HYDROETHANOLIC EXTRACTION OF POLYPHENOLS FROM HEMP
SEEDS (CANNABIS SATIVAL.)

El cultivo comercial de cannabis (Cannabis sativa L.) se reconoce por
su gran interés comercial y cientifico. Entre los compuestos de interés
que se pueden encontrar en esta especie sobresalen los polifenoles,
los cuales son componentes estructurales de su pared celular y
poseen propiedades funcionales y bioactivas como antioxidante, anti-
inflamatorio, neuroprotector y hepatoprotector. El presente estudio
tuvo como objetivo evaluar las condiciones de extraccion
hidroetanolica asistida por calor de polifenoles totales. Se aplicé el
disefio experimenatl de Box-Behnken considerando tres variables
influyentes en la extraccion de compuestos fendlicos (tiempo de
extraccidon, temperatura y concentracion de etanol). Como variable
respuesta se considero el contenido de polifenoles totales determinada
por el método de Folin-Ciocalteu. Los resultados del disefo
proporcionaron como condiciones optimas en las variables estudiadas
las siguientes: 50 °C, 50 % de EtOH y 5 h de tiempo de extraccion,
alcanzando rendimiento de polifenoles totales igual a 25.60 mg de
equivalente de acido galico/g de materia prima. Los resultados de
estudio muestran potencial de semilla de canamo con fuente de
compuestos bioactivos con potencialidades de uso en la industria
farmacéutica o nutracéutica.

Palabras clave: Cannabis sativa L; extraccion; polifenoles totales.
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The commercial cultivation of cannabis (Cannabis sativa L.) is
recognized for its great commercial and scientific interest. Among the
compounds of interest found in this species, polyphenols stand out,
which are structural components of its cell wall and have functional and
bioactive properties such as antioxidant, anti-inflammatory,
neuroprotective, and hepatoprotective. The present study aims to
evaluate the conditions of heat-assisted hydroethanolic extraction of
total polyphenols. The Box-Behnken experimental design was applied
considering three influencing variables in the extraction of phenolic
compounds (extraction time, temperature, and ethanol concentration).
The total polyphenol content determined by the Folin-Ciocalteu method
was considered a response variable. The design results provided the
following optimal conditions for the variables studied: 50 °C, 50%
EtOH, and 5 h extraction time, achieving a total polyphenol yield equal
to 25.60 mg of gallic acid equivalent/g of raw material. The study results
show the potential of hemp seed as a source of bioactive compounds
with potential use in the pharmaceutical or nutraceutical industry.

Keywords: Cannabis sativa L., extraction, total polyphenols

Cannabis sativa L., una planta herbacea anual de la familia
Cannabinacea, tiene una gran importancia histérica. Originaria de Asia
occidental y central, se ha cultivado en todo el mundo durante mas de
4500 afios. Sus diversos usos, que van desde fibras textiles y aceites
hasta biocombustibles, biocompuestos, papel, alimentos funcionales
y cosméticos, la convierten en un fascinante tema de estudio
(Abdollahi y col., 2020). En los ultimos afos, las semillas de cafiamo
han ganado atencién debido a su intrigante composicién nutricional
derivada de sus componentes bioactivos, acidos grasos esenciales y
tocoferoles. Estos componentes, con sus posibles beneficios para la
salud, los convierten en una excelente opcion para consideraciones
dietéticas humanas (Sundar y col.,, 2024). Pueden inhibir las
reacciones de radicales libres, lo que contribuye a mejorar el perfil
nutricional, el atractivo sensorial general y la resistencia a la oxidacion.
Se ha demostrado que los tocoferoles reducen el riesgo de cancer y
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Son
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antioxidantes ampliamente reconocidos que ofrecen proteccion contra
la oxidacidn de acidos grasos insaturados durante el procesamiento y
el almacenamiento (Ozdemir y col., 2021).

La optimizacion de la extraccién de los compuestos polifendlicos de
semillas de cahamo contribuye al desarrollo de procesos mas efectivos
y eficientes para producir estos componentes beneficiosos de uso
medicinal y alimentario (Rao y col., 2021).

El proceso convencional de extraccion sélido-liquido asistido solo por
calor es un método comun en la extraccion de los compuestos
bioctivos (Tapia-Quirds y col., 2024).

Existe una amplia variedad de disefios de experimentos que son
herramientas estadisticas efectivas para la optimizaciéon de procesos
complejos. Estos métodos de analisis estdn compuestos por un
conjunto de combinaciones entre los niveles de factores que influyen
sobre una variable de respuesta a analizar, a través de una estructura
de datos optima para obtener un modelo estadistico con el menor
namero de pruebas (Souissi y col., 2018). Las herramientas
estadisticas son efectivas para realizar y optimizar los factores de
ensayos experimentales para identificar las variables que afectan los
procesos de extraccion (Ngoc y col., 2019).

El presente estudio utiliza la metodologia de superficie de respuesta
en conjunto con el disefio compuesto central para identificar las
condiciones experimentales éptimas para la extraccion de compuestos
polifendlicos a partir de semilla de cafiamo (Cannabis sativa L.) con
el propdsito de maximizar la presencia de los compuestos fendlicos en
el extracto.

Preparacion del material biologico

La semilla utilizada en este estudio fue Cannabis sativa L de la marca
BeHemp de la tienda de productos naturales (Saltillo, Coahuila). Para
asegurar una mayor superficie de contacto, la semilla fue molida hasta
obtener un polvo. La muestra molida se mantuvo alejada de la luz y la
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humedad.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Una vez pulverizada, 1 g de semilla molida se suspendi6 en 40 mL de
la solucion de extraccion (mezcla de agua destilada y etanol). Las
condiciones de extraccion se definen en la Tabla 1, considerando el
porcentaje de etanol en la solucidon de extraccion, el tiempo de
extraccion, la temperatura como parametros controlados. Después de
la extraccion, las soluciones se centrifugaron a 1500 rpm durante 10
min y posteriormente se decanto la parte liquida del extracto.

DISENO DEL EXPERIMENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio se utilizé el disefio de Box-Behnken para estudiar los
principales efectos e interacciones entre los parametros que influyen
en el proceso de extraccion de compuestos polifendlicos de la semilla
de canamo (Cannabis sativa). Las variables experimentales y sus
niveles para cada ensayo de extraccidn se determinaron utilizando la
metodologia de superficie de respuesta combinada con el disefio Box-
Behnken aplicado para la extraccion sélido-liquido de polifenoles de la
semilla de canamo Cannabis sativa L. con calor.

Tabla 1. Disefio experimenatl de Box-Behnken con los niveles
correspondientes para variables independientes en el proceso de
extraccion solido-liquido a diferentes temperaturas (bajo (-1), medio

(0) y alto (+1)).
VALORES DE LOS NIVELES
VARIABLE Unidades CODIFICADOS
-1 0 1
Tiempo de h 12 30 48
extraccion
Porcentaje de % 50 75 100
etanol
Temperature °C 30 50 70
de extraccion
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En el diseno las variables se aplicaron en tres niveles (bajo, medio y
alto, codificados, respectivamente, como -1, 0 y +1, como se muestra
en la Tablas 1.

El numero de experimentos en el diseiio de Box-Behnken fue igual a
15, incluyendo experimentos centrales triplicados, para optimizar el
nivel de variables seleccionadas. Se seleccionaron parametros que
juegan un papel importante en el proceso de extraccion: tiempo de
extraccion (A, h), porcentaje de etanol en la solucion extractante
(B, %) y temperatura de extraccion (C, °C). Como variable de
respuesta se considerd total de polifenoles (Y1).

DETERMINACION DE CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES (CPT)

Para determinar los polifenoles totales, los extractos etandlicos de
semilla de cahamo (Cannabis sativa) se sometieron al método de
Folin-Ciocalteu descrito por Arredondo-Valdés y col. (2021) con
algunas modificaciones. Se mezclaron 10 pL de extracto con 60 pL de
Na,COj3; (15 % p/v), 15 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 200 uL de
agua destilada. La reaccién se llevé a cabo a 37 °C durante 45 min.
Posteriormente, se leyd la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, USA). El estandar
utilizado fue acido galico (FagalLab) a concentraciones de 100 a 2000
mg/ml para trazar una curva de calibracién. El contenido de polifenoles
totales (PTC) se expres6 como miligramos equivalentes de acido
galico (mg EAG)/g de peso humedo de semilla de cafamo.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de la variable respuesta (concentracion de polifenoles
totales) se empleé la metodologia de superficie de respuesta,
haciendo uso del software estadistico Minitab (version 19) para
generar el disefio experimental, los analisis estadisticos de datos y el
modelo de regresion.

La Tabla 2 muestra resultados de contenido de polifenoles en los
extractos obtenidos por el método solido-liquido bajo el disefio de
experiemntal de Box Behnken .
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Tabla 2. Resultados de extraccion de polifenoles (equivalente a mg
acido galico/ por g de materia prima) de acuerdo al disefio de Box
Behnken del proceso de extraccion etanolica a diferentes

temperaturas.
Nolde Factores PTC Abs
ensayo § Tiempo (h) %(S/t\gH Temzecr)atura (mg EAG/ g) (A =750 nm)
1 12 50 50 3.65+0.14 0.16
2 48 50 50 3.48 + 0.02 0.15
3 12 100 50 11.62 + 1.07 0.58
4 48 100 50 15.94 +0.96 0.81
5 12 75 30 4.54 +1.25 0.2
6 48 75 30 2.92 +0.09 0.12
7 12 75 70 3.89+0.18 0.17
8 48 75 70 4.45+ 1.27 0.2
9 30 50 30 3.39 + 0.07 0.14
10 30 100 30 11.74 + 0.22 0.59
11 30 50 70 12.53 +0.89 0.63
12 30 100 70 12.22 £ 0.85 0.62
13 30 75 50 3.26+ 0.03 0.13
14 30 75 50 2.86+ 0.15 0.11
15 30 75 50 4.01+ 0.59 0.17

Cada conjunto de experimentos se realiz6 por triplicado; los datos que
se muestran corresponden al promedio de las tres mediciones. Las
medias de desviacion estandar relativas obtenidas a partir de
concentracion de fenoles totales y absorbancias son menores al 5%.

El analisis de los resultados experimentales permitié el calculo de los
coeficientes del modelo de regresion. La Tabla 3 muestra el valor p
para cada factor, los términos cuadraticos, su combinacion, y el
coeficiente de determinacion del R cuadrado para el modelo obtenido
del estudio experimental.

Tabla 3. Coeficientes de regresion.

Modelo parametros p-value (a <0.05)
PTC (mg EAG/ gz

Modelo 0.057

Lineal 0.042

A (tiempo) 0.688

B (% etanol) 0.011
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C (temperatura) 0.207
Cuadrado 0.039
A? 0.797
B? 0.008
c? 0.514

Interaccion de dos §| 0.380
factores

AB 0.421
AC 0.688
BC 0.152
R-square 0.89

Los valores de p de las variables estadisticamente significativas son
aquellos < 0,05 y estan marcados en negrita. Debido a la importancia
del valor p, el modelo sugiere que existe incidencia significativa debido
al factor porcentaje de etanol.

Se demuestran efectos combinados entre los factores y cada uno de
los factores por separado sobre la concentracidn de polifenoles totales
(PTC) en el extracto. Se observd que B y B? presenta un efecto
significativo sobre la variable respuesta por lo que un aumento de
estas provoca el mismo efecto en la concentracién de polifenoles
totales presentes en el extracto, favoreciendo asi el proceso de
extraccion. El efecto de los factores y de las interacciones AB, AC, BC,
no resultaron significativas, lo que significa que para obtener mayor
contenido de polifenoles totales resulta conveniente operar con valores
bajos de dichos parametros.

Se obtuvo la ecuacion con los valores de los coeficientes del modelo
de regresion, correspondiente a la concentracion de polifenoles
totales. Por consiguiente el modelo reportado por el programa
estadistico para determinar la concentracién de polifenoles totales en
el extracto fue:

PTC
=36.2-0.174 A —1.074 B +0.111 C - 0.00112 A% +0.00905 B>
+0.00234 C? +0.00249 AB + 0.00151 AC — 0.00433 BC

Donde
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A - tiempo de extraccion (h), B - porcentaje de etanol en la solucién
extractante (%) y C - temperatura de extraccién (°C).

Los resultados de andlisis de varianza muestran el coeficiente de
determinacion (R?) de 0.89 indicando que el modelo obtenido ofrece
un ajuste adecuado en el intervalo evaluado para la variable
independiente (Nuiez Moreira y col., 2019).

El analisis realizado permitié obtener el grafico de analisis de los
efectos estandarizados, de efectos principales que muestran los
efectos de las variables independientes sobre la variable de respuesta
dependiente evaluada. Figura 1 muestra el grafico de pareto del
comportamiento de la concentracion de polifenoles totales en funcion
de las tres variables los tiempo, etanol y temperatura, asi como sus
interacciones.

La Figura 1 muestra que la concentracion de etanol (B) es el factor con
el mayor efecto estandarizado. Esto sugiere que la concentracion de
etanol tiene una gran influencia en la extraccion de polifenoles totales.
Es el factor mas importante a considerar y probablemente debe ser
optimizado para mejorar los resultados de la extraccion. La interaccion
etanol-etanol (BB) también muestra un efecto significativo, lo que
sugiere que no solo la concentracion de etanol influye en la extraccion,
sino también la forma en que se combinan diferentes concentraciones
de etanol. Esta interaccion debe ser tomada en cuenta para optimizar
la extraccion términos de
efecto estandarizado. Aunque su impacto es menor enjcomparacion
con el solverjte, sigue siendo un factor clave que afectd la eficiencia
del proceso de extraccion.

352



Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(PTC (mg EAG/ g), o = 0.05)

2.571

- %

BC
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« ﬂ
AC E Factor Nombre

Tiempo (h)
» U

A
B % Etanol (v/v)
C

0 1 2 3 4

Temperatura (C)
Efecto estandarizado

Figura 1. Efecto de las variables independientes tiempo, temperatura,
concentracion de etanol y sus interacciones en la concentracion de polifenoles
totales.

La Figura 2 se muestra la superficie de contorno correspondiente al
comportamiento de la concentracion de polifenoles totales en funcion
de los niveles de la reIaC|on de temperatura y concentracién de etanol.
Las curvas de los fican en un plano

efectivas (zonas len=¢
operar dentro de estos rangos de temperatura y etanol para
mantenerse en la zona de maximos valores de la variable de respuesta
sin salir de los 6ptimos.
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Figura 2. Superficie de contorno para la interaccion de variables temperatura y
concentracion de etanol.

La Figura 3 muestra las respuestas de efectos principales
brindada por el modelo, la cual refleja los niveles de concentracion
de etanol (60 % v/v), tiempo (48 h) y temperatura (30 °C) que
conducen a la maxima concentracion de polifenoles totales en el
extracto. Se aprecia que para obtener maximos valores de la
variable de respuesta, se debe emplear un solvente cuya
concentracion de etanol se encuentre en los niveles medios o
maximo estudiados y aplicando valores altos de temperatura y
tiempo durante el proceso de extraccién.

Grafica de efectos principales para PTC (mg EAG/ g)
Medias de datos

Tiempo (h) % Etanol (v/v) Temperatura (C)

Media

9
8
7
6 /\’
5
4

Figura 3. Efectos principales de las variables tiempo, temperatura
y concentracién de etanol.

La Figura 4 muestra mediante los graficos de superficie respuesta
como interactuan las variables independientes (concentracion de
etanol, temperatura y tiempo) en la concentracion de polifenoles
totales varible respuesta evaluada.

La Figura 4 (A ) muestra cémo interactua la variable tiempo y el % de
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etanol, obteniendo como respuesta que PTC aumenta gradualmente
con el tiempo y el % de etanol, a tiempos cortos (~10 h) y bajos niveles
de etanol, el PTC es bajo, y se observa un incremento significativo a
medida que ambos factores aumentan, alcanzando valores maximos
cuando el tiempo esta en el rango de 40-50 h y el etanol se aproxima
al 100 %. Por lo anterior el tiempo y el % de etanol tienen un efecto
positivo sobre la extraccion de polifenoles. Una combinacion de tiempo
prolongado y alta concentracién de etanol favorece la extraccion.

La Figura 4 (B) muestra como interactua la variable tiempo y
temperatura en la obtencion de PTC. Se observa una tendencia de
incremento del PTC al aumentar el tiempo y la temperatura. El efecto
del tiempo es mas marcado que el de la temperatura, aunque
temperaturas mas altas también contribuyen al aumento del PTC. Los
valores maximos de PTC se observan a altas temperaturas (~75 °C)
y tiempos prolongados (~50 h). Tanto el tiempo como la temperatura
son factores cruciales para la extraccion de polifenoles. El proceso
parece beneficiarse de condiciones térmicas elevadas combinadas
con tiempos prolongados.

En la Figura 4 (C) se observa como interactua la variable % de etanol
y temperatura en la obtencion de PTC. A bajas concentraciones de
etanol, el PTC es bajo, independientemente de la temperatura. El
contenido de polifenoles aumenta a medida que el % de etanol se
incrementa, especialmente a temperaturas intermedias (~45-60 °C).
La extraccion maxima se alcanza en combinaciones de etanol
elevadas (75-100 %) y temperaturas medias-altas. Por lo que el % de
etanol y la temperatura tienen un efecto sinérgico sobre la extraccion.
Altas concentraciones de etanol combinadas con temperaturas entre
45-60 °C maximizan el PTC.

Se concluye que las variables tiempo, temperatura y % de etanol son
variables clave en la extracciéon de polifenoles. Las condiciones
Optimas para obtener el mayor contenido de polifenoles totales
presentes en el extracto de semillas de canamo (25.60 mg EAG/g de
materia prima), se obtiene empleando 60 % de etanol, 48 h de tiempo
de extraccion y la temperatura de 30 °C. Se destaca que el efecto del

RE : o R e| efecto
DN entre
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1
PTC (mg EAG/ g) s
PTC (mg EAG/ g) 10 5 EAG/ g

Tiempo (h)

15
°
PTC (mg EAG/ 9)
5 75
be %0
°
50

45 Temperatura (©)

30
100
% Etanol (v/v)

Figura 4. Graficos de superficie de respuesta que muestran lo siguiente: A,- efecto
de la concentracion de etanol (%) y tiempo (s); B,- efecto del tiempo y la
temperatura; C,- efecto de la concentracion de etanol (%) y temperatura sobre los
polifenoles totales (mg EAG/100 g de peso fresco) del extracto de semilla de
cafnamo.

Frassinetti y colaboradores (2018) demostraron que el extracto de
semillas de cafamo, obtenido con etanol al 80 % bajo condiciones de
extraccién de 10 mL/g, a 4 °C durante 3 horas, presentd un contenido
de PTC de 2.33 mg EAG/ g. Drini¢ y colaboradores (2018) reportaron
que el extracto de semillas de canamo obtenido mediante extraccion
con agua y etanol al 30, 50, 70 y 90 % (20 mL/g, a temperatura
ambiente durante 24 horas), mostrd que el mejor solvente fue el etanol
al 50 %. Bajo estas condiciones, se obtuvo un contenido de PTC de
hasta 17.05 mg EAG/ g . Estos resultados destacan el etanol al 50 %
como el solvente 6ptimo para maximizar el rendimiento de compuestos
bioactivos y propiedades antioxidantes. Un estudio realizado evalué la
influencia de diferentes solventes (metanol al 80 % y 100 %, acetona
al 80 % y 100 %, etanol al 100 % y una mezcla de metanol: acetona:
agua (MAW 35:35:30 % v/v/v)) sobre el rendimiento final de
compuestos fendlicos en harina de semillas de canamo (Teh y col.,
2014). La extraccion se realiz6 a temperatura ambiente durante 1 hora,
y los resultados mostraron que la mezcla MAW ofrecié los mejores
resultados, seguida por acetona al 80 %, metanol al 80 %, y finalmente
acetona y metanol puros. Estos hallazgos son consistentes con los
reportados por Mkpenie y col. (2012), quienes compararon la eficacia
de metanol puro, acetona pura y sus mezclas acuosas al 50 %
utilizando hojas de cafhamo como material vegetal. En este caso, la
acetona demostré ser mas adecuada que el metanol en tiempos de
extraccion de 2 horas. Sin embargo, al extender el tiempo de
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extraccion a 8 y 18 horas, el metanol puro ofreci6 mayores
rendimientos de compuestos fendlicos (0.89 mg EAG/g), duplicando
el contenido obtenido con acetona pura (0.416 mg EAG/g). Este
estudio concluyé que el metanol es mas eficiente como solvente puro
durante maceraciones prolongadas de hojas de Cannabis sativa.

La variabilidad en la composicién quimica del cannabis, depende tanto
del método de cultivo como de las condiciones ambientales de cultivo.
Lesma y colaboradores (2014) demostraron esto al analizar el
contenido de fenoles de semillas de cafamo de dos zonas diferentes.
Utilizando una mezcla de metanol y agua (80:20 v/v) como método de
extraccién reportaron contenidos de fenoles totales que variaron entre
67.0 y 80.4 mg EAG/g de extracto, dependiendo del tipo de cultivo

Las semillas de Cannabis han sido exploradas de manera limitada,
identificandose un 0.01 % de N-trans-cumaroiltiramina en peso seco
a partir de un extracto etandlico. Asimismo, se han extraido
estilbenoides utilizando solventes polares (Paganiy col., 2011) aunque
sin una optimizacién especifica del proceso. Investigaciones sobre las
condiciones de extraccibn podria mejorar significativamente el
rendimiento de estos compuestos.

La extraccion sélido-liquido con soleventes organicos y calor es un
método que no aplica los equipos sofesticados que permite altos
rendimiento de compuestos fendlicos y facil escalamiento a nivel
industrial.  Sin embargo, pocos trabajos refieren el uso de esta
metodologia en los procesos de extraccion de fenoles a semillas de
de canamo (Cannabis sativa L.). Los resultados obtenidos muestran
que esta materia prima muestra un gran potencial para la produccion
de estos metabolitos secundarios. Los polifenoles son antioxidantes
con propiedades que generan beneficios para nuestra salud debido a
la actividad secuestradora de los radicales libres (Nufiez Moreira y
col., 2019).

En cuanto al proceso de obtencion de compuestos fendlicos, se
observé que la concentracion de etanol mostro el efecto significativo
en el contenido de polifenoles totales extraidos, de tal manera que con
niveles medios de la concentracion de etanol en se mejora el
contenido de compuestos fendlicos extraidos.

El desarrollo de esta técnica ofrece beneficios para su uso en la
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industria, ya que se emplean reactivos de bajo costo (como es etanol)
y el equipamiento que se utiliza contribuye al cuidado del medio
ambiente (equipo libre de esparcimiento de gases contaminantes).
Ademas de poder suministrar a la industria una materia prima rica en
compuestos fendlicos con diversa bioactividad que contribuya a la
sustitucién de importaciones.

El presente estudio permitid mejorar la extraccion hidroetandlica de
compuestos fendlicos a partir de un de semillas de cafiamo (Cannabis
sativa L.), ademas de generacion de conocimiento para
aprovechamiento de un recurso natural producido en grandes
cantidades en funcién de la obtencién de compuestos bioactivos de
interés farmacéutico, médico y alimenticio.
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