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RESUMEN

En este estudio se identificd y cuantificé cinco muestras de soluciones oleosas de cannabis
que fueron colectadas en forma ambulatoria del centro de Lima, Peru, para poder realizar
el andlisis se realizd mediante cromatografia liquida con detector de fluorescencia
(HPLC-FL) el analisis requirié de un estandar que contiene mix de cuatro aflatoxinas las
cuales son aflatoxinas G1,B1, G2 y B2, A partir del estdndar de aflatoxinas de una
concentracion de 2,6 ug/mL (mix de AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2) lug/mL de AFBI,
lug/mL de AFGI, 0.3 ug/mL de AFB2 y 0.3 ug/mL de AFG2, los resultados obtenidos
en las muestras analizadas no contienen aflatoxinas, El control de calidad es de suma
importancia para verificar que las formulaciones con cannabis puedan tener una dosis
adecuada, se debe controlar la dosis adecuada, la contaminacién por microorganismos,
micotoxinas como las aflatoxinas, plaguicidas entre otros, para poder evitar
consecuencias peligrosas para la salud se debe cumplir las normas de seguridad y un
control de calidad respectivo.
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DETECTION OF AFLATOXINS IN AMBULATORY
SAMPLES OF CANNABIS OIL SOLUTION FROM LIMA
METROPOLITANA BY FLUORESCENCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY DETECTOR (FL-HPLC)

ABSTRACT

In this study we identified and quantified five samples of oily solutions of cannabis that
were collected on an outpatient basis from the center of Lima, Pert, in order to perform
the analysis was performed by liquid chromatography with fluorescence detector (HPLC-
FL) analysis required a standard containing a mix of four aflatoxins which are aflatoxins
Gl1, B1, G2 and B2, From the standard aflatoxins of a concentration of 2,6 ug/mL (mix
of AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2) lug/mL of AFBI1, lug/mL of AFG1, 0. 3 ug/mL of
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AFB2 and 0.3 ug/mL of AFG2, the results obtained in the analyzed samples do not
contain aflatoxins. Quality control is of utmost importance to verify that the formulations
with cannabis can have an adequate dose, the adequate dose, contamination by
microorganisms, mycotoxins such as aflatoxins, pesticides, among others, must be
controlled in order to avoid dangerous consequences for health, safety standards and the
respective quality control must be complied with.

Keywords: Aflatoxins, Cannabis, Liquid chromatography, Fluorescence.

INTRODUCCION

En el Peru, el 17 de noviembre del 2017 se aprueba la ley “N.° 30681 LEY QUE
REGULA EL USO MEDICINAL Y TERAPEUTICO DEL CANNABIS Y SUS
DERIVADOS Articulo 1. Objeto de la Ley La presente ley tiene por finalidad garantizar
el derecho fundamental a la salud y permitir el acceso, exclusivamente para uso medicinal
y terapéutico, del cannabis y sus derivados”!. Teniendo en cuenta ello, es importante el
conocimiento y/o control de los contaminantes que se hagan presente en las muestras de
cannabis. Uno de los contaminantes microbianos son las aflatoxinas, estas son
micotoxinas producidas por hongos del género Aspergillus®.

En 1960, a raiz de la muerte de pavipollos, evento relacionado a la ingesta de harina de
mani contaminada por Aspergillus flavus, se descubri6 la existencia de las aflatoxinas,
encontrandose posteriormente una gran variedad, de entre las cuales destacan B1, B2, G1,
G2, cuya presencia en alimentos representan un problema a nivel mundial por su caracter
altamente toxico, cancerigeno y teratdgeno’. Siendo que La Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasifico a las aflatoxinas como carcindgenos
humanos®, y asi mismo proporciona evidencia cientifica sobre los efectos nocivos en la
salud por la exposicion a las aflatoxinas’. Estas aflatoxinas se forman en condiciones de
temperatura, humedad y precipitaciones idoneas para la proliferacion de hongos; ademas
pueden aparecer en el cultivo, cosecha y almacenamiento de productos agricolas®, y
mayormente se encuentran en los cereales tales como maiz, arroz, trigo, soja, frutos secos
y productos lacteos’.

El andlisis de aflatoxinas en Perq, se realiza mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS) en muestras de paprika en polvo, paprika entera,
nueces, castafias, cacao y cereales®. El analisis de aflatoxinas en soluciones oleosas de
cannabis es mas desafiante debido a la complejidad y la naturaleza de la muestra,
utilizando métodos que permitan comprobar que las concentraciones de aflatoxinas se
encuentren debajo de los limites reglamentarios permitidos (20 ppb)’.

Los detectores de fluorescencia (FL) miden la emision optica de luz mediante moléculas
de soluto después de haber sido excitadas a una longitud de onda de mayor energia y
puede ser muy sensible para compuestos que tienen fluorescencia nativa o que pueden
hacerse fluorescente mediante derivatizacion'’. Esta técnica ha demostrado ser muy
importante y eficaz para ayudar a convertir a los analitos es formas activas fluorescentes
y hacerlos mas sensibles a la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)'!. La técnica HPLC es una herramienta analitica que puede detectar, separar y
cuantificar el principio activo, sus diversas impurezas y degradantes, y ademds cuenta
con diversos parametros cromatograficos de optimizacion'. El objetivo de este trabajo
fue determinar la concentracion de aflatoxinas presentes en muestras oleosas de Cannabis
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sativa comercializada en Lima metropolitana mediante Detector de Fluorescencia por
Cromatografia Liquida (FL-HPLC).

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta de las muestras

Las cinco muestras oleosas de Cannabis sativa fueron adquiridas de comerciantes
ambulatorios en distintos puntos de Lima Metropolitana. En la Tabla 1 se detalla la
codificacion utilizada, asi como los datos encontrados en las etiquetas de los productos
adquiridos.

Tabla 1. Datos de las muestras de soluciones oleosas de Cannabis sativa.

Muestra Nombre Lote Fec.ha- de
vencimiento
Extracto
N° 1 estandarizado de
cannabidiol (CBD) 1014225 S/F
Cannabis sativa
N° 2 Aceite Medicinal /L F.P:03-05-2023
Natural CBD FV:05-03-2025
ACEITE )
N3 MEDICINAL L FV-03.06.2025
NATURAL CBD ’
ACEITE
N° 4 MEDICINAL
C.B.D MUNDO Q74 S/F
CANNABIS
Extracto
N° 5 estandarizado de
cannabidiol (CBD) S/L S/F

Cannabis Sativa

Preparacion del estandar

Para la preparacion de la curva de calibracion se realizo una solucion a partir del estandar
de aflatoxinas de concentracion 2,6 pg/mL (1pg/mL de AFBI1; 1pug/mL de AFGI; 0,3
pg/mL de AFB2 y 0,3 ng/mL de AFG2). Se analizaron cinco diluciones de este estandar
de aflatoxinas totales, desde 0,65 pg/mL hasta 13,0 ug/mL. Posteriormente se realiz6 la
derivatizacion de estas soluciones.
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Preparacion de las muestras

Se peso 5 g de las muestras oleosas correspondientes, que fueron colocadas en una fiola
de 100 mL. Estas fueron aforadas con el diluyente, para luego ser homogeneizadas y
agitadas durante 30 minutos utilizando un agitador magnético. Se eluyeron las muestras
a través de la columna de inmunoafinidad, para finalmente realizar el proceso de
derivatizacion para cada una de las cinco muestras.

Derivatizacion

Todas las muestras fueron sometidas a un proceso de derivatizacion utilizando como
reactivo una solucion de acido trifluoroacético:acido acético:agua (2:1:7). Se transfirio
200 uL de la muestra a un vial de 1,5 mL; al que se adicionaron 700 uL de reactivo de
derivatizacion. Se cerr6 el vial y se agitd en Vortex, para posteriormente ser calentado a
65 °C durante 10 minutos en bafio maria. Una vez enfriado el vial, se inyectd 50 uL del
producto en el equipo de HPLC-FL.

Condiciones cromatograficas

Se utilizo6 un equipo de Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
fluorescencia (HPLC-FL). Las muestras fueron eluidas a través de una columna RP-18
de 12.5 cm x 4 mm x 5 um (L1), utilizando como fase mévil una mezcla isocratica
agua:metanol (60:40) que fue inyectada a una velocidad de 0,8 mL por minuto (mL/min).
La longitud de onda de excitacion fue de 365 nm, mientras la de emision fue de 450 nm.

Determinacion de la concentracion de aflatoxinas

Una vez culminado el andlisis cromatografico, se utilizaron los datos obtenidos para el
calculo del contenido de aflatoxinas presente en cada una de las muestras.

Csmp(%) x Solvente (mL) x elucion (mlL)

Contenido de aflatoxi kg) =
ontenido de aflatoxinas (ug/kg) peso muestra (g) x alicuota (mL)

Donde:

Peso muestra: peso en gramos de la muestra analizada (5 g)

Solvente: cantidad de solvente para la extraccion (100 mL)

Elucién: volumen colectado al eluir por la columna de inmunoafinidad (1 mL)
Csmp: concentracion de aflatoxina calculada por regresion lineal

RESULTADOS Y DISCUSION

La legalizacion del cannabis requiere de métodos analiticos adecuados para garantizar la
seguridad publica. En el cannabis pueden existir muchos contaminantes, entre ellos se
encuentran los metales pesados como arsénico (As), mercurio (Hg), plomo (Pb) y cadmio
(Cd), asi como las aflatoxinas, ocratoxina A, plaguicidas, entre otros contaminantes
biologicos'®. Las aflatoxinas son metabolitos secundarios derivados de la

difuranocumarina, generados por hongos del grupo Aspergillus, en especial Aspergillus
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flavus y Aspergillus parasiticus, y se consideran contaminantes nocivos por su capacidad
para dafar el higado, afectar el sistema inmunolégico y provocar cancer'# 1°. Se clasifican
en cuatro tipo generalmente, aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1
(AFG1) y aflatoxina G2 (AFG2); siendo la AFBI1 la mas toxica y catalogada como
carcindgeno del Grupo I por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
(IARC)'®. Por lo que, la presencia de aflatoxinas constituye un riesgo importante, sobre
todo en formulaciones no reguladas que podrian estar bajo condiciones de
almacenamiento y procesamiento inadecuadas. En la tabla 2 se detallan los datos
obtenidos tras el andlisis cromatografico por HPLC-FL de los estandares y muestras
problemas.

Tabla 2. Datos del analisis de las muestras de aceite de cannabis para la cuantificacion
de aflatoxinas.

Area del pico
Sample ID  AFLAT. AFLAT. AFLAT.
G1 AFLAT. Bl G2 AFLAT.B2 oo
FM 0 0 0 0 0
BLANCO 0 0 0 0 0
STD 1 61789 94621 23526 41875 221811
STD 1 61970 97865 23951 42256 226042
STD 2 129435 227189 53972 93355 503951
STD 2 128431 228935 53289 92980 503635
STD 3 241230 429917 102365 168568 942080
STD 3 243481 438745 105541 164589 952356
STD 4 541300 981025 229158 367560 2119043
STD 4 540669 979956 222596 378224 2121445
STD 5 1297890 2487662 588963 975708 5350223
STD 5 1330530 2490517 583568 971289 5375904
MP1 0 0 0 0 0
MP1 0 0 0 0 0
MP2 0 0 0 0 0
MP2 0 0 0 0 0
MP3 0 0 0 0 0
MP3 0 0 0 0 0
MP4 0 0 0 0 0
MP4 0 0 0 0 0
MP5 0 0 0 0 0
MP5 0 0 0 0 0
FM 0 0 0 0 0
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Curva de calibracion
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Figura 1. Curva de calibracion de aflatoxinas totales para cuantificacion de aflatoxinas.
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Figura 2. Cromatograma del blanco, mix de estandar de aflatoxinas y muestra problema.

En el presente estudio, se realizo la deteccion de aflatoxinas en muestras ambulatorias de
soluciones oleosas de cannabis. Por lo que, se utiliz6 un estdndar certificado con
concentraciones definidas de cada aflatoxina (2,6 pg/mL en total; con 1 pg/mL de AFBI
y AFGI; y 0,3 pg/mL de AFB2 y AFG2), permitiendo establecer un limite de deteccion
confiable. La metodologia se realizd de acuerdo a la normativa oficial AOAC 994,03;
Norma ICONTEC, NTC 1232, la cual corresponde a la determinacion de aflatoxinas en
cereales y alimentos por Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
fluorescencia (HPLC-FL)"". La ausencia de aflatoxinas en las muestras sugiere que los

Rev Soc Quim Peru 91(2) 2025



Deteccion de aflatoxinas en muestras... 96

aceites de cannabis evaluados no estuvieron expuestos a contaminacion flngica
significativa en su produccion y almacenamiento, lo cual es un hallazgo positivo desde el
punto de vista de la seguridad del consumidor. Como se puede observar en los
cromatogramas descritos en la figura 2, hubo ausencia de aflatoxinas en las cinco
muestras oleosas de Cannabis sativa.

Las variedades de Aspergillus tienen la capacidad de generar aflatoxinas y ocratoxina A
(OTA). No obstante, a pesar de que investigaciones anteriores han sefialado que A. flavus
y A. parasiticus pueden sintetizar aflatoxinas en muestras de cannabis libre de gérmenes,
estas micotoxinas rara vez se encuentran en analisis de control '®. Esta irregularidad podria
deberse a varios motivos, como la abundancia de cepas no productoras de toxinas en los
cultivos de cannabis, condiciones ambientales poco propicias para la formacién de
micotoxinas, el efecto inhibidor de los terpenos de la flores sobre el crecimiento de
hongos, o la posible descomposicion de compuestos por parte de la planta o sus
microorganismos asociados'’.

En la investigacion realizada por Burchicio et al. (2022), se examinaron las aflatoxinas
(AF) y la ocratoxina A (OTA) en 142 muestras de cannabis ilegal decomisadas en el
mercado local mediante cromatografia liquida de alta eficacia con un detector de
fluorescencia. Las AF se transformaron antes de su deteccion utilizando una celda Kobra.
No se encontr6é contaminacion por AF (LOD=0,04 ug/Kg) en ninguna de las muestras
estudiadas. Por otro lado, se halld OTA en alrededor de un tercio de las muestras, con una
concentracion promedio de 4,30 ug/Kg°.

En el estudio de Wilcox et al. (2020) se analizaron 5 muestras de productos de cannabis
a las cuales se les realiz6 la elucion de aflatoxinas por columnas de inmunoafinidad multi
anticuerpo y comparadas con un sistema automatizado con cartuchos de inmunoafinidad
reutilizables en linea que posteriormente fueron analizadas mediante deteccion por
fluorescencia mediante cromatografia liquida, el valor obtenido para la muestra de aceite
que contiene 2,75% de cannabidiol (CBD) fue de 0,3 ug/Kg en el primer método y en el
segundo 0,1 ug/Kg, observandose la constante de concentraciones bajas de aflatoxinas en
muestras comercializadas de cannabis. Analizando la metodologia, en este caso las
condiciones de extraccion fueron diferentes, aunque el metanol - agua es el disolvente de
aflatoxinas por excelencia, se optod por una extraccion con acetonitrilo - agua, ademas en
la LC se utilizo6 la programacion de dos fases moviles para mejorar la forma de los picos
y garantizar una mejor separacion de las aflatoxinas individuales, en este estudio se
cumpli6 con un porcentaje de recuperacion de 76 a 120%, y las desviaciones estandar
estuvieron entre 0,8 y 6,6%>'.

Existen diversas técnicas cromatograficas para determinar la cantidad de contaminantes
en muestras de cannabis; ademas, otros métodos como el inmunoensayo enzimatico para
medir la aflatoxina B1?2. Sin embargo, los métodos mas utilizados son la cromatografia
liquida (LS) acoplada a espectrometria de masas (MS), y la cromatografia de gases (GC)
acoplada a MS%. Por ejemplo en el estudio de Serafimovska et al. (2021), se analizé la
concentracion de aflatoxinas en muestras de flores, las flores enriquecidas con aflatoxinas
y posteriormente en el extracto descarboxilado con etanol al 96%, analizadas mediante el
método analitico LC/MS/MS, en las muestras de flores no se obtuvo cantidades
significativas de aflatoxinas, pero en el extracto se encontrd una mayor concentracion de
aflatoxinas en comparacion con la muestra enriquecida ademas se demostrd que el
método LC/MS/MS es reproducible, sensible, rentable y eficaz para la determinacion de
aflatoxinas en extractos de cannabis. Se considera importante el control de las aflatoxinas
durante el cultivo, cosecha y poscosecha ya que cantidad de aflatoxinas en estas etapas
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comprometen la cantidad fuera de los limites permitidos en los productos derivados de
ellas®.

CONCLUSIONES

Se realiz6 la identificacion y cuantificacion de soluciones oleosas de cannabis mediante
cromatografia liquida con detector de fluorescencia (HPLC-FL). El andlisis realizado a
las muestras analizadas, no reportaron presencia de aflatoxinas, dando un resultado
negativo por debajo del limite de deteccion de 2,6 pg/mlL.
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