesreantivos de comprobacion especialegue se
aplican principalmente con un pulverizador sobrealga. La aspersion no debe ser excesiva,
con objeto de que las manchas de las sustanc@ifindan. En muchos casos , los productos
de reaccion que se forman, fluorescen o absorbémlan UV. Se debe, por tanto, observar
siempre los cromatogramas asperjados en la luz UV.

Todos los reactivos utilizados en la cromatogrdéapapel pueden emplearse en la
cromatografia de capa fina. Sobre las placas inm@s se pueden aplicar por aspersion
reactivos muy agresivos Yy carbonizar combinacionggnicas por calentamiento a
temperaturas elevadas. Afadiendo el 0,5% de urhid@gvainillina, aldehido anisico,
furfurol, aldehido salicilico...) al &cido sulfunicalgunas veces se obtienen, ya en frio, colores
intensos.

Calentando a 100-130 se hacen visibles por accién del vapor de yaakpersion con
solucion de yodo. El yodo se une fisicamente yusel@ emplear por ello como reactivo de

comprobacion antes de las determinaciones cuardgat

Un reactivo de aplicacion general es el permangamasico / acido sulflrico. Oxida
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hasta la vaselina y la reaccidon puede servir paraomprobacién de toda clase de
hidrocarburos.

El tricloruro de antimonio es un reactivo muy eseagolo para el revelado de
carotenoides y vitamina A, asi como también pade lesteroides y terpenoides.

El pentacloruro de antimonio, sobre capas inoogdnes excelente para terpenos,
derivados y fenoles . Por todo ello estos dos GRimeactivos son muy interesantes en la
investigacion de sustancias naturales vegetalegda@senciales, resinas, balsamos, ceras y
derivados del alquitran).

11.3.2.5.6.- VALORACION CUALITATIVA.

Sobre el cromatograma terminado se puntea el mantte las manchas con un lapiz
afilado, se marcan los centros y se mide sus diataa la linea de origen. El cociente entre las
distancias (mancha-origen) y (frente-origen) deatdr Rf. Refiriéndose a otra sustancia (por
ejemplo, un colorante test) entonces se dividdégdongitud de este trayecto de referencia.

En caso de mezclas de sustancias similares, segg@anarcar sobre un patron de un
material transparente (celofan) la linea de origetel frente, asi como la posicion de las
sustancias en cuestion. Colocando el patrén sobreroematograma revelado, pueden
reconocerse las sustancias presentes en la mudsaaondicion indispensable es que las
condiciones del ensayo no varien, tal que los Riglsustancias no difieran demasiado. Como
control, se puede cromatografiar una mezcla deamtes test, cuya posicion esta marcada
sobre el patron.

Muchos son los factores que pueden modificar klsres de Rf, afectando a su
reproducibilidad. A continuacién se citan los nfpartantes:

- Calidad de los adsorbentes.

Como la calidad de los adsorbentes varia de aralotro, se deberia emplear durante
una serie de experimentos s6lamente material gahonsuministro.

Los valores de Rf dependen especialmente del tama&dlio de los granulos de los
adsorbentes.
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- Grado de actividad de la capa, humedad del aire.

La actividad de los adsorbentes se determinaapurriacion del calentamiento y de la
temperatura. Por ello, las placas requieren sierapredéntico tratamiento previo. Muy
importante es también la humedad relativa durardplicacion de las sustancias y la existente
en la camara separadora durante la cromatografia.

- Espesor de la capa, elaboracion de la misma.

Entre 0,2 y 0,3 mm la influencia del espesor g@cas despreciable. Desplazamientos
apreciables de los valores Rf se presentan al angdpas mas gruesas (> 0,5 mm). El espesor
de la placa debe ser practicamente constantaatode una placa. Sobre placas irregulares, se
obtienen manchas deformadas y desplazadas. Taleaspho se deben utilizar. Si esta
irregularidad se presenta sélamente en los bgodesle aprovecharse todavia la placa, pero
debe cuidarse la uniformidad en la direccion dsfecto.

Los valores Rf en las capas elaboradas mediantedosepresentan menor
reproducibilidad que las capas extendidas, y laascde silicagel G secadas al aire, mejor que
sobre capas activadas.

Estos problemas en la elaboraciéon de las capasrhdia cada vez se presentan con
menos frecuencia, debido a que se encuentran dalizaxdas y es muy raro que aparezcan
estas alteraciones de fabrica.

- Calidad del eluyente.

Como ya hemos comentado en otras ocasioneslogaaa resultados reproducibles
se deben usar eluyentes muy puros. La preparaeiimsir en el momento del ensayo y a ser
posible se deben utilizar eluyentes sencillos.

- Saturacion de la cAmara separadora.

La saturacion de la atmésfera de la camara, cqorvdel eluyente, influye
considerablemente sobre los valores Rf. Si la der@sle la cAmara no esta saturada, el
eluyente se evapora de la capa durante la crorafitngrsi que para un trayecto determinado,
se requiere mas cantidad de eluyente. La duraeifanatomatografia aumenta notablemente y
los valores Rf, también.

En el caso de eluyentes de varios componentesyagmran los componentes mas
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volatiles. Como la velocidad de evaporacion disygndesde el borde de la placa hacia el
centro de la misma, se pueden observar los "fendentaterales". Los valores Rf van
aumentando desde el centro hacia los bordes. Estvita saturando uniformemente la
atmosfera de la cdmara con vapor del eluyentaul@ert completamente las paredes interiores
de la camara con papel de filtro y se impregnaaéstes| eluyente, antes de la colocacion de la
placa. Aunque trabajando sin saturacion de cansarabtienen mejores separaciones, se
prefiere generalmente la cAmara saturada por lar mgjroducibilidad de los resultados.

- Técnica.

Se pueden observar diferencias en las velocidiEldssplazamiento, cuando se pasa
del método ascendente acostumbrado al método htaizoal método descendente.

-Trayecto y distancia desde el punto de origen a buperficie del eluyente.

Cuando se emplean eluyentes formados por vanopaentes, se puede observar una
relacion entre los Rf y el trayecto, aun cuandattadsfera de la cAmara esté saturada. Este
efecto es causado, por una parcial separacionlulgdnée en sus componentes durante el
trayecto. Esto ocasiona que el valor Rf dependa destancia entre el punto de origen y la
superficie del eluyente. Debe permanecer condanééacion de las distancias

Superficie del eluyente — punto de origen
Superficie del eluyenteente

- Cantidad de sustancia.

Los valores de Rf dependen de la cantidad dermigtaplicada. Las diferencias se
aprecian en concentraciones muy pequefias y espenial en concentraciones muy elevadas.
El valor limite superior depende de la sustancisejtiene que determinar en cada caso
particular.

- Sustancias acompariantes.

Especialmente en el caso de métodos de cromdwgiafadsorcion los valores Rf
dependen de la presencia de otras sustanciastesegele las impurezas existentes.



CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS COMPONENTES DECANNABIS | 48

- Temperatura.

La constancia en la temperatura no es tan imgerpamna la cromatografia en capa fina
como para la cromatografia en papel. Como los tisnge recorrido son cortos no hay que
contar por una parte con variaciones de temperabiebles y por otra parte un aumento de
temperatura de 10 6 45 en cromatografia de capa fina no ocasiona carsigjoiicativos en
los valores de Rf.

Por todo ello, podemos concluir que la temperatares un factor prioritario, a la hora
de afectar a la reproducibilidad de los valoresBfpbstante, es un factor a tener en cuenta.

11.3.2.5.7.- VALORACION CUANTITATIVA.

Los cromatogramas de capa fina pueden valora@stiaiivamente, teniendo en
cuenta siempre la posibilidad de errores, sin egahan la mayoria de los casos, se obtiene
una aclaracion suficiente sobre la composicion titaéida de las mezclas de sustancias
desconocidas.

A continuacién se hace un breve desarrollo ddikismtos métodos para la valoracion
cuantitativa.

Tamanadelasmanchagmétodode comparacion).

La medida de la superficie de las manchas repeesem método sencillo de
determinacion semicuantitativa, ya que dicha sigiedepende de la cantidad aplicada.

Se cromatografia con saturacién de camara. Pasliomtes de concentracion media
en la capa fina, existe una proporcionalidad yaciola en la cromatografia de papel, entre la
superficie de las manchas y el logaritmo de ladattde sustancia.

\/S=alogc+b

SiendaS, la superficie de la manchaja cantidad de sustancia aplicadayb unas
constantes.
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Para la medicién de las manchas, se transfieremlatograma a un papel milimetrado
transparente, donde se encuentran los milimetradrados. Sobre una curva calibrada se
anotan las cantidades de sustancia, en funciéasdruperficies. Como la superficie absoluta
depende del espesor y la actividad de la capasskpar se obtienen resultados mas exactos,
cromatografiando también cantidades conocidas ypamndo el tamafio relativo de las
manchas.

En vez de curvas calibradas se pueden hacer eafpana cada sustancia. Se practican
orificios del tamafio correspondiente en laminagpepmilimetrado, anotandose al lado la
cantidad de sustancia correspondiente. Para laacao, se coloca el patrén sobre el
cromatograma de forma que coincidan lo mas exadtemaosible, la superficie de las
manchas con los orificios. También pueden mediraaciras con un planimetro, o con
plantillas ya comercializadas.

Métododedilucion.

Se elabora una serie de diluciones de la sustamuiestigar, determinandose el limite
inferior de comprobacion por medio de la cromatibgrale capa fina. De la solucion
desconocida se cromatografia también, a ser posiilee la misma placa, una serie de
diluciones, determinandose para qué dilucién puedeprobarse todavia la sustancia. Del
limite inferior de comprobacién y del factor deudibn se puede calcular la cantidad
desconocida.

Fotometria.

Se tienen que confeccionar curvas calibradasatidades conocidas de la sustancia a
determinar. Se cromatografia con saturacion dereama

Las manchas se pueden valorar con un fotomespuds de haber sido coloreadas con
un reactivo apropiado. El cromatograma se pasauparventana delante de una célula
fotoeléctrica, anotandose graficamente las osoitasi medidas.

Aun cuando no se desee una valoracion cuanti@éas cromatogramas, pueden ser
valiosas las curvas densitométricas. El poderutgoldel densitdmetro es mayor que el del
0jo humano, de tal forma que manchas que a simgla parecen ser uniformes, pueden
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ordenarse densitométricamente como dos 0 mas siastanperpuestas. Asi mismo, las curvas
densitométricas pueden emplearse también parailsmtacion.

También se puede realizar una valoracion cuanététodensitométrica, recortando
el cromatofolio en tiras y midiéndolo en un fotéroetspectral. Se presentan los valores
medios en funcién de la distancia de las manchasirgb de origen con un registrador de
compensacion. Las superficies de extincion semdéetan mediante un planimetro.

Métododeelucidn(extraccion).

Los valores mas exactos se obtienen extrayendwyef@lo) del adsorbente las
combinaciones a analizar con disolventes apropiadodeterminando a continuacion
colorimétricamente o con un fotdmetro espectrapdsible efectuar reacciones cromaticas en
presencia del adsorbente. Esto es especialmentabifescuando se trata de sustancias
sensibles que se descomponen durante la extraccion.

Para localizar la posicion de las manchas, extdiferentes procedimientos. El caso
mas sencillo es el de las combinaciones coloreadasprobables en la luz UV. Muy util son
los adsorbentes con material fluorescente. Consmudéancia fluorescente inorganica no se
eluye, generalmente no dificulta la determinackém.la mayoria de los casos no es posible
revelar con reactivos de comprobacion porque cs &g alterarian las sustancias.

Los valores Rf s6lo pueden emplearse para lardigtacion de la posicion de las
manchas cuando son suficientemente reproducihlies Sistancias pueden s6lo comprobarse
por aspersion, se aplica entonces la solucion miéstaa en varios puntos de origen del mismo
cromatograma, destinandose una banda a la compmnbac

Después de determinar la posicion de las manshagsprenden de la placa, se eluyen
las sustancias y se determinan por un método aplmpPara la eluciéon de combinaciones
hidrofilas, se emplean disolventes polares.

Como en general, el adsorbente influye en el taebwulde la medicidn, se determina

bajo idénticas condiciones y paralelamente al v@iocipal, el denominado "valor ciego” (o
blanco), que se descuenta del valor principal.

El desprendimiento de las zonas de la capa peedeadizado por dos procedimientos:
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a.- Con un bisturi o una hoja de afeitar se daderde la placa de vidrio o plastico las
zonas del cromatograma donde hay sustancia, coomeerona libre, cuadrados o rectangulos
del mismo tamafio y se les coloca en recipientegpaguios para el analisis, donde se efectuara
la elucién. Una correccion de la extinciébn del vatiego aumenta la exactitud de los
resultados.

b.- Las zonas en cuestion de la capa se transfiereayuda de un microaspirador a los
recipientes de elucion. Por este método, apropiada el analisis en serie, se obtienen los
resultados mas exactos, con la mayoria de los/digtels organicos. Sin embargo, no se puede
aplicar en caso de placas con capas de gran adiae(por ejemplo, capas de celulosa o
empleo de almidén como aglutinante). En estos @sowejor utilizar el método anterior.

Sin duda,este es el método mas preciso de toslosthoentados.

Determinaciérpor calcinacion.

Este método se utiliza principalmente, para asatie productos organicos con
contenido en fésforo. Debido al uso tan restringmonos extenderemos mas en este aspecto.

11.3.2.5.8.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA CON ISOTORP®RADIOACTIVOS.

La cromatografia de capa fina es tan apropiada auiras técnicas cromatograficas
para la separacion de elementos radioactivos grstias marcadas radioactivamente. Junto a
las ventajas analiticas generales de la cromatagrafcapa fina, es esencial que debido a la
gran capacidad de la capa separadora, puede tszbdjaicropreparativamente”, en las
separaciones cromatograficas de adsorcion. Porasu sgnsibilidad de comprobacion, se
requieren para el trabajo menores cantidades dansis radioactiva que en los métodos
cromatograficos de papel y columna.

Los is6topos radioactivos mas importantes sortiaisores de radiacionfs“C, *H,
32 35
P,>"S.
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Entre los métodos de comprobaciéon y medicién, warenumerar los mas empleados:

- Autorradiografia.
- Valoracion con aparatos contadores.
- Métodos de andlisis radioquimico.
* Andlisis por indicadores.
* Andlisis por activacion.
* Método de dilucién de isétopos.
* Método de radiorreactivos.

11.3.2.5.9.- DOCUMENTACION DE CROMATOGRAMAS DE CAPKINA.

Para la documentacion de cromatogramas de capa sén hacernfotografias,
fotocopiasu ozografias

Losdibujos sencillos de los cromatogramas no poseen valamdetal, pero pueden
ser muy utiles, especialmente cuando se empleaasigamente varios métodos de
comprobacion.

Después de un tratamiento previo se pubprendertoda la capa de la placa de
vidrio y conservarla como un cromatograma de papéien, los cromatofolios se pueden

revelar con productos adecuados para su conservacion.

Fotografia FotocopiaOzalid

Lasfotografias en luz diurna de los cromatogramas, es conveniente realizatlas a
distancia de 40 hasta 50 cm. fadografia en luz UV esta indicada si las combinaciones
cromatografiadas o los productos de reacciéon gt@rsan durante la aspersion, absorben luz
UV o fluorescen en la misma. En la mayoria de &3®s, se emplea luz UV de onda larga para
activar la fluorescencia. Lo mas recomendado fegdgrafia en color.

Parafotocopiar los cromatogramas pueden emplearse los aparatessodsomercial.
Se obtienen copias fieles al original y a escal@sleromatogramas, pudiéndose observar por

tiempo limitado.

Lasozografiaso copias ozalidson también tiles. Se emplea papel ozalid caeien
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Para la iluminacion, se emplea un tubo fluorescématelistancia de la luz hasta la placa y los
tiempos de exposicidn, son en cada caso difererff@sa obtener resultados comparables
deben ser exactamente iguales los tiempos de ekposiintensidad luminosa.

Desprendimientdela capafina.

Por aspersion de una dispersion de plastico @daqara este fin se puede desprender
la capa de la placa de vidrio y convertirla enpelécula consistente parecido a papel. Si esta
pelicula se conserva al abrigo de la luz, los eslory fluorescencias de las manchas se
conservan durante algun tiempo en buenas condscione

Los cromatogramas de capa fina desprendidos, qab&gerse de la luz y para la
documentacién, pueden conservarse preparadogsgiaeo colocados entre pliegos de papel.

11.3.2.5.10.- CROMATOGRAFIA PREPARATIVA.

Para la cromatografia de capa fina preparativeapoopiadas capas de un espesor de
0,5-1 mm 6 1-2 mm empleando adsorbentes inorgar@tarbaja con un nimero mayor de
placas o con placas mayores. Hay en el comercaaplde 20x40 y 20x100 cm, asi como
camaras separadoras para el revelado simultanewide placas de estos tamafios.

Las ventajas de la cromatografia de capa fina comparada camolmatografia en
columna son:

- Rapidez.

- Escaso consumo de eluyente.

- Facil deduccion de los eluyentes apropiadosnpaatio de ensayos previos en capas
mas finas.

- Zonas de sustancias nitidas y facilmente conginieb.

- Aislamiento sencillo de las manchas del crontaiog.

Unadesventajasupone el hecho de que sustancias sensibles paléeianse sobre la
gran superficie de la capa.

Aunque con este método se pueden separar sefdecds hasta la escala de gramos,
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se prefiere para estas separaciones la cromatodefiolumnas.

En muchos casos, puede pasarse directamentaictemétodo (cromatografia de
capa fina) amacrométodo(cromatografia de columnas). Sin embargo hayener £n cuenta
que los buenos resultados de separacion, en laatografia de capa fina dependen y no en
ultimo grado, de la cantidad relativamente grandeadsorbente empleado respecto a la
sustancia (1000:1 hasta 10000:1). Esta proporcida @omatografia de columnas habitual es
de 50:1 adsorbente / sustancia. En la cromatogtaftapa fina la enorme superficie especifica
de los adsorbentes produce un efecto adicionahftarde granulo < 0,08 mm). Por esto debe
intentarse una reproduccion, lo mas exacta posgikldéas condiciones de la capa fina, en la
columna.

La pregunta que se plantea, por tanto, sera quarai similares velocidades de
desplazamiento cromatograficas de capa fina deukiancias, en la columna se obtendrian
una separacion con el mismo eluyente. La respsegiaede dar con cierto matiz.

SiRf, representa el valor Rf de la sustar@ot®n un desplazamiento mas rapidBfy;
el valor Rf de la sustandmmcon un desplazamiento mas lento, puede espersaseparacion
en la columna cuando

r= Rfa >1
Rfb + 0,1 Rfa

Sir < 1, no se obtiene separacion en la columna o saangia superposicion de las
dos sustancias en el eluato.

En caso de valores Rf cromatograficos de capasimgares de las dos sustancias, la
proporcion adsorbente / sustancia debe ser poetosde 500:1 hasta 1000:1, si se desea
obtener una separacion por medio de una columtearétacion soélo es valida para valores Rf
absolutos pequefios.

El analisis cualitativo y control de pureza ds Ffsacciones obtenidas por la
cromatografia de columna, se efectia por media dematografia de capa fina.

Un procedimiento practicamente analogo a la capma ds lacromatografia de
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columna horizontal en un tubo de celofanSe emplean los adsorbentes usuales finamente
pulverizados. La proporcién en peso adsorbentestaiscia es aproximadamente 1000:1
(silicagel, 6xido de aluminio) hasta 500:1 (celalodJsando estos adsorbentes de granulado
fino, la resistencia al paso del liquido en |la oola aumenta tal que las sustancias no se eluyen
en la columna en la forma acostumbrada. Por ellcr@amatografia en tubos de celofan en
posicion horizontal, que se puede cortar facilmgpégea aislar las distintas zonas. Estas se
localizan observandolas en luz visible o UV conptsibilidad de adicionar sustancias
fluorescentes en el relleno de la columna. Empleahgd/entes muy poco volatiles, se pueden
trasladar los valores Rf de la capa a la columaa.dantidades de sustancias separables estan
comprendidas entre 100 mgy 1 g.
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METODOS CROMATOGRAFICOS EN CAPA EINA PARA EL ESTUDIO DE
CANNABIS.

Después de haber profundizado un poco en la téonmnatografica de capa fina,
pasamos a continuacién a subrayar los distinto®duogt encontrados en la bibliografia
aplicados a la separacion de los principales coemien dé&Cannabis sativa

[1.1.- METODO DE EL-DARAWY, A.; RIZEK, A.M.; MOBARAK, ZM.  (1972).

En este articulo se recogen métodos colorimétrimeentitativos y cromatograficos
para la determinacion de azo-derivados de los bamias.

En la cromatografia de capa fina, la metodologgmisla por los autores fue:
* Droga.

Resina "hashish".

* Placas.

Silicagel G.

* Solvente.

Eter de petrleo (40-80 / acetato de etilo (95:5). Desarrollo del frente
aproximadamente 15 cm.
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* Determinaciércolorimétricadelos cannabinoles.

Los cromatofolios se revelaron mediante un "sprdg' reactivo diazotado o
tetrazotizado:
- p-nitroanilina.
- benzidina.
- o-tolidina.
- o-dianizidina.

Las manchas obtenidas en los cromatofolios fuextmidas con  &cido  acético
glacial / metanol (1:2) y se leyo la absorbanciarenespectrofotdmetro en la region visible a

unas longitudes de onda comprendidas entre 380Ar00 Los picos de absorcidon
permiten una aproximacion a la posible identifi@ac de los distintos
componentes.

Los colores obtenidos fueron:

Color
P-nitroanilina Amarillo
Benzidina Marrén-rojizo
O-tolidina Rosado

O-dianisidina Violeta
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lll.- METODOS CROMATOGRAFICOS EN CAPA FINA PARA EL
ESTUDIO DE CANNABIS




59 | CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS COMPONENTES DELANNABIS

[ll.2.- METODO DE TURNER, C.E.; HADLEY, K.W. (1974).
* Extracto.
1g de muestra se extrae con 40 ml de cloroforefiagerada a €.
* Placas.

Silicagel G (0,25 mm de espesor), pretratada toatdformamida en tetracloruro
de carbono.

* Condiciones.

Temperatura 2C.
Humedad relativa de 50-60% .

* Sistemadedesarrollo.

Eter de petroleo / éter (4:1).

* Revelador.

Azul sélido B al 0,5% en una solucién acuosa.
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* Resultados.

Color
Acido cannabigerolico Naranja
Acido A®-Tetrahidrocannabivarinico Rojo
Acido A®-Tetrahidrocannabindlico Rojo
A®-Tetrahidrocannabivarina Rojo
A®-Tetrahidrocannabinol Rojo
Cannabicromeno Violeta
Cannabigerol Naranja
Cannabivarina Violeta
Cannabinol Violeta
Cannabiciclol Rojo
Cannabidiol Naranja

(En el método recogido, el autor no recoge losregakf obtenidos).
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[1.3.- METODO DE KRISOL, L.; HANUS, L.; YOSHIBA, T. (1975) .

* Extracto.

Extraccién con éter de petrdleo.

*Adsorbente.

Silicagel G (Merck).

* Sistemadedesarrollo.

- N-hexano / etilacetato (72:18) o bien,
- Metanol /hexano /dioxano (1:2:7).

* Deteccion.

Solucién de Benzidina bis-diazotada.

0,18 g de benzidina disuelta en 50 ml de aciddnildco 0,5 N (solucion ).

Se mezclan 2 ml de la solucion | con 2 ml detoigddico al 1% .
A los 3-5 minutos, desaparece la coloracion. Emsnafiadir 2 ml de urea al 5% vy el
volumen final se lleva hasta 20 ml con agua delstila

* Estabilidad.

El cromatograma es estable entre 1-2 horas.
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* Resultados.

Color
Cannabidiol (CBD) Amarillo
Acido Cannabidiolico (CBDA) Amarillo
A®-Tetrahidrocannabinohf-THC) Rojo
Acido A®-Tetrahidrocannabinélica\-THCA) Rojo
Cannabinol Violeta
Acido cannabindlico (CBNA) Violeta

(El autor no recoge los valorB$ obtenidos)
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[1.4.- METODO DE RAO, N.G.S. Y POKLIS, A. (1978).

* Extractodela planta.

Eter de petroleo en Soxhlet. Concentrado hastall g

* Estandaresisados.

Cannabidiol, tetrahidrocannabinol y cannabinol.

* Placascromatogréficas.

Silicagel 54 20x20 cm y con un espesor de 0,25 mm.

* Muestra.

30ul del extracto, a 1,5 cm del borde inferior y 3entre cada boton.

* Frentedel solvente.

Se deja correr unos 15 cm.

* Sistemadedesarrollo.

30 ml de una mezcla de éter de petréleo (6p/8floroformo (60:40),
preparada cada dia.

* Reveladorcromogénico.

Solucién de Sal de Azul solido B (FBB) al 0,1%aguia.
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* Resultados.

Rf Color Sensibilidad
Cannabinol 0,17 parpura 0,08
Tetrahidrocannabinol 0,26 rojo 0,08

Cannabidiol 0,33 naranja 0,08
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l11.5.- METODO DE BAKER, P.B.; GOUGH, T.A.; TAYLOR, B.J. (1 980).
* Placas.
Silicagel 10x20 cm y de 0,25 mm de espesor.

* Sistemadedesarrollo.

Cloroformo (exento de etanol)/1,1-dicloroetana10% ascendente.

* Resultados.

Rf Color

Cannabidiol 0,63 Amarillo
Tetrahidrocannabinol 0,60 Rojo
Cannabinol 0,55 Pdrpura
Tetrahidrocannabivarina 0,50 Rojo
Cannabivarina 0,45 Parpura
Cannabigerol 0,41 Naranja
Cannabicromeno 0,38 Pdrpura

Acidos cannabinoides 0-0,25 Rojo-naranja
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[1.6.- METODO DE TEWARI, S.N.; SHARMA, J.D. (1983). CROMAT OGRAFIA
CAPA FINA BIDIMENSIONAL.

* Extraccion.

0,5 g de "ganja" (sumidades floridas@Ennabis sativd.) en 50 ml de
cloroformo + X gotas de acido acético glacial. §@adnedia hora a temperatura ambiente.
Filtrar. Evaporar a una temperatura menor d€ 5@sta lograr un residuo con 0,5 ml. Evaporar
luego a residuo seco con aire caliente. Disolveestiuo en 1 ml de cloroformo (preparado
para las aplicaciones).

* Placas.

20x20 cm. Gel silice G (30 g + 6,5 mi®) con un espesor de 0,25 mm. Activarlas 204D
minutos antes de usarlas.

* Muestra.

Aplicacion de 8Qug a 2,5 cm a ambos lados de la placa en el plagocial.
* Patrones.

5ug de cannabinol, cannabidiol, cannabicromeafielHC, A°>-THC.

* Direccidon| (ascendente).

Heptano/diclorometano/butan-2-ona (83:5:12), previ  saturacion de la camara
1 hora. Frente 12 cm. Secar a temperatura ambiaitacion de 90
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* Direcciénll.

N-hexano / acetona (86:14).

* Revelado.

- Luz ultravioleta (254 nm).
- Solucién al 0,1% de sal de azul sélido B en 4f&2étanol.

* Resultados.

254 nm Azul sélido B
Cannabicromeno (CBC) - Amarillo
Cannabidiol (CBD) Oscuro Naranja
Cannabinol (CBN) Violeta
A%-THC Oscuro Magenta
A%-THC Oscuro Violeta intenso
(El autor no proporciona los valorgs).
* Conclusionegiel autor.
El desarrollo con el sistema de solventes utibzeeparo hasta 47cannabinoides

diferentes. Sélo se identificaron los cinco mayoidas.
La solucion de azul sdélido B 0,1% en 45% de eta@solun reactivo cromdgeno
sumamente eficiente y especifico. Los mejores teetnd se observaron a una

temperatura de 26.
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[1.7.- MEYODO DE MOHAMED, M.I.; HAKIN, M.A.; EL KHEIR, Y.M . (1985).

* Extraccion.

Se parte de 500 mg de la resina y se extraenCcon @e cloroformo.

* Placas.

Silicagel G ks4 (Merck).

* Sistemadeelucion.

Benceno / n-hexano / dietilamina (75:30:3).

* Resultados.

Rf
Cannabidiol 0,43
Tetrahidrocannabinol 0,31
Cannabinol 0,21

(El autor no indica el sistema de revelado empleado



69| CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LOS COMPONENTES DELANNABIS

[1.8.- METODO DE WIN PE (1985).

* Extraccion.

Extracto con éter de petréleo.

* Sustanciaslereferencia.

Cannabinol, cannabidiah®THC y A%- THC.
* Placa.

10x20 cm impregnadas con gel de siligg, Eon un espesor de 0,20 mm. Se rocia la
placa con dimetilformamida y se seca con un seapelo durante 10 minutos.

* Solventeeluyente.

Tolueno.

* Desarrollodel frente.

11 cm en la direccidn en que la placa media 2@estendente.

* Revelador.

Solucién salina B metandlica rapida.
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* Formasdelasplacasutilizadas.

a.- Placa cromatografia descendente de partieida. |

20 cm

10 cm

b.- Placa cromatografia descendente de partigpida.

10 cm

doblar

15,5 cm

2 cm

c.- Placa cromatografia descendente doble, rgpetaa.

10 cm

5cm doblar

8,6 cm

8,6 cm

10 cm

* Resultados
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Ester cannabitriol de a. cannabididlico
Cannabidiol
Cannabidivarol
Cannabivarol
Cannabinol

AS-THC

A%-THC

A®-THC

Cannabigerol (CBG)
Cannabicromeno (CBch)
Cannabiciclol (CBC)

Color

Violeta
Naranja
Naranja-marron
Violeta-marrén
Violeta
Carmesi
Carmesi
Naranja-carmesi
Naranja
Naranja
Naranja-carmesi

(El autor no recoge los resultados de los valRfesbtenidos).

* Conclusionegsiel autor.

La ventaja de la cromatografia de capa fina delecea de  particion bidimensional
es que muestra manchas de cannabinoides = masddsfigiie las de la cromatografia de
capa fina ascendente de adsorcion bidimension&, ujjliza tolueno como eluyente en

una direccion (primer frente) y hexano / dioxa@d) como eluyente en direccion
perpendicular (segundo frente).
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[1.9.- METODO DE BRAUT-BOUCHER, F. (1986).

* Etractodela planta.

Extraer con metanol a ebulliciéon.

* Faseestacionaria.

Placas de Silicagel G (Merck).

* Sistemadedesarrollo.

- Hexano / éter etilico (80:20), para las formastras.
- Hexano / dioxano (80:20), para las formas acidas

* Revelador.

Pulverizacion con una solucién acuosa de azus&lial 0,8% .
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[11.10.- METODOS RECOMENDADQOS POR LA ONU. (1987).

La ONU recomienda distintos solventes para la atografia de capa fina, asi como
distintos reveladores. A continuacion aparecerjegfbs todos ellos:

* Extraccion.

A partir de 1 g de hierba, 0,5 g de resina 6 @& thashis" liquido, obtener una
solucion final de 0,5 mg/ml.

Disolventes a emplear:

a. Extraen formas neutras y acidas:
Tolueno
Cloroformo
Metanol
Metanol:cloroformo (9:1)
Acetona

b. Extraen sélo formas neutras:
N-hexano
Eter de petroleo

Se extrae la muestra con 20 ml del disolventeiddegdurante 30 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion.

Se filtra el extracto y se completa con el soedrasta 25 ml, lavando el papel de filtro.

* Estdndares.

Las soluciones estandar se preparan tal que tzrtacion final sea 0,5 mg/ml de
metanol y deben guardarse en la oscuridad eniariregco preferiblemente refrigerado.

* Sistemagledesarrollo.

Sistema A Eter de petréleo / éter dietilico (80:20).
Sistema B Ciclohexano / éter diisopropilico / dietilamir&2(40:8).
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Sistema C (para acidos)N-hexano / dioxano / metanol (70:20:10).

* Revelador.

Solucién de Sal Azul sélido B. Esta solucién sedeupreparar de dos formas:

a.- 50 mg de Azul sélido B disueltos en 20 ml &N 0,1N.

b.- 50 mg de Azul sélido B disueltos en 1ml desag20 ml de metanol. La
disolucién se facilita disolviéndolo primero eraglia y luego afiadir el metanol.

La solucion de Azul solido B debe ser recientejua se debe preparar en el
dia.

* Placas.

Para una buena visualizacién de las manchas deasptieben estar alcalinizadas. Esto

se logra, bien empleando como sistema reveladoeteldoa con NaOH 0,1 N, o bien,

pulverizando la placa con dietil amina, perman@méantactas durante afios.

* ResultadosRf x 100.

Sist.A Sist.B Sist.C

Cannabicromeno (CBch) 24 17 -
Cannabivarina (CBv) 27 24 -
Cannabinol (CBN) 27 28 68
Tetrahidrocannabivarina (THv) 32 35 -
Tetrahidrocannabinol (THC) 32 39 73
Cannabidiol (CBD) 36 44 62
A tetrahidrocannabindlico (THCA) * * 28
Acido cannabididlico (CBDA) * * 20

* Aparece una linea, no una mancha, en el crometofo
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l1l.11.- METODOS PROPUESTOS POR EL MINISTERIO DE SANIDAD Y
CONSUMO (IBANEZ, M.L. 1990).

* Extraccion.

- Cannabisherbacea (Marihuana): Agitar 5g de la planta grikados, con 80 ml
de metanol durante 1 hora. Filtrar en vacio y l@laesiduo utilizando una pequefa cantidad
de solvente, hasta completar el volumen filtrad0@ml.

- Resina ("Hachis"): Triturar 1g de resina con paquefia cantidad de metanol, hasta
formar una pasta. Transferir a un matraz, utilivaB@ ml de metanol aproximadamente y
agitar 1 hora. Filtrar en vacio y lavar el resitiasta completar el volumen a 100 ml.

- Cannabidiquido (Aceite de hachish): Disolver 0,1g en bilale metanol.

Asi se logran soluciones finales de aproximadaen@yg mg de THC/ml. Como los
cannabinoides son facilmentesolubles en la mayarilos disolventes organicos, se pueden
emplear para la extraccion:

- Eter de petrdleo.

- N-hexano.

- Tolueno.

- Metanol.

- Metanol-cloroformo (9:1).
Los dos primeros extraen sélamente los cannal@gaidutros, mientras que los demas
extraen igualmente los &cidos cannabinoides.
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* Faseestacionaria.

Placas de Silicagel G Merck de 0,25 mm de espesor.

* Eluyentes.

- Sistema I: Benceno / n-hexano / dietilaminal@%).
- Sistema |I: Eter de petréleo / éter etilico 2R):
- Sistema Ill: N-hexano / dioxano / metanol (70120).

* Patrones.

Soluciones patrones de cannabinoides preparagas@ncentracion de 0,5 mg/ml en
metanol. Conservar en lugar frio y oscuro.

* Método.

Sembrar el extracto de la muestra y de los padran el extremo inferior de la placa
(a 2,5 cm de la base aproximadamente).
Colocar la placa en la cuba saturada del solv&dgr ascender aproximadamente 14 cm
(para una placa de 20x20 cm, se emplean 30-40@sinut
Retirar la placa y secarla a temperatura ambiente.

* Visualizacion.

a.- Solucién de Azul Sélido B.
- Disolver 50 mg en 20 ml de NaOH 0,1 N 6
- Disolver 50 mg en 1ml de agua y 20 ml de mdtdBo este caso debe
pulverizarse la placa previamente con dietilamera @lcalinizar.

b.- Bencidina diazotada.
5 g de bencidina en acido clorhidrico (14 mlagta 1 litro de agua. Mezclar el
volumen deseado de esta solucidén con un volumeahdgunitrito sodico al 10% .

c.- Acido sulfanilico.
Disolver 10 mg de acido sulfanilico diazotado @m de carbonato sodico al 5% .
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d.- Reactivo de Beam.
Solucién alcohdlica al 5% de KOH. Este reactiesairolla lentamente el
color, solo para el cannabidiol a temperatura ambbid_a reaccion es mas
rapida calentando la placa en estufa &@@krante 5 minutos.

e.- Reactivo de Duquenois.
Afadir a una solucion de 0,5 g de vainillina ®&m# de etanol, unas gotas de
paraaldehido. Pulverizar con acido clorhidrico emtiado y calentar a 15
5 minutos.



* Resultados.

Rf Reacciones de coloracion
| I Il Azul sélido B Bencidina A. sulfanilico R. Beam R.Duquenois
diazotada diazotado
Cannabidiol 0,45 0,36 0,44 Amatrillo-rosa Amaritlaranja Amarillo claro Violeta Azul
THC 0,35 0,32 0,39 Violeta-rosa Rojo-naranja Alfmbrillante - Violeta azulado

Cannabinol 0,25 0,27 0,28 Violeta-rojo Rojo-pardo Amatillo - Violeta azulado



Con el sistema Il de solventes, se pueden separa
los cannabinoides acidos.

N-hexano / dioxano / metanol (70:20:10).

Los resultados obtenidos son:

Rf
Acido cannabididlico (CBDA) 0,20
Acido tetrahidrocannabindlico (THCA) 0,28
Cannabidiol (CBD) 0,62
Tetrahidrocannabinol (THC) 0,73
Cannabinol (CBN) 0,68

Los valores de Rf estan siempre sujetos a vanasique dependen de las
condiciones del laboratorio (Temperatura, humettatientes de aire) y otros parametros (por
ejemplo, antigledad y calidad de los materiales).
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V.- EXPERIMENTACION




EXPERIMENTACION

La parte experimental de este trabajo, se balsacemprobacion y modificacion de la
mayoria de los métodos cromatograficos encontradols bibliografia para el estudio de
Cannabis sativghaciendo una comparacion entre ellos y evaluaodauales dan los mejores
resultados.

De los once métodos recogidos en esta Tesinasaerdllan en las paginas siguientes,
ocho de ellos que son los que han sido estudiagesimentalmente, siendo todos, métodos de
cromatografia en capa fina ascendente monodimensian Los otros tres no han sido
estudiados, bien por la complicacibn del método ien bpor tratarse de métodos
bidimensionales o espectrofotométricos.

A continuacion pasamos a desarrollar los matereigpleados y los distintos métodos,
asi como los resultados obtenidos y una discugidosdmismos.

IV.1.- MATERIALES.

- En todos los métodos realizados se han emplaadas de silicagel,kz con 0,25
mm de espesor, de la casa comercial SCHLEICHER 8L L y con unas dimensiones de
4,7x10 cm.

- El margen inferior de la placa se puso a 1 oeh sistema eluyente para todos los
métodos se ha dejado correr aproximadamente ebtye836 cm.

- Los reactivos empleados para la preparaciéngidistintos sistemas eluyentes y de
los extractos, son de las casas comerciales de MEHRENREAC, PROBUS y SCHARLAU.

- El revelador cromogénico utilizado principalnentzul Solido B (o-dianisidina
tetrazotizada), fue suministrado por la casa SIGMA.

- Las resinas ensayadas fueron proporcionada®lp8Servicio de Restriccion de
Estupefacientes del Ministerio de Sanidad y Consumo

- Los patrones, igualmente, fueron proporciongmnsel Servicio de Restriccion de
Estupefacientes del Ministerio de Sanidad y Conssimndo ésto€BD, THC y CBN por ser
los principios activos mayoritarios en la resin&Cdanabis
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- La temperatura ambiental media del laboratoticadte las experiencias era de
23+1°C

- Para la documentacion de los cromatogramaswselkzado fotografias en color con
una camara reflex CANON A E-1.
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IV.2.- METODOS Y RESULTADOS.

IV.2.1.- METODODE TURNER,C.E.& HADLEY, K.W. (1974).

* Extraccion.

0,5 g de la resina se extrae con 20 ml de clarajor

* Placas.

Placas de silicagelf pretratadas con dimetilformamida en tetraclorweacarbono
(6:4). Se dejan secar totalmente antes de empézadnagar con ellas. Margen inferior de 1 cm.

* Eluyente.

Eter de petroleo / éter etilico (8:2).

* Frente.

8,6 cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml de metanol).

* Muestra.

Resina vieja, es decir, con un almacenamientopgaldo, y resina nueva,
fresca o reciente (R/ R,).

* Revelador.

Azul Sélido B al 0,5% en una solucién acuosa.
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* Estabilidad.

Al poco tiempo del revelado, las placas se vamresendo, pero los colores se
conservan bastante bien.

* Resultados.

Rf Color
CBD 0,29 naranja-marron
THC 0,25 rosa intenso
CBN 0,19 violeta
Como se puede observar en la fotografia, enilkzarg®eja (R) aparece CBD,

CBN y una ligerisima cantidad de THC. Por el caidran la resina nueva o fresca)(Ra
banda mayoritaria es la del THC y la minoritaridéhCBN. Se aprecian otras manchas que no
se han podido identificar por no disponer de pason
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IV.2.2.- METODODE KRISOL, L.; HANUS, L. & YOSHIBA, T. (1975).

* Extraccion.

0,5 g de resina con 20 ml de éter de petréleo.

* Placas.

Silicagel k54 de 4,7x10 cm y margen inferior 1 cm.

* Eluyente.

N-Hexano / etil acetato (72:18).

* Frente.

8,6 cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).

* Muestra.

R YR,.

* Revelador.

Benzidina bis-diazotada (ver preparacion en p8lg. 6
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* Estabilidad.

Los cromatofolios una vez revelados, se amarilbeanel tiempo, pero los colores
de las manchas se mantienen durante bastante otiemp

* Resultados.

Rf Color
CBD 0,63 amarillo
THC 0,63 naranja
CBN 0,55 violeta

Con este eluyente, CBD y THC no se separan peseman el mismo Rf, como se
puede apreciar en la fotografia, lo Unico que if@sahcia es el color. Observamos que enla R
(resina nueva) se separa el CBN y el THC; el CB&lgsolapado por el color del THC que es
mas intenso y mayoritario. Por el contrario erefana de almacenamiento prolongadg,(&e
observan CBD y CBN y no THC.
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IV.2.3.- METODODE RAO, N.G.S.& POKLIS, A. (1978).

* Extraccion.

Resina (0,5 g) en éter de petréleo (20 ml).

* Placas.

Silicagel k54 de 4,7x10 cm y 1 cm de margen inferior.

* Eluyente.

Eter de petroleo / cloroformo (60:40).

* Frente.

8,5cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).

* Muestra.

R YR,.

* Revelador.

Azul Sdlido B al 0,1% en agua.

* Estabilidad.

Las placas mantienen su color durante un largogeede tiempo.
* Resultados.
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Rf Color
CBD 0,40 naranja-rojo
THC 0,30 rosa
CBN 0,27 violeta

Se obtiene una separacion muy clara de los compEnenayoritarios. En la resina
vieja, vemos la presencia de CBD y CBN, no detelcsen THC. En la resina nueva
observamos que el mayoritario es THC, encontrand8den muy pequefa cantidad.
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IV.2.4.- METODODE BAKER, P.B.;GOUGH,T.A. & TAYLOR, B.J.(1980).

* Extraccion.

En este caso, el autor no indica el solvente tla@idén. Nosotros hemos escogido
para la extraccion de la resina (0,5 g),

el metanol (20 ml).

* Placas.

Silicagel k54 de 4,7x10 cm y con un margen inferior de 1 cm.

* Eluyente.

Cloroformo (exento de etanol) / 1,1-dicloroetai®:10).
El cloroformo fue destilado para eliminar el etample contenia como estabilizador,
lograndose asi unos valoresmias idéneos.
* Erente.
8,6 cm.
* Patrones.
CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).
* Muestras.
RvyRn.

* Revelador.

Para este caso el revelador empleado por nogorasia solucion acuosa de Azul
Sdlido B al 0,8%.
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* Estabilidad.

Es importante fotografiar las placas inmediatameafespués del revelado, pues
enseguida se oxida oscureciéndose rapidamentely famto apreciandose peor los colores.

* Resultados.

Rf Color
CBD 0,75 rojo
THC 0,70 rosa
CBN 0,68 violeta

Con el eluyente empleado en este caso, se obgeevéas bandas migran mucha
distancia, de ahi que los valores Rf sean mayreks resinas viejas se observan claramente
CBD y CBN. En las resinas frescas, por el contrar@mos que el mayoritario es THC,
apreciandose ligeramente el CBD y no observanddsarnda correspondiente a CBN. Por ello
podemos decir que quizas sea un método menoslsensib
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IV.2.5.- METODODE MOHAMED, M.l.; HAKIN, M.A. & EL KHEIR, Y.M. (1985).

* Extraccion.

0,5 g de resina en 20 ml de cloroformo.

* Placas.

Silicagel Bs4 con unas dimensiones de 4,7x10 cm y dejandolsrds inferior 1 cm.

* Eluyente.

Benceno / n-hexano / dietilamina (75:30:3).

* Frente.

8,5cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).

* Muestra.

RayRy.

* Revelador.

Azul Sélido B al 0,1% en agua (el autor no inditeevelador).

* Estabilidad.

En este caso las placas son estables en el tiempo.
* Resultados.
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Rf Color
CBD 0,38 naranja
THC 0,35 rosa intenso
CBN 0,30 violeta

Con este sistema eluyente las bandas migran pgcedan muy proximas unas de
otras, pero la nitidez es muy buena. Se aprecraa@leina pequefa banda muy palida de THC
en la resina vieja, cosa que no ocurre con otrésdog. Podemos decir que el eluyente es muy
eficaz. Ademas, detecta una ligera descomposi@bpadron THC en CBN por oxidacion.
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IV.2.6.- METODODE BRAUT-BOUCHER,F. (1986).

* Extraccion.

Resina (0,5 g) en metanol (20 ml).

* Placas.

Silicagel k54 de 4,7x10 cm de dimensiones. Margen inferior 1 cm

* Eluyente.

Hexano / éter etilico (80:20).

* Frente.

8,6 cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml).

* Muestra.

R YR,.

* Revelador.

Solucion acuosa de Azul Soélido B al 0,8%

* Estabilidad.

Las placas se oscurecen al poco tiempo de sdadeageal ser expuestas al aire y a la
luz.
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* Resultados.

Rf Color
CBD 0,48 rojo
THC 0,44 rosa
CBN 0,37 violeta

En la fotografia adjunta podemos observar (conmeosepodido comprobar en otros
métodos), que en la,Rblo aparecen bandas correspondientes a CBD y B&Ml contrario,
en la R el predominante es el THC, dibujandose débilmiastetras dos bandas.
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IV.2.7.- METODOSRECOMENDADOSPORLA O.N.U.(1987).

* Extraccion.

La O.N.U. propone diversos disolventes. el elegolonosotros
es el metanol. Se extrajo la resina tal y comménel método (ver en pag. 80).

* Placas.

Silicagel k54 de dimensiones 4,7x10 cm. Borde inferior 1 cm.

* Eluyente.

De los tres sistemas de desarrollo propuestola@m.U., hemos empleado dos de
ellos, pues el tercero es para las formas acidis dgie fue imposible disponer de patrones.

- Sistema A: Eter de petroleo / éter dietilo (8.2

- Sistema B: Ciclohexano / diisopropiléter / dgtiina (52:40:8).

* Frente.

- Sistema A: 8,6 cm.
- Sistema B: 8,5 cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).

* Muestra.

R YR,.
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* Revelador.

Solucién de Azul Sélido B en NaOH 0,1N (preparacider pag.81).
Esta solucion debe prepararse en el momento deilszda, pues si no, se
oxida con la luz rapidamente y el revelado de lasahas es notablemente peor.

* Estabilidad.

Las placas son estables durante un largo permtierdpo. Cabe sefialar la posibilidad
de la aparicién de unas pequefias manchas marabredaplaca, debido a la mala disolucién
del Azul Sélido B en NaOH.

Es importante preparar el revelador justo en ehemto en que se vaya a revelar las

placas, pues la solucion alcalina de este reac®axida con el aire y la luz rdpidamente,
perdiendo su poder cromogénico.

* Resultados.

Rf A RfB Color
CBD 0,55 0,55 naranja
THC 0,48 0,51 rosa
CBN 0,40 0,42 violeta
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Ambos sistemas de desarrollo proporcionan unasbseparacion de los principales
componentes déannabis Quiz& podriamos decir que el eluyente B sea eréshde, pues se
detectan unas bandas muy débiles correspondieateslgera oxidacion del patrén THC. Se
observan bandas muy claras de CBD y CBN para iaar@geja, mientras que en la resina
nueva la mayoritaria es la de THC.
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IV.2.8.- METODOSRECOMENDADOSPOREL MINISTERIO DE SANIDAD Y
CONSUMO.(IBANEZ, M.L. 1990).

* Extraccion.

0,5 g de la resina con 20 ml de metanol.

* Placas.

Silicagel k54 de 4,7x10 cm y con un margen inferior de 1 cm.

* Eluyente.

Se proponen tres sistemas.
- Sistema I: Benceno / n-hexano / dietilaminal@3:)
(es el mismo propuesto por MOHAMED, M.I. 1985).
- Sistema II: Eter de petréleo / éter etilico 280); equivalente al sistema A propuesto
por la O.N.U. (1987).
El sistema lll, el mas idoneo para separar lasderatidas, no lo hemos ensayado, pero se
encuentra recogido en la parte general.

* Frente.

- Sistema I: 8,5 cm.
- Sistema ll; 8,6 cm.

* Patrones.

CBD, THC y CBN (0,5 mg/ml en metanol).

* Muestras.

R YR,.
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* Revelador.

El

ministerio

Sanidad y Consumo
revelado.Nosotros hemos probado tres de ellos:

a.- Azul Sélido B en NaOH 0,1N.

b.- Benzidina diazotada.
d.- reactivo de Beam (KOH al 5% en metanol).
Los reveladores (c) y (e) no han sido probados.

* Estabilidad.

variosétodos de

Con el Azul Sdlido B las placas permanecen estabiecuanto a su coloracion; con
benzidina, después del revelado, las bandas piecdem y las placas se oscurecen

rapidamente. Con el

tiempo.

* Resultados.

CBD
THC
CBN

CBD
THC
CBN

Rf | Azul sélido B
0,36 naranja
0,32 rosa-rojo
0,30 violeta

Rf 1l Benzidina
0,53 naranja-amarillo
0,45 rosa-rojo
0,41 violeta
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Rf Il Reac. Beam
CBD 0,50 violeta
THC - -
CBN - -

Podemos observar en las fotografias siguientelfdigencia que existe entre los tres
reveladores empleados. Con Azul Sélido B en NaQHséaobtienen unas bandas de colores
nitidos. Se observa también, que el sistema eleyanpleado en este caso, consigue separar
unas pequefias bandas en que se ha descompuedtoreMpiC.
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Con la benzidina (b), se obtienen unas placasruediatamente se oscurecen y los colores
pierden nitidez. El sistema eluyente en este dgsoqnsigue una separacion bastante buena.

Por Ultimo, empleando el revelador de Beam (d, s® detecta CBD.
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IV.3.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Dado el interés social, econémico y farmacologimstrado poCannabis sativan
los dltimos afios, nos parecid oportuno realizaestudio comparativo de su composicion
mediante un método sencillo pero efect@®OMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Los meétodos cromatograficos de nuestro interéontradlos en la bibliografia
consultada, se basan ertamatografia en capa fina ascendente monodimensiain

Por comodidad y para facilitar la medida de losdetidimos trabajar siempre con
placas de idénticas proporciones (4,7x10 cm) yndatizar asi mismo el frente de desarrollo
(8,5-8,6 cm) y el volumen aproximado de las musgteatre V y VI gotas) para todos los
métodos ensayados.

Es importante sefialar también que los valoresaRfdstado sujetos a las condiciones
ambientales del laboratorio (T, humedad, etc.).dbé que para un mismo sistema de
desarrollo, sea normal que encontremos modificad@rRf para una misma sustancia, al
repetir el método en distintas épocas del afiodigtimtos momentos del dia.

En cuanto a las resinas dgannabis sativautilizadas, hay que decir que los
cannabinoides mayoritarios en la resinas freseasientes son THC, CBD y CBN en orden
decreciente. Por el contrario, y como hemos podmoprobar a lo largo de este trabajo por
diferentes métodos, las resinas de almacenamieolongado (durante afios) que nosotros
hemos denominado como "resinas viejasy),(Ro presentan THC o presentan una
pequefisima cantidad, pues este compuesto corengbdi sufre un proceso de oxidacion
pasando a CBN.

Por lo tanto, cuanto mas fresca es la resinaontaytidad de THC contiene, y cuanto
mas vieja , esta cantidad va disminuyendo paragitosando la proporcion de CBN.

Del primero de los métodos ensayados (TURNER,; GHHEDLEY, K.W. 1974),
podemos decir que presenta una gran sensibilided,ge detecta una pequefia banda de THC
en la resina vieja, cosa que no ocurre con otstansas. No obstante las placas requieren un
pretratamiento, con lo cual no puede ser considaracho método rapido, pues antes de iniciar
el proceso cromatogréfico la placa debe estar @iarpknte seca.

Con el segundo método probado (KRISOL, L.; HANUSYOSHIBA, T. 1975), no
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se logra separar las bandas correspondientes aydBIT pues las dos presentan el mismo
Rf. Por ello, podria dar falsos negativos de CBDcadorearse éste con un color menos
predominante (amarillo) y el THC con un color matenso (naranja) quedando el CBD
enmascarado por el THC.

Observando los resultados del tercer método (RR@.S.; POKLIS, A. 1978),
podemos ver que se obtiene una buena separadios ciemponentes mayoritarios. Ademas,
el revelador utilizado no se oxida facilmente, mmmetiendo la placa cromatogréafica
practicamente igual que en el momento del revelado.

En el siguiente método (BAKER, P.B.; GOUGH, T.AAYLOR, B.J. 1980), el
mayor problema que se plantea es la poca estabdig presenta la placa una vez revelada,
pero la separacion de los componentes mayoritagasbserva muy bien. Quiza podriamos
decir que sea uno de los sistemas eluyentes méoases de todos los utilizados, pues no
separa la banda correspondiente al CBN en lasagsg@scas (en las que el CBN se encuentra
aunque en muy ligera cantidad, como hemos podidwskear mediante otros métodos). De
todos los empleados, este es el eluyente con nmder de elucion, de ahi que los Rf
resultantes sean tan elevados.

Siguiendo con la valoracion de los resultadosmidhds en cada uno de los métodos,
podemos decir que el sistema de desarrollo empleads método de MOHAMED, M.L;
HAKIN, M.A.; EL KHEIR, Y.M. (1985), da lugar a undsandas bien definidas pero muy
proximas unas de otras. Quiza sea este sistera prgsente menor poder de elucion; de ahi
gue los valores Rf obtenidos sean tan bajos. Rerge decir sin embargo, que se consigue
detectar una ligera banda de THC en las muestrassa® de almacenamiento prolongado,
gue como ya hemos dicho anteriormente, no se ttejeztar en la mayoria de los métodos ya
comentados.

Del método siguiente (BRAUT-BOUCHER, F. 1986), tdear Unicamente el
oscurecimiento tan inmediato que sufre la plagaoab tiempo de ser revelada. Esto no es
mayor problema, pues se podria solucionar utiliaaiddzul Solido B més diluido, como se
hace en otros métodos.

Como ya hemos comentado anteriormente, de todasédtodos de elucion y revelado
recomendados por la O.N.U. (1987), nosotros s@bagmos dos sistemas: A y B. Con ambos
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se llega a resultados semejantes en cuanto nifideeparacion de los componentes
mayoritarios; si bien, cabe decir que el sistemeaeldeién B resulte algo mas sensible,
detectandose en el patron THC una ligera oxiddwagia CBN.

Por ultimo, vamos a repasar el método de IBANEZRMMN, M.L. del MINISTERIO
DE SANIDAD Y CONSUMO (1990). Proponen tres sisterdaslesarrollo: El sistema |, es el
mismo utilizado y descrito por MOHAMED, M.l (198%) sistema II, es equivalente a uno de
los recomendados por la O.N.U. (1987) y el llleesmpleado para separar las formas acidas.
Todos ellos ya han sido comentados. De los tredagores probados en este caso, el (a) azul
Solido B, da muy buenos resultados. La benzidipaeéigualmente un buen revelador, con la
salvedad del rapido oscurecimiento que sufre zpRor ultimo, el reactivo de Beam (d) solo
detecta CBD, con lo cual daria falsos negativoa hora de buscar THC en una muestra
problema.

Por otro lado, decir que el resto de las bandzeragas en la resina no hemos podido
identificarlas por no disponer de patrones.

En cuanto a los distintos reveladores empleadudgrpos decir que tanto el Azul
Soélido B como la Benzidina diazotada, son adecupd@sla deteccion de cannabinoides.

Resaltar que la solucion de Azul Sdélido B en NaQ@HN es eficaz y concede
estabilidad a la placa, obteniéndose un buen délsate los colores debido al medio alcalino.
Requiere por el contrario ser preparado justo emehento de su utilizacion.

Las soluciones acuosas de azul Solido B son igudkrespecificas y eficientes para
detectar los cannabinoides. En funcion de la cdraman a la que se prepare el revelador, se
obtendra una mayor o menor estabilidad de la pasteriormente. Las concentraciones aqui
empleadas son 0,1%, 0,5% y 0,8%, obteniéndose menok resultados con la solucibn mas
diluida, mientras que con la mas concentradaaleaghmediatamente después de ser revelada
sufre un oscurecimiento, perdiéndose nitidez dedtwes.

Para terminar, al usar benzidina diazotada o Omazibis-diazotada, también se
observa diferencia en cuanto a la estabilidaddeienas estable el revelado con benzidina
bis-diazotada, aunque con ambas existe oscuretmuderia placa.
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V.- CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1.- Con los estudios realizados, hemos podiddroaef la variacion en la composicion
de la droga en funcién de su antigledad. Para@btesultados reales hay que trabajar con

resinas frescas; el THC con el tiempo se oxidamqsa CBN, llegando a desaparecer
por completo en las resinas de almacenamientoryadio.

2.- Los sistemas eluyentes con los que se logadbuena separacion de las formas
neutras de los cannabinoides son:

a.- Eter de petroéleo / cloroformo (60:40).

b.- Eter de petrdleo / éter etilico (80:20).

c.- Ciclohexano / éter diisopropilico / dietilizua (52:40:8).
d.- Benceno / n-hexano / dietilamina (75:30:3).

3.- De todos los sistemas de revelado probadoszel Sélido B (o-dianisidina
tetrazotizada) ha resultado ser el mas especifdficgz para detectar los cannabinoides, y en
especial la solucion acuosa al 0,1% Yy la soludiéadina en NaOH 0,1N.

4.- Las técnicas con las que hemos obtenido nsgjeseltados sin ser modificadas son:

a.- El método propuesto por RAO, N.G.S. y POKIAS(1978).
b.- Los métodos recomendados por la O.N.U. (1987

5.- Podemos afirmar que la cromatografia en dapaefs un método sencillo, rapido y
efectivo para el estudio cualitativo de los priatés cannabinoides.
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