Extraccion de canamo

El creciente interés por la planta Cannabis sativa L y sus propiedades terapéuticas para la
industria farmaceéutica, requiere profundizar también en los diferentes métodos de extraccion.
En este articulo la Dra. Lourdes Calvo Garrido y el Dr. Diego F. Tirado Armesto presenta dos
metodos y evalua sus pros y sus contras.
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unque se han descrito varios méto-
dos para la extraccion de cafiamo y
annabis, los més utilizados a escala

industrial utilizan como disolventes etanol 'y
CO, supercritico. En ambos casos, la bioma-
sa es previamente secada y molida.

Extraccién con etanol
La extraccion etandlica permite producir casi
cualquier derivado cannabinoide porque es
un disolvente muy versatil. Sin embargo, hay
que tener en cuenta varios aspectos en rela-
cién con su uso. Aungue no es muy toxico y
“recomendable” en la mayoria de las gufas
de la industria farmacéutica?, es muy infla-
mable (categoria 2), lo que implica medidas
especiales de seguridad, y bastante conta-
minante para el aire y en su deshecho? En
muchos casos se usa el etanol “desnaturali-
zado” porque tiene un coste 2-3 veces menor
que el etanol puro. Significa que le acompa-
fian pequefias cantidades de heptano, meta-
nol u otras sustancias para que no pueda ser
imponible como etanol alimentario y des-
alentar el consumo recreativo. Ello conduce
a que los desnaturalizantes puedan persistir
en los extractos como residuos, aportando
toxicidad, por lo que los limites son estrictos
tanto en EE. UU. como en Europa. Ademas,
las guias GMP obligan a que el disolvente tie-
ne que devolverse a su estado original para
volverlo a utilizar.
Las etapas que incluye la extraccion con
etanol son las siguientes®*:
1. Enfriamiento del etanol a <-20 °C para
simplificar el post-procesamiento. Se
reduce la presencia de ceras y clorofilas
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La extraccion con
CO, supercritico del
canamo permite
obtener un aceite mas
puro. Manipulando
las condiciones de
operacion se puede
ajustar su colory
composicion
en el extracto. Otra opcién es afiadir ad-

sorbentes especificos para la captacion
de estos pigmentos.

2. Extraccién, remojando y agitando la

biomasa en el etanol frio (en relacién
minima de 8 L etanol/kg cafiamo) para
extraer los compuestos cannabinoides
durante tiempos variables de minutos
hasta horas dependiendo del equipo.
Esta etapa se puede intensificar sonican-
do la mezcla para acortar el tiempo de
operacion®.

3. Filtracion de particulas. Tiene como obje-

tivo eliminar las particulas en suspensién
y los adsorbentes (si se han afiadido).

4. Evaporacién del disolvente. Es una eta-

pa que requiere la aportacion de mucha
energiay debe realizarse con eficacia para
dejar la menor cantidad de residuos de
etanol (y sus desnaturalizantes) en el ex-
tracto. Los equipos que se utilizan son ro-
tavapores, evaporadores de pelicula fina
o descendente. De la biomasa se retira
el etanol tipicamente por decantacién o
mas eficazmente con métodos mecéani-
cos tales como filtros prensa o centrifu-
gas.

5. Descarboxilacion (o activacion). El cru-

do se calienta (>150 °C) preferiblemen-
te a vacio de 2 a 4 horas para liberar el
grupo carboxilo de las formas acidas de
las moléculas de cannabinoides (como
THCA, CBDA y CBGA) y convertirlas en
las formas mas asimilables THC (A9-te-

trahidrocannabinol), CBD (cannabidiol)
y CBG (cannabigerol), respectivamente.
El resultado es el aceite crudo, que se
puede utilizar para cartuchos de vapeo,
tapas de gel, comestibles, tinturas, gotas
sublinguales y topicos.

6. Destilacién para eliminar pigmentos,
productos de decarboxilacion, y otros
subproductos y asi, obtener un aceite de
mayor calidad y consistencia.

En este proceso se pierden los terpenos
que dan el aromay olor tipicos al canna-
bis y pueden modificar las acciones far-
macoldgicas de los cannabinoides®. No
obstante, pueden ser afiadidos al aceite
y obtener Terpsolato de CBD.

7. Separacion y aislamiento del THC, CBD,
CBG u otras moléculas deseables. Para
alcanzar un nivel muy alto de pureza (>
98 %) se utiliza fundamentalmente cro-
matografia y cristalizacion.

Extraccion con CO, supercritico

El diéxido de carbono (CO,) en condiciones
supercriticas es un buen disolvente de sus-
tancias no polares como los cannabinoides.
Tiene baja temperatura (TC =31°C) y presion
criticas (PC =74 bar), no es toxico y tiene bajo
coste. Es un disolvente universal “verde” que
se encuentra en la atmosfera, en los alimen-
tosy en las bebidas y del que no es necesa-
rio establecer un contenido minimo en los
extractos, por lo que puede utilizarse con
total seguridad, incluso en la preparacién de
farmacos.

En la extraccion supercritica, el CO, a pre-
sién (100-350 bar) y temperatura (40-60 °C)
adecuados’ circula a través del lecho de la
biomasa. Como su densidad, y por tanto su
capacidad disolvente, se puede modificar
ampliamente ajustando las condiciones de
extraccion, es posible obtener distintos ex-
tractos tanto en composicion como en color.

El CO, cargado con el extracto sale por la
parte superior del extractor y va a un separa-
dor flash, donde se reduce la presion tipica-
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mente a la presion de vapor a temperatura
ambiente (55-60 bar) y el crudo precipita.
Desde este recipiente se recircula el CO, al
proceso previo reacondicionamiento de su
presion y temperatura. Dado que el CO, es
gas en condiciones atmosféricas, el extracto
del fondo del separador se recoge libre de
disolvente. A este extracto se le denomina
“de espectro completo”. De la misma forma
el cafiamo tratado se descarga sin restos de
disolvente y puede utilizarse para otros fines.

Para eliminar ceras y grasas, se procede
con una etapa de winterizacion, donde el
crudo se disuelve en etanol de calidad ali-
mentaria y se enfria desde -20 a -80 °C hasta
24 horas. Asi, las ceras precipitan y se sepa-
ran por filtracion. El filtrado que contiene los
cannabinoides en disolucién se introduce en
un evaporador para eliminar el etanol que se
limpia para su reutilizacion. Se puede utilizar
extraccién sub-critica para no tener que win-
terizar y obtener un aceite rico en terpenos.
También se pueden recuperar los terpenos
previa extraccion supercritica, realizando
una destilacién a vacio durante la decarboxi-
lacion del cafiamo®,

El post-procesamiento continua igual que
en la extraccion etandlica, para conseguir
productos finales més puros y aislados.

Trabajo experimental
En el laboratorio de Procesos en Fluidos
Supercriticos y Extraccion Avanzada de la
UCM  (https://www.ucm.es/leffs/supercriti-
cal-fluid-extraction) se hizo un estudio explo-
ratorio de la extraccion de crudo de cafiamo.
Se utilizé CO, supercritico y extraccion asis-
tida por ultrasonidos (US) utilizando etanol.
Se parti6 de una biomasa donada por
Good Earth, S.A., seca (53 % humedad),
molida (2-3 mm) y con un contenido total
de cannabinoides del 6,5 %, donde la mayor
concentracion erade CBDA (5,0 %) y CBA (0,3
%), el resto era fundamentalmente CBG. El
contenido de THC total (incluido THCA) era
de 0,14 %. Estaba sin descarboxilar, de ahf
que la mayor proporcion de los cannabinoi-
des estuviera en forma acida.

Figura 1a (arriba). Crudo de la extraccion etanolica des-
pues de la eliminacion del disolvente.
Figura 1b (debajo). Crudo de la extraccion supercritica.

La extraccion supercritica se realiz6 a 350
bary 60 °C porque a esa temperatura se de-
mostré previamente que los cannabinoides
derivados de CBD eran mas solubles en CO.°
cannabigerol (CBG. En la extraccion etandli-
ca asistida por ultrasonidos (US) se empled
una relacién disolvente/cafiamo de 10 mL/g,
aplicando una energia de 25 J/mL a un 50 %
de amplitud durante 30 s. Por motivos com-
parativos, se realizd una extraccion Soxhlet
también con etanol, que supuestamente pro-
porciona el mayor rendimiento de extraccion,
aungue no sea escalable. En esta operacion
se usd una relacion etanol/cafiamo de 20
mL/g, aplicando reflujo durante 4 horas. Des-
pués, se elimind el etanol en un rotavapor a
vacio obteniéndose un extracto verde, ceroso,
muy viscoso, tal y como muestra la imagen de
la Figura 1a. Debajo (Figura 1b) se muestra el
color del extracto obtenido con CO, supercri-
tico: marrén claro, también viscoso.

EXTRACCION

En los extractos se analizé el contenido de
cannabinoides por cromatografia de gases
en el Centro Tecnoldgico Nacional Agroa-
limentario (CTAEX), asi como el contenido
de clorofilas y la capacidad antioxidante
(mediante técnicas espectroscopicas). Esta
Ultima determinacion aporta idea del poten-
cial del extracto y es una medida indirecta
de concentracion de terpenos, flavonoides,
etc. Estos datos junto con los rendimientos
de extraccion se muestran en la Tabla 2. El
96 % del total de cannabinoides en todos los
casos era CBD.

El mayor rendimiento se obtuvo en la ex-
traccion Soxhlet como era previsible por la
duracion, el elevado calor aportado por el
reflujo del etanol a 78,4 °C, y el tiempo. En
la extraccion asistida por US, se obtuvo algo
menos de la mitad, pero aportando solo la
energia de la sonicacién y con una duracién
menor de 1 minuto. En la extraccién super-
critica el rendimiento fue muy bajo, del 1 %.
Sin embargo, este extracto contenia similar
proporciéon de cannabinoides, con mayor
actividad antioxidante y mucha menor con-
centracién de clorofilas, unido a la ausencia
de disolvente, hizo que el extracto fuese mas
“refinado”.

No obstante, en el trabajo de Moreno y co-
laboradores, se reportan rendimientos de
extraccién supercritica mayores, de hasta 60
g de aceite utilizando tan solo 7 kg CO, por kg
de cadfiamo™. El rendimiento depende mucho
de la materia prima y de si estd o no descar-
boxilada, pues normalmente da mejores re-
sultados. Se extraen mejor las formas neutras
que las acidas y que el orden de solubilidad
de los cannabinoides en CO, supercritico es
THC< CBG < CBD; de tal forma que incluso a
presiones relativamente bajas de operacion,
de 100 bar, es posible extraer CBD préactica-
mente puro (97,8 % del total de los cannabi-
noides a partir de la flor descarboxilada y 96,4
% de la materia prima sin descarboxilar). Ade-
mas, estos autores reportaron que la presion
no solo afectaba a la composicion del extrac-
to, también a su color y aspecto visual. A 100
bar, el extracto era un aceite fino, rico en CBD

Método Rendimiento | Contenido clorofila | Capacidad antioxidante | Cannabinoides totales
de extraccion (%) (ng/g) (mM Trolox/g) (%)
US (etanol) 10 176 323 35.5
Sohxlet (etanol) 22 527 641 29.8
Supercritica (COy) 1 44 705 30.4

Tabla 1. Rendimiento de extraccion y caracterizacion de los extractos obtenidos con distintas técnicas de cafamo.
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EXTRACCION

Muestra Medio No
PCA 1.0E+06
Materia prima, caiiamo industrial DRBC 1.2E+05
DGI18 5.1E+03
N Reduccion (log N/Ny)
PCA 0.0E+00 -6.0
Extracto de etanol DRBC 0.0E+00 -5.1
DGI18 0.0E+00 -3.7
PCA 9.3E+03 -2.0
Extracto de CO; supercritico DRBC 8.6E+01 -3.1
DGI18 0.0E+00 -3.7

Tabla 2. Recuento microbiano del canamo y de los extractos.

y con un color suave dorado. A medida que
se incrementaba la presion de la extraccion,
la viscosidad del extracto aumentd y el color
se fue haciendo méas oscuro y marrén, como
también observamos nosotros (ver Figura 1b).

Ademas, realizamos el anélisis microbio-
l6gico tanto en la materia prima como en
los extractos, utilizando medio de recuento
general, PCA (“Plate Count Agar”) cultivado
a 37 °C durante 48 h en posicion invertida.
Asimismo, el recuento se hizo en los dos me-
dios que marca la normativa para recuento
de hongos filamentosos y levaduras cultiva-
dos a 25 °C durante cinco dias en posicion
normal. La norma ISO 21527 recomienda el
uso del agar Dicloran Rosa de Bengala con
Cloranfenicol (DRBC) en muestras con una
actividad de agua alta y el Dicloran 18% Gli-
cerol (DG18) en las que tienen una actividad
de agua inferior o igual a 0,95. A pesar de la
elevada carga microbiana de la materia pri-
ma (N,), los extractos con etanol se obtuvie-
ron estériles, es decir, el recuento fue nulo en
todas las diluciones hasta seis érdenes de
magnitud (N). Mientras que en la extraccion
supercritica hubo una reduccion significati-
va de la contaminacién microbiana, pero no
total, a pesar del conocido efecto microbici-
da del CO, a alta presion*. Seguramente fue
por la baja cantidad de agua de la biomasa.
Cierta humedad es necesaria para la accion
antimicrobiana del CO,".

Conclusiones

No existe un método Unico y perfecto para
la extraccion del cafiamo. Depende del pro-
ducto deseado, de la aplicacion final y de la
disponibilidad de las instalaciones. La ex-
traccion con etanol es eficiente, facil, pero no
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esselectiva. Los residuos de este disolventey
de sus acompafiantes pueden ser un proble-
ma en el dmbito farmacéutico. El etanol es
“caro” einflamable, en cambio las instalacio-
nes son mas baratas.

La extraccion con CO, supercritica es la
preferida en la industria farmacéutica, ya
que el aceite es mas puro. Ademas, es el mé-
todo mas seguro y respetuoso con el medio
ambiente. Los costes de operacion y de di-
solvente son bastante menores. Para recu-
perar el etanol hay que evaporarlo tanto del
cafiamo tratado como del extracto y poste-
riormente condensarlo y limpiarlo. En todas
estas operaciones se pierde mas etanol, que
en el ciclo del CO,, en el que tipicamente se
disipa un 3 % de lo circulado, durante la re-
cuperacién del extracto y en la descarga del
cadfamo. A cambio, las instalaciones son
mas caras, del orden del doble que las ins-
talaciones necesarias para la extraccion con
etanol. Bien es cierto que la amortizacion de
la instalacion en esta aplicacion concreta se
podria lograr en poco tiempo por el alto va-
lor afiadido del producto, desde 4 a 6 orde-
nes de magnitud mas que el propio cafiamo.

De ahi que exista un enorme mercado po-
tencial para la extraccion del cafiamo, tanto
por el aumento de la demanda de productos
derivados del CBD, como por su elevado pre-
cio. Espafia por sus condiciones climaticas
posee buenas tierras para el cultivo. Segln
el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimen-
tacién, la superficie dedicada al cafiamo se
ha multiplicado por 8 en los Gltimos 5 afios,
alcanzandose mas de 500 ha de plantacion.
Sin embargo, falta definicion en la legisla-
cién, especialmente para la manipulacion y
la extraccion. Consecuentemente, se podria

perder la oportunidad de procesar el cafia-
mo cultivado en nuestro pais para obtener el
beneficio de la valorizacién de esta rica ma-
teria prima @
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