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OBJETIVO Y ALCANCE.
1.1. Objetivo.

Describir el procedimiento para realizar el ensayo de perfil de Cannabinoides.

1.2.Alcance.

Prueba o ensayo Método de Técnica o Método
referencia
Determinacién de los Cannabinoides: AOAC Official Cromatografia
. Lo Method 2018.10 Liquida De alta
° Tetrahldro.cannablvar.ln (THCV) (2023) resolucion (HPLO)
e A8-Tetrahidrocannabinol (d8-THC) Cannabinoids in
e A9-Tetrahidrocannabinol (d9-THC) Cannabis sativa
e A9-Acido tetrahidrocannabinolico (THCA) Dried Flowers
e Cannabidiol (CBD) and Oils 2020
e Acido cannabidiolico Cannabis
e Analyzer for
e Cannabidivarin (CBDV) Potency,
e Cannabinol (CBN) Shimadzu
e Cannabigerol (CBG)
e Acido cannabigerolico (CBGA)
e Cannabichromene (CBC)

Este método se aplica a las siguientes matrices:

Material vegetal de cannabis
Extractos de cannabis
Cristales de CBD

Cosméticos

Preparados magistrales
Alimentos

El rango de calibraciéon del método es de 0,5-100 mg/L.
Limite de deteccién:

e Material vegetal: sin dilucién 0,05 mg/g o 0,005g/100g y con dilucién Tmg/g o
0,19/100g.

e Extractos: sin dilucion 0,125 mg/g o 0,0125g/100g y con dilucién 5mg/g o
0,59/100g.
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2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.

2.1.Definiciones.

Calibracion [1].

Operacién que, bajo condiciones especificadas, en un primer paso, establece una relacion
entre los valores de las magnitudes con su incertidumbre de medicién provista por
patrones de medicién y las indicaciones correspondientes con incertidumbres de
medicién asociadas y, en segundo paso, usa esta informacién para establecer una relaciéon

para obtener un resultado de medicién de una indicacién.

Desviacion Estandar Relativa (DSR%) [4].

Estimador del grado de dispersiéon de medidas repetidas. Se calcula como
D.S.
DSR % = ~ x 100

Donde D.S. es la desviacion estandar de las réplicas y x es el promedio de estas

Error relativo porcentual (E. R. %) [4].

Estimador del sesgo de una medicién. Se calcula como

X X
b% = E.R.% = ——"% % 100
xref

Donde x,res el valor tedrico o aceptado como verdadero y X es el promedio de estas
Ensayo/prueba [2].

Determinacién de una o mas caracteristicas de acuerdo con un procedimiento

Procedimiento [2].

Forma especificada para llevar a cabo una actividad o un proceso.

Cannabinoides

Los fitocannabinoides hacen referencia a una clase de compuestos caracterizados por 21
atomos de carbono que aparecen Unicamente en la naturaleza en la especie Cannabis
sativa L. Se han descubierto alrededor de 70 fitocannabinoides, incluidas sus formas
acidas y neutras, los analogos y otros productos de transformacion. La planta sélo es
capaz de sintetizar los fitocannabinoides directamente en sus formas acidas no
psicoactivas, y, por lo tanto, los principales fitocannabinoides presentes en el material
vegetal fresco son A9-THCA, CBDA, CBGA y CBCA. Sin embargo, el grupo carboxilo no es
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muy estable y se pierde facilmente en forma de CO2 bajo la influencia del calor o de la luz,
lo que provoca la transformacion en las formas neutras activas [3].

Los fitocannabinoides acidos se descarboxilan parcialmente en el proceso de secado y
curado de los cogollos; posteriormente, en el material seco de la planta encontramos
principalmente los fitocannabinoides 4cidos, y algunas de sus formas activas neutras (A9-
THC, CBD, CBG y CBQ). Un largo proceso de secado de la materia vegetal generaria la
reduccion de los fitocannabinoides acidos y el aumento de los neutros. Cuando la planta
se consume fumada o cocinada, todos los fitocannabinoides acidos se descarboxilan en
sus formas neutras correspondientes debido a la accion del calor [3]

Las pruebas de control de calidad de los cannabinoides son esenciales para el etiquetado
preciso de los productos de cannabis en los mercados tanto médico como recreativo. La
potencia del cannabis normalmente se reserva para la cuantificacién de los principales
cannabinoides, principalmente THCA, THC, CBD y CBN.

2.2.Notaciones.

Para propdsitos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:
“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.

“[tem”: se refiere a los objetos o materiales bajo ensayo.
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4, DESARROLLO.
4.1 Actividades previas.

4.1.1 Inspeccion de la muestra.

Al recibirse la muestra en el Laboratorio, éste es inspeccionado a fin de asegurar que se
garantizan las condiciones conforme lo indicado en el procedimiento PROC-TC-008
“Procedimiento de aseguramiento de integridad de los items bajo servicio”.

Antes de iniciar el analisis, se debe verificar que la muestra se encuentra empacada y
sellada herméticamente, y etiquetada con el sticker de identificacion interna del
laboratorio. Se debe contar con al menos 5 gramos de muestra para realizar este andlisis.

En caso de que la muestra no presente alguna de estas condiciones, informar de
inmediato al lider comercial a través del Lider de laboratorio.

4.1.2 Estabilizacion.

Los items de ensayo, patrones y controles de calidad deben atemperarse con suficiente
antelacién de tal manera que se encuentren en equilibrio térmico con el ambiente en el
cual se ejecutaran los ensayos.

La balanza analitica y los equipos electronicos que realicen mediciones de alguna
magnitud correspondiente a condiciones de influencia en la ejecucién del ensayo deben
ser encendidos antes de realizar las mediciones, a fin de lograr su operaciéon éptima o
estabilizacion térmica. El cromatoégrafo liquido de alta resolucion debe encenderse y
ajustarse a los parametros de medida, acondicionando el sistema al menos 30 minutos
antes de iniciar la corrida cromatogréfica.

4.1.3 Verificacion de equipos.

Antes de iniciar el ensayo, debe verificarse que el estado de funcionamiento de los
equipos sea adecuado. Esto puede llevarse a cabo revisando que cuenten con la etiqueta
de mantenimiento vigente y que estos no tengan alguna etiqueta que lo identifique
como “Fuera de servicio”. Ademas, en el caso en el cual se lleve el control de uso, deben
registrarse los Ultimos registros consignados en el formato FOR-TC-017, con el propdsito
de verificar que no se han registrado fallas en el funcionamiento. Si algun equipo es
utilizado para la medicién de alguna magnitud de influencia en el ensayo, este debe estar
calibrado. Por tanto, se debe verificar la etiqueta de calibracion adherida a este, y
comprobar que se encuentre vigente.

Asi mismo, debe verificarse que se haya realizado y registrado la verificacion diaria de la
balanza analitica en el formato FOR-TC-005.
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Ademas de lo anterior, debe verificarse la fecha de expiracion de los patrones, materiales
de referencia y controles de calidad empleados en el ensayo con el fin de evitar el uso de
materiales vencidos.

4.1.4 Manejo de la muestra.

Para la identificacion, manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, se
siguen las instrucciones dadas en el procedimiento PROC-TC-008 Procedimiento de
aseguramiento de integridad de las muestras bajo servicio.

Al tomar de la porcion de andlisis, la muestra debe estar a temperatura ambiente y
correctamente homogeneizada. Si es liquida, mezclar hasta homogeneidad aparente
mediante agitacion magnética, y con la ayuda de un gotero o una pipeta tomar la
cantidad necesaria de muestra, mientras se continuia con la agitacion.

Si la muestra es solida, moler o triturar en su totalidad hasta homogeneidad aparente, y
realizar un cuarteo atendiendo los siguientes pasos:

e Colocar la muestra previamente homogeneizada sobre una superficie lisa, limpia y
seca, donde no existan corrientes de aire fuertes.

Limpiar los instrumentos a utilizar (espatula o cuchara).

Mezclar la muestra echando repetidas veces el material de los bordes hacia el centro.
Juntar todo el material dandole forma circular con espesor uniforme.

Dividir el material en cuatro sectores iguales.

Eliminar los sectores opuestos quedando la masa del material reducida a la mitad.
Mezclar los dos sectores restantes echando repetidas veces el material de los bordes
hacia el centro.

NOTA: Las muestras para analisis de vitaminas se deben trabajar con proteccién actinica.

4.1.5 Medidas de seguridad.

Se deben seguir las siguientes medidas de seguridad antes y durante la realizacién del
servicio: Verificar que el sticker de calibracién y mantenimiento del equipo se encuentre
vigente (ubicados en el modulo 1 del laboratorio) y no requiere alguna intervencion.
Verificar que todos los reactivos preparados en el laboratorio al momento de realizar el
ensayo o los que se encontraban almacenados se encuentren identificados conforme al
formato FOR-TC-024 “Formato para rotular reactivos elaborados en el laboratorio”. En
caso de que se encuentre alguna anomalia al respecto, avisar a la Direcciéon Técnica a
través del Lider de Laboratorio.

Durante el analisis tener en cuenta que se debe seguir el procedimiento aqui descrito sin
modificar ningln pardmetro.
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Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC-
015 Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo XIII.

4.2Patrones y/o equipos de medicion

Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos y componentes clave:

Balanza analitica con resolucion de 0.1 mg

Vortex

Cromatégrafo liquido de alta resolucién con detector UV, capaz de separar las
longitudes de onda de 220 nm

Columna NexLeaf CBX for potency 2.7um, 150 x 4.6mm

Purificador de agua

Ultrasonido

Transfer pipeta 200uLy 1mL

Curva estandar a partir de mix 11 componentes de 250mg/L (ver numeral 4.5.1.1)
Curva de calibracién a partir de estandares individuales de 1000mg/L que se
describen a continuacién (ver numeral 4.5.1.2y 4.5.1.3):

Estandar Cannabidivarin (CBDV)

Estandar acido cannabididlico (CBDA)

Estandar 4cido cannabigerdlico (CBGA)

Estandar cannabigerol (CBG)

Estandar cannabidiol (CBD)

Estandar Tetrahidrocannabivarin (THCV)

Estandar Cannabinol (CBN)

Estandar delta 9 tetrahidrocannabinol (d9-THC)

Estandar delta 8 tetrahidrocannabinol (d8-THC)

Estandar cannabichromene (CBC)

Estandar acido tetrahidrocannabinélico (THCA)

Estandar individual de acido cannabidiélico de 1000 ug/mL (Restek)
Estandar individual de d8-THC de 1000ug/mL (Restek)

Estandar mix 3 componentes: CBN, CBD y d9-THC de 1000ug/mL (Restek)
Bomba de vacio

NOTA: La curva de calibraciéon debe ser preparada segun la forma del estandar que se
tenga disponible de acuerdo como se indica en los numerales 4.5.1.1,4.5.1.2 y 4.5.1.3. Las
curvas numero 2y 3 son alternativas a la curva nimero 1. En las 3 curvas se manejan los
mismos niveles de calibracion.

4.3 Materiales y consumibles
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Matraz volumétrico de 500mL y 1000mL

Tubos de centrifuga de 50mL

Tubos eppendorf de 2mL

Filtros de 0,45um x 47mm de celulosa

Filtros de 0,22um x 47mm de Nylon

Microfiltros de jeringa de 0,22um

Jeringas de 5mLy 3mL

Viales transparentes de 2MlI

Pipetas volumétricas aforadas de 20 mLy 25 mL

4.4 Reactivos y/o soluciones

Metanol grado HPLC
Agua tipo |

Acetonitrilo grado HPLC
Acido fosférico al 85%

Fase Movil A acido fosforico en agua 0,085% (Canal A HPLC) En un balén
volumétrico de 1000mL, agregar 500mL de agua, con ayuda de un transfer pipeta
de TmL, adicionar TmL de 4cido fosférico 85%, agitar por rotacién suave y aforar

con agua. Filtrar con membrana de 0,45 um.

Fase movil B acido fosforico en acetonitrilo 0,085% (canal B y canal RINSE
HPLC) En un balén volumétrico de 1000mL, agregar 500mL de acetonitrilo,
adicionar 1mL de acido fosférico 85%, agitar muy bien y aforar con acetonitrilo.
Filtrar con membrana de Nylon 0,22um. Transferir una pequefia porcién a un
frasco schott de 250mL (Canal RINSE) y la mayor cantidad a un frasco schott de

1000mL (canal B).

4.5 Instrucciones de ensayo.

4.5.1 Procedimiento determinacion de perfil de cannabinoides en material

vegetal, extractos, aislados, cristales, cosméticos y alimentos.

4,5.1.1 Estandar de trabajo

El patron primario consiste en un mix de 11 cannabinoides a 250mg/L que contiene los

compuestos que se listan a continuacién:

Tetrahidrocannabivarin (THCV)
A8-Tetrahidrocannabinol (d8-THQ)
A9-Tetrahidrocannabinol (d9-THQ)

Documento controlado, prohibida su reproduccién parcial o total sin autorizacion.

Pagina 13 de 25




Identificacion:
Procedimiento de determinacion de perfil | PROC-TC-184

a O)( la b de Cannabinoides. Revisién: 10

AOXLABS.A.S Inicio de vigencia:
2025-04-06

A9-Acido tetrahidrocannabinolico (THCA)
Cannabidiol (CBD)

Acido cannabidiolico

Cannabidivarin (CBDV)

Cannabinol (CBN)

Cannabigerol (CBG)

Acido cannabigerolico (CBGA)
Cannabichromene (CBC)

NOTA: Este material de referencia debe ser certificado. El almacenamiento de los
estandares se debe hacer segun las condiciones establecidas por el proveedor en el
empaque de este.

4.5.1.2 Curvade calibracion 1 (once cannabinoides)

Tomar estandar madre mix de 11 cannabinoides a 250mg/L y preparar curva de
calibracién de 0,5mg/L a 100 mg/L, de la siguiente forma:

Estandar mix 11 cannabinoides a 100 mg/L: Con una transfer pipeta de 1mL,
transferir 400uL de estdndar mix 11 cannabinoides a 250mg/L en un vial HPLC de
1,5mL, adicionar 600uL de metanol grado HPLC y agitar en vortex por 30 segundos.

Estandar mix 11 cannabinoides a 50 mg/L: Con una transfer pipeta de TmL,
transferir 500uL de estdndar mix 11 cannabinoides a 100mg/L en un vial HPLC,
adicionar 500uL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

Estandar mix 11 cannabinoides a 10.0 mg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 200uL de estdndar mix 11 cannabinoides a 50mg/L en un vial HPLC, con una
transfer pipeta de 1mL, adicionar 800uL de metanol y agitar en vortex por 30
segundos.

Estandar mix 11 cannabinoides a 5.0 mg/L: Con una transfer pipeta de TmL,
transferir 500uL de estandar mix 11 cannabinoides a 10.0mg/L en un vial HPLC,
adicionar 500uL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

Estandar mix 11 cannabinoides a 1.0 mg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 200uL de estandar mix 11 cannabinoides a 5.0mg/L en un vial HPLC,
adicionar 800uL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

Estandar mix 11 cannabinoides a 0.5 mg/L: Con una transfer pipeta de 1mL,
transferir 500uL de estandar mix 11 cannabinoides a 1.0mg/L en un vial HPLC,
adicionar 500uL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

4,5.1.3 Curvade calibracion 2 (cinco cannabinoides)
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Tomar estandar madre individual de los siguientes cannabinoides: acido cannabindlico
(CBDA), cannabidiol (CBD), acido tetrahidrocannabinol (THCA), d9- Tetrahidrocannabinol
(d9-THC) y Cannabinol (CBN) a concentraciones de 1000mg/L y preparar mix curva de
calibracion de 0,5mg/L a 100 mg/L de la siguiente forma:

Estandar mix 5 cannabinoides a 100mg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 100ulL de cada estadndar individual de cannabinoides de 1000mg/L (para
un total de 500uL de adicién) a un vial ambar HPLC de 1,5 mL, adicionar 500uL de
metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.

Estandar mix 5 cannabinoides a 50mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL de la solucién anterior “Estandar mix 5 cannabinoides a
100mg/L” en un vial ambar HPLC de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLCy
agitar con vortex por 30 segundos.

Estandar mix 5 cannabinoides a 10mg/L: Con una transfer pipeta de 200 ulL,
transferir 200 uL de la solucién anterior “Estandar mix 5 cannabinoides a
50mg/L” en un vial ambar HPLC de 1,5 mL, adicionar 800uL de metanol HPLC y
agitar con vortex por 30 segundos.

Estandar mix 5 cannabinoides a 5mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL del estandar mix 5 cannabinoides a 10mg/L a un vial ambar
HPLC de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30
segundos.

Estandar mix 5 cannabinoides a Tmg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 200uL del estandar mix 5 cannabinoides a 5mg/L a un vial dmbar HPLC
de 1,5 mL, adicionar 800uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.
Estandar mix 5 cannabinoides a 0.5mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL del estandar mix 5 cannabinoides a Tmg/L a un vial dmbar HPLC
de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.

4,5.1.4 Curvade calibracion 3 (seis cannabinoides)

Tomar

estdndar madre individual de los siguientes cannabinoides: Cannabidivarin

(CBDV), 4acido cannabigerdlico (CBGA), cannabigerol (CBG), tetrahidrocannabivarin
(THCV), d8- tetrahidrocannabinol (d8-THC) y Cannabichromene (CBC) a concentraciones
de 1000mg/L y preparar mix curva de calibraciéon de 0,5mg/L a 100 mg/L de la siguiente

forma:

Estandar mix 6 cannabinoides a 100mg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 100uL de cada estandar individual de cannabinoides de 1000mg/L (para
un total de 600uL de adicién) a un vial ambar HPLC de 1,5 mL, adicionar 400uL de
metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.
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e Estandar mix 6 cannabinoides a 50mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL de la solucion anterior “Estandar mix 6 cannabinoides a
100mg/L” a un vial &mbar HPLC de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLC y
agitar con vortex por 30 segundos.

e Estandar mix 6 cannabinoides a 1T0mg/L: Con una transfer pipeta de 200 uL,
transferir 200 uL de la soluciéon anterior “Estandar mix 6 cannabinoides a
50mg/L” en un vial ambar HPLC de 1,5 mL, adicionar 800uL de metanol HPLC y
agitar con vortex por 30 segundos.

e Estandar mix 6 cannabinoides a 5mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL del estandar mix 5 cannabinoides a 10mg/L a un vial dmbar
HPLC de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30
segundos.

e Estandar mix 6 cannabinoides a Tmg/L: Con una transfer pipeta de 200uL,
transferir 200uL del estandar mix 5 cannabinoides a 5mg/L a un vial ambar HPLC
de 1,5 mL, adicionar 800uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.

e Estandar mix 6 cannabinoides a 0.5mg/L: Con una transfer pipeta de 1000uL,
transferir 500uL del estandar mix 5 cannabinoides a Tmg/L a un vial ambar HPLC
de 1,5 mL, adicionar 500uL de metanol HPLC y agitar con vortex por 30 segundos.

Inyectar 5uL de cada estandar en el cromatégrafo HPLC. Utilizar el software “Cannabis
Analyzer for Potency” para realizar la calibracién del equipo y posterior cuantificacién de
las muestras.

La calibracion es realizada por el software empleando las 4reas de los compuestos y
graficandolas contra su concentracion teérica La funcion de calibracion para cada
compuesto y debe ser lineal.

Como criterio de aceptacion, el coeficiente de determinacién (R?) debe ser mayor o igual
a 0.995. Ademas, al interpolar las areas obtenidas para cada nivel de concentracién en la
respectiva funcién de calibracién para cada compuesto, estos no deben diferir de su valor
tedrico en mas de un 5%.

En caso de no cumplirse estos requisitos, debe repetirse la calibracién.

e Estandar aptitud del sistema: En cada lote de muestras se debe inyectar por
triplicado el estdndar de 10mg/L en el cual la %RSD para las 3 inyecciones debe ser
maximo de 2%.

4,5.1.5 Preparacion de la muestra material vegetal

e De la muestra previamente homogenizada, pesar en una balanza analitica 200mg
en un tubo falcon de 50mL.

¢ Conayudade undispensadorautomatico o pipeta volumétrica de 20mL, adicionar
20mL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.
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Utilizando ultrasonido, sonicar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Homogenizar nuevamente usando vortex por 30 segundos.

Muestra diluida: preparar una dilucién usando una transfer pipeta de 200uL, para
transferir 50ulL de la mezcla de la muestra a un tubo eppendorf y adicionar 950ulL
de metanol grado HPLC, usando un transfer pipeta de TmL. Homogenizar usando
vortex por 30 segundos (factor de dilucién 20). Tomar una porcién de la dilucién,
adaptar a una jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.
Muestra concentrada: tomar una porcion de la mezcla de la muestra, adaptar a una
jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.

4,5.1.6 Preparacion de la muestra extractos

Homogenizacién: Para muestras de extractos muy viscosos y solidos calentar la
muestra en bafo maria a 60°C por 30 minutos, dejar reposar y pesar.

Si asi se requiere, de la muestra previamente homogenizada pesar en una balanza
analitica 100mg en un tubo falcon de 50mL.

Usando un dispensador automatico o pipeta volumétrica de 25mL, adicionar 25mL
de metanol y agitar en vortex por 30 segundos o hasta completa homogenizacién.
Muestra diluida: preparar una dilucién usando una transfer pipeta de 200uL, para
transferir 25ul de la mezcla de la muestra a un tubo eppendorf y adicionar 975ulL
de metanol grado HPLC, usando un transfer pipeta de TmL. Homogenizar en
vortex por 30 segundos (Factor de dilucion: 40). Tomar una porcion de la dilucion,
adaptar a una jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.
Muestra concentrada: tomar una porcion de la mezcla de la muestra, adaptar a una
jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mlL.

4.5.1.7 Preparacion de muestras de aislado o cristales de CBD

Triturar una porcién de la muestra y homogenizar, pesar 100 mg de Cristales de
CBDy llevar a un balén a forado de 25mL.

Muestra concentrada: adicionar la diluente fase B hasta 3 partes del volumen y
someter a ultrasonido por 5 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el
tiempo, llevar a volumen con el mismo diluente y homogenizar. Filtrar por
membrana de nylon de 0,22 um y transferir a un vial de 2mL.

Muestra diluida: tomar un volumen de 100uL de la muestra concentrada y
transferir a un balén aforado de 5mL, completar volumen con el diluente fase B.

4.5.1.8 Preparacion de muestras cosméticos
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De la muestra previamente homogenizada, pesar 500 mg en un tubo falcon de
50mL.

Conayuda de un dispensador automatico o pipeta volumétrica de 20mL, adicionar
20mL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

Utilizando ultrasonido, sonicar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Homogenizar nuevamente usando vortex por 30 segundos.

Muestra diluida: preparar una dilucién usando una transfer pipeta de 200uL, para
transferir 50uL de la mezcla de la muestra a un tubo eppendorfy adicionar 950ulL
de metanol grado HPLC, usando un transfer pipeta de TmL. Homogenizar usando
vortex por 30 segundos (factor de diluciéon 20). Tomar una porcion de la dilucion,
adaptar a una jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.
Muestra concentrada: tomar una porcién de la mezcla de la muestra, adaptara una
jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.

4.5.1.9 Preparacion de muestras alimentos

De la muestra previamente homogenizada, pesar aproximadamente 1 g en un
tubo falcon de 50mL.

Conayuda de un dispensador automatico o pipeta volumétrica de 20mL, adicionar
20mL de metanol y agitar en vortex por 30 segundos.

Utilizando ultrasonido, sonicar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Homogenizar nuevamente usando vortex por 30 segundos.

Muestra diluida: preparar una dilucién usando una transfer pipeta de 200uL, para
transferir 50uL de la mezcla de la muestra a un tubo eppendorf y adicionar 950uL
de metanol grado HPLC, usando un transfer pipeta de TmL. Homogenizar usando
vortex por 30 segundos (factor de dilucién 20). Tomar una porcién de la dilucién,
adaptar a una jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.
Muestra concentrada: tomar una porcion de la mezcla de la muestra, adaptar a una
jeringa un microfiltro de 0,22um y filtrar a vial transparente de 2mL.

4.5.1.10 Proceso de lectura

Inyectar 5uL de las muestras preparadas en el cromatoégrafo, para cuantificar los
cannabinoides.

Cuantificar los compuestos utilizando el software el “Cannabis Analyzer for
Potency”

Condiciones Cromatograficas
Método: High SensitivityPDA
Modo: HPLC

Detector: UV 220 nm
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Columna: Nexleaf CBX for potency 2.7um, 150 x 4.6mm
Fase movil A: 4cido fosférico en agua 0,085% (Canal A HPLC)

Fase movil B: 4cido fosforico en acetonitrilo 0,085% (canal By canal RINSE HPLC)
Flujo: 1,6 mL/min

Gradiente:

Tiempo (min) | Fase A (%) | Fase B (%)
3:00 30 70

7:00 15 85

7:01 5 95

8:00 5 95

8:01 30 70

10:00 - stop

Temperatura columna: 35 °C
Volumen de inyeccion: 5 uL

4.6 Resultados

Los datos de peso, volumen de extraccion, diluciones, lotes de reactivos y soluciones
preparadas son registrados en el formato FOR-TC- 149 “Formato para el registro de datos

primarios para el ensayo de Perfil de cannabinoides”

Los resultados se calculan de la siguiente manera:

4,6.1 Cuantificacion

El software Lab Solutions calcula la muestra en concentraciones de g/100g al ingresar el
peso (mg), volumen de extraccién (mL) y factor de dilucion. Los resultados obtenidos son
ingresados en el cuadro de mando SOFT-TC-046 “Cuadro de mando para el ensayo de
perfil de cannabinoides”, en la ruta LALABORATORIO\REGISTROS\REGISTROS RT\Cuadros

de Mando.

4.6.2 Contenidode CBD

Para calcular el porcentaje de CBD presente en la muestra se realiza con la siguiente

ecuacion:

Donde:

% CBD (B.H.) =

Cstd Amtax25mL

5000 uL

1mg

Astd x

Wmta

* ToouL *
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Amta: Area promedio de la solucién muestra (d50)

Astd: Area promedio del estandar para cuantificar CBD. Ecuacion linea recta Y=mx+b
luego de obtener R? aproximadamente 1.

Cstd: Concentracion de la solucion estandar (ug/mL)
Ecuacién linea recta Y=mx+b luego de obtener R* aproximadamente 1.

Wmta= Peso utilizado de la muestra (mg)

4.6.3 Cannabinoides diferentes al CBD identificados

Para calcular el porcentaje de A9 — THC, A8 — THC CBN y CBDA presente en la muestra se
realiza con la siguiente ecuacion:

Cstd Amtax 25 mL 1mg

% Analito(B.H.) =
%o Analito(B. H.) = 200 X = * 1000 ug

x 100%

Donde:
Amt: Area promedio de la solucién muestra d1 para cada analito identificado
Astd: Area promedio de cada analito en la solucién estandar de otros cannabinoides

Cstd: Concentracion de la solucion estandar correspondiente a cada analito(ug/mL)
Ecuacioén linea recta Y=mx+b luego de obtener R* aproximadamente 1.

Wmta= Peso utilizado de la muestra (mg)

Para realizar el célculo en base seca (B.S) se realiza correccidn teniendo en cuenta la
humedad de la muestra.

4.6.4 Otros Cannabinoides no identificados

Para calcular el porcentaje de cualquier otro cannabinoide no identificado con la
siguiente ecuacion:

Ti
% otro cannabinoide(B.H.) = - x 100%

Donde:
ri: Respuesta de cualquier pico individual en la solucién muestra (d1)

rs: Suma de todas las respuestas presentes en la solucién muestra (d1)

Para realizar el célculo en base seca (B.S) se realiza correccidén teniendo en cuenta la
humedad de la muestra.

4.6.5 CBD Total
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Para calcular CBD total se utiliza la siguiente ecuacion:
Total CBD = [CBDA x 0.877] + [CBD]

El resultado corresponde a la totalidad de CBD en la muestra teniendo en cuenta CBDA 'y
CBD. El factor de 0,877 sale de la relacién entre el peso molecular de CBD/CBDA.

4.6.6 THCTotal
Para calcular THC total se utiliza la siguiente ecuacion:
Total THC = [THCA x 0.877] + [d9 — THC] + [d8 — THC(]

El THC total en la muestra se tiene en cuenta el contenido de THCA, d9-THC y d8-THC en
la muestra.

El resultado corresponde a la totalidad de THC en la muestra teniendo en cuenta THC y
THCA. El factor de 0,877 sale de la relacion entre el peso molecular de 9-THC/THCA.:

NOTA: Este reporte se debe calcular de manera manual desde el cuadro de mando SOFT-
TC-046 cuadro de mando para el ensayo de perfil de cannabinoides, ya que el software
LabSolution del equipo HPLC entrega el célculo de total THC sélo teniendo en cuenta el
valor de THCA y d9-THC.

4.6.7 Cuantificacion de compuestos en extractos y material vegetal

Realizar la calibracion del sistema cromatografico, empleando los estdndares y siguiendo
el procedimiento descrito en [4.5.1.2]. Se analizan por duplicado las muestras preparadas
descritas en el punto [4.5.1.5] y [4.5.1.6]

El software Lab Solutions calcula la concentracién de la muestra en mg/mg, con base en
los datos de peso de la muestra(mg), volumen de extraccion (mL) y factor de dilucién. El
reporte de resultados se genera a través del software por medio de las plantillas
establecidas en la rutaz DOCUMENTOS/HPLC/HPLC0207/REPORTES/REPORTES
CANNABIS.

El resultado tanto para material vegetal y extractos debe ser reportado en mg/g de la
siguiente forma:

m
Concentracion muestra (_g) * 100 * potencia estandar
mg

Conversion de unidades

o, . mg Vol muestra (L) mg
concentracion estandar (——) * xF.D = —
L W muestra (mg) mg
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Correccion por humedad:

Se hace automatica en el cuadro de mando SOFT-TC-046 “Cuadro de mando para el
ensayo de perfil de cannabinoides” de la siguiente forma:

Resultado en base seca mg/g 0 g/100g = (Resultado % 0 1:;0!; base humeda) *

100g
100g—%humedad

NOTA: En la concentracion de la muestra (arrojada por el software) ya estd incluido el peso
(mg), volumen de extraccion (mL), factor de dilucién (dilution factor) y Dil. factor.

Vol muestra (L): en el software Labsolutions se debe consignar este volumen en mL en la
casilla del batch (Extraction vol.), pero la conversion a L (litros) se da cuando en la casilla
del batch (Dil factor) se consigan el valor de este pardmetro dividido 1000.

Valor Dil factor para material vegetal

Extraction vol  F.D (dilution factor) 20 %20 0.4
1000 ~ 1000

Dil. factor =

Valor Dil factor para extractos

Extraction vol x F.D (dilution factor)  25%40
1000 ~ 1000

Dil. factor =

4.7 Aseguramiento de calidad
e Realizar la preparacion de la muestra a analizar por duplicado por matriz.

e Ademas de los controles de calidad detallados en los numerales siguientes, debe
ensayarse semanalmente un material de referencia. Los resultados obtenidos,
deben caer dentro del intervalo aceptable establecido para dicho material, en el
respectivo certificado. Asi mismo, debe participarse una vez al afio en ensayos de
aptitud y obtenerse resultados satisfactorios, de acuerdo con el criterio de
evaluacion establecido por el proveedor.

4.7.1 Cuantificacion de componentes en material vegetal y extractos

Por cada lote de andlisis, debe ensayarse un estandar de aptitud del sistema por triplicado.
La desviacion relativa entre estos dos resultados no debe superar el 5% y el porcentaje de
recuperacion debe estar entre 90% y 110%.
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Ademas, debe analizarse un blanco de método. El resultado de cada uno de estos blanco
no debe ser superior a 0.25 mg/L para cada uno de los compuestos objeto de este ensayo.

La precision entre resultados de, duplicados deben ser menor al 10% para valores
superiores al 0.1%. Asi mismo, los resultados de ensayos sobre material de referencia
certificado deben encontrarse dentro de los limites de aceptacién establecidos por el
fabricante. Estos datos son registrados en el cuadro de mando SOFT-TC-046 Cuadro de
mando para el ensayo de perfil de cannabinoides, el cual grafica las correspondientes
cartas control, las cuales deben ser analizadas, de acuerdo con PROC -TC -
077(Procedimiento de Elaboracion de gréficos de control).

Las calificaciones del desempefio obtenidas en participaciones en ensayos de aptitud
deben ser satisfactorias.
4.7.2 Cuantificacion de componentes en cristales

Por cada lote de analisis, debe analizarse un duplicado de muestra. Los resultados en % B.
H. obtenidos no deben tener una %RSD superior al 10% para CBD y demas cannabinoides.

Los criterios de aceptacién para los resultados de estandares, duplicados, material de
referencia y participaciones en ensayos de aptitud son detallados en el numeral 4.7.1

5. RESPONSABILIDADES.
Director técnico.

e Asegurar la aplicaciéon del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados.

e Revisar y aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de
Laboratorio.

e Asesorar y orientar los analistas en la resolucién de dudas e inconvenientes
surgidos durante el desarrollo de los ensayos.

e Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método y autorizar las indicaciones a seguir.

e Establecer los casos en los cuales se realiza la retenciéon de muestras.
Director de Calidad.

e Asegurar la aplicaciéon del presente documento y tomar decisiones en casos
especiales no contemplados.

e Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes
derivados de la ejecucion del método.
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Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.

Archivar los registros técnicos relacionados con los ensayos.

Lider de Laboratorio.

Asegurar la aplicacién del presente documento por el personal subordinado o
supervisado.

Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la
trazabilidad del analisis (Cuadros de mando, formato de solicitud de servicio y
salvaguardia de muestras, formatos de datos primarios) antes de enviar el informe
final al director técnico.

Realizar la revisién de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta
aplica.

Informar al director técnico las desviaciones que se den durante el desarrollo del
método.

Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del analisis al lider de
calidad y al director técnico.

Informar los casos en los que se deben de retener las muestras.

Supervisar el cumplimiento de las actividades de aseguramiento de calidad.

Analista.

Sequir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el
reglamento del laboratorio

Ingresar y entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del
laboratorio.

Realizar revision de datos primarios y célculos realizados en los cuadros de
mandos, informar al lider del laboratorio en caso de observar alguna desviacion en
los resultados obtenidos teniendo en cuenta las cartas control.

Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el analisis de
tendencias de estos.

Realizar la revisiéon de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta
aplica.

Informar al lider de laboratorio las desviaciones que se den durante el desarrollo
del método.
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e Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del andlisis al lider del
laboratorio.

¢ Informar cualquier incidente que suceda durante la realizacién del método.

e Revisar que los equipos usados en el desarrollo del método tengan
mantenimiento, calibracion y/o verificacion vigente, de acuerdo con el programa
de mantenimiento y calibracion.

6. DOCUMENTOS RELACIONADOS
SOFT-TC-046 “Cuadro de mando para el ensayo de perfil de cannabinoides”

FOR-TC- 149 “Formato para el registro de datos primarios para el ensayo de Perfil de
cannabinoides”

7. ANEXOS

No aplica
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