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1. Objetivo



Objetivo

Desarrollar la validación analítica para la 
identificación y cuantificación de Canabinoides 

por Cromatografía liquida de alta eficiencia 
(HPLC) en Soluciones y Aceites

Decreto 613 de 2017



2. Soporte 
Técnico



Soporte Técnico

<1225> Validación de procedimientos 

Farmacopeicos

<621> Cromatografía

Farmacopea de los Estados Unidos de 

América, USP – NF 

Métodos recomendados para la 

identificación y el análisis del cannabis y 

los productos del cannabis – Manual 

para uso de los laboratorios nacionales 

de estupefacientes

Organización de las Naciones Unidas (2010)



Canabinoides de estudio

Organización de las Naciones Unidas (2010). Métodos recomendados para la 
Identificación y el análisis del cannabis y los productos del cannabis – Manual 

para uso de los laboratorios nacionales de estupefacientes. Pág. 24 -25



Especificaciones

USP – NF / Decreto 613 de 2017

ENSAYO ESPECIFICACIONES

Identificación de 

Canabinoides

El tiempo de retención del analito en 

la muestra es similar al tiempo de 

retención del estándar de Canabidiol, 

Canabinol y/o  Δ9

Tetrahidrocanabinol

Valoración de 

Canabinoides 

90,0 % - 110,0 % de la cantidad 

declarada 

Contenido de Δ9 THC en 

derivados de Cannabis 

psicoactivo

Igual o superior al 1% en peso seco

Contenido de Δ9 THC en 

derivados de Cannabis no 

psicoactivo

No mayor  al 1% en peso seco



Parámetro Criterio

Resolución 
No menor de 1,5 entre Canabidiol y Canabinol

No menor de 1,5 entre Canabinol y Δ9 Tetrahidrocanabinol

Asimetría
No menor a 2,0 para cada uno de los picos de los

canabinoides en estudio

Platos teóricos No menor a 2000

RSD
No menor a 2,0 % entre inyecciones consecutivas del

Estándar de Trabajo

Aptitud de Sistema



3. 
Metodología



Equipos, Estándares y Reactivos

Equipos:

- HPLC

- Balanza analítica

- Micropipeta 

Reactivos:

- Agua purificada

- Solventes 

Imágenes tomadas de: https://www.google.com.co

Estándares:

- Canabidiol

- Canabinol

- Δ9-THC



Parámetro a 

evaluar
Característica(s)

Especificidad Interferencia de matriz- Pureza de pico

Linealidad
Linealidad del Sistema

Linealidad del Método

Intervalo Rango lineal

Precisión 

Precisión del Sistema

Repetibilidad (r) del Método

Precisión Intermedia del Método

Limites
Límite de Detección (LD)

Límite de Cuantificación (LC)

Exactitud Porcentaje de Recuperación

Robustez Efecto a dos niveles (Alto y Bajo)

Parámetros de validación



Preparación Estándares y Muestras

Estándar individual

- Canabidiol

- Canabinol

- Δ9-THC

Estándar mixto

Muestras

- Triplicado

- Pesar 1 g o medir 1,0 mL

- Mezcla metanol:cloroformo

Filtrar para inyectar



4. Validación 
Analítica



Especificidad

- Hidrólisis ácida

- Hidrólisis alcalina

- Hidrólisis neutra

- Oxidación

- Termólisis

- Fotólisis

1. Diluyente

2. Matriz-placebo: aceite de oliva

3. Pureza de pico

4. Degradación artificial

Evaluación: Lectura de cromatogramas y espectros UV



Linealidad Sistema

Evaluación estadística:

Pendiente

Intercepto

Coeficiente de correlación

Curva de Calibración:

Soluciones madre (individuales)

5 niveles de concentración (mixto)

Rango 20 ug/mL y 100 ug/mL

Regresión lineal

Estadístico t student y ANOVA

Gráfico de linealidad

Solvente Metanol



Linealidad Método

Evaluación estadística:

Pendiente

Intercepto

Coeficiente de correlación

Curva de Calibración:

Soluciones madre (individuales)

5 niveles de concentración (mixto)

Rango 20 ug/mL y 100 ug/mL

Regresión lineal

Estadístico t student y ANOVA

Gráfico de linealidad

Solución Placebo



Precisión Sistema

Solución de Concentración teórica 100%

Concentración 60 ug/mL (Stds. independientes)

6 lecturas

Coeficiente de variación no mayor al 2,0%

Solvente Metanol



Precisión Método

Solución de Concentración teórica 100%

6 Soluciones madre (mixtas)

6 diluciones en metanol (Std mixto)

Concentración 60 ug/mL

Coeficiente de variación no mayor al 2,0%

Solución Placebo



Precisión Intermedia

Dos analistas durante tres días consecutivos

6 Soluciones madre (mixtas)

6 diluciones en metanol (Std mixto)

Concentración 60 ug/mL

Coeficiente de variación no mayor al 2,0%

Solución Placebo

Solución de Concentración teórica 100%



Exactitud Método

Solución de Concentración teórica 100%

Soluciones madre (mixtas) 

3 niveles de concentración: 33,3%, 100,0% y 166,6%

3 preparaciones por nivel

9 determinaciones

Cálculo % Recuperación

Estadístico G de Cochran

Estadístico t student
Solución Placebo



LC y LD

Curva de concentraciones bajas

Solución madre: 20 ug/mL

5 niveles de concentración entre 0,1 ug/mL y 2,0 ug/mL

Verificación de LC y LD

Extrapolación a cero donde y=áreas x=conc. (yblanco)

Extrapolación a cero donde y=desvest x=conc. (Sblanco)

Valor de Pendiente, b, en curva de linealidad

Solución Placebo



Robustez

Variable Nivel alto Nivel bajo

Temperatura de 

columna
32 °C (A) 28 °C (a)

Tiempo de preparación 1 hora (B) 10 minutos (b)

Longitud de onda 222 nm (C) 218 nm (c)

Flujo 1,1 mL/min (D) 0,9 mL/min (d)

Composición Fase 

móvil

Acetonitrilo : Agua (8,2 : 1,8) 

(E)

Acetonitrilo : Agua (7,8 : 2,2) 

(e)

Columna Fabricante 1 (F) Fabricante 2 (f)

Equipo Agilent (G) Waters (g)

Modelo Placket y Burman



Ensayo
Factor 

A/a

Factor 

B/b

Factor 

C/c

Factor 

D/d

Factor 

E/e

Factor 

F/f

Factor 

G/g
Resultado

1 A B C D E F G s

2 A B c D e f g t

3 A b C d E f g u

4 A b c d e F G v

5 a B C d e F g w

6 a B c d E f G x

7 a b C D e f G y

8 a b c D E F g z

Robustez



Estimación de Incertidumbre

Fuentes de Incertidumbre en Valoración de Canabinoides



5. 
Resultados



Especificidad

a. Evaluación de Diluyente: b. Evaluación de Fase Móvil:

c. Evaluación de Placebo (Aceite de Oliva):



Especificidad

d. Canabidiol: e. Canabinol:

f. THC:



g. Estándar mixto de Canabinoides:

Especificidad



Porcentaje de degradación

Especificidad

TIPO 

MUESTRA
CONDICIÓN

% 

DEGRADADO 

CANABIDIOL

% 

DEGRADADO 

CANABINOL

% 

DEGRADADO 

THC

PLACEBO + 

ANALITO

Control 0,0 0,0 0,0

HCl  reflujo 4,5 22,6 2,1

NaOH  reflujo 0,0 9,3 6,4

Hidrolisis Neutra 10,1 12,2 8,0

Oxidación H2O2

reflujo
7,4 10,5 8,5

Tratamiento térmico 3,3 2,4 8,5

Fotolisis- Luz UV 4,1 15,1 6,4



Linealidad del Sistema

y = 9E+07x - 56348
R² = 0,9993

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

8000000

9000000

10000000

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

R
E

S
P

U
E

S
T

A
 

CONCENTRACION

CANABIDIOL

y = 1E+08x - 64663
R² = 0,9928
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CONCENTRACION

CANABINOL

y = 8E+07x + 457870
R² = 0,99857
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CONCENTRACION

Δ9 TETRAHIDROCANABINOL



Análisis estadístico CanabidiolLinealidad del Sistema

REGRESION LINEAL

Pendiente (b) 92681265

Intersección (a) -56347,7

Coeficiente de 

Correlación r2 0,999664079

FUENTE VARIACION gl SC SCM F F tabla

Regresión 1 1,03078E+14 1,03078E+14 19340,1 4,7

Error Residual 13 69286824468 5329755728

Linealidad 3 67734876882 22578292294 145,5 3,7

Error Puro 10 1551947586 155194758,6

Total 14

Correlación 

entre variables

Fexp >Fttabla, se rechaza Ho, la variable independiente (X) si tiene 

efecto significativo sobre la variable dependiente (Y).
CUMPLE

Desvios

Fexp >Fttabla, se rechaza Ho,  con lo cual se demuestra que en el 

rango seleccionado de trabajo existe completa linealidad y no 

hay desvíos positivos ni negativos de la misma

CUMPLE

ANOVA para la regresión 0:

0:

1

10









aH

H



Análisis estadístico CanabidiolLinealidad del Sistema

Pendiente

texp= b-B/ sb 139,068549

ttabla 2,16

texp > ttabla, se 

rechaza Ho, la 

pendiente es 

diferente de cero

CUMPLE

Los límites No 

incluyen al 0
CUMPLE

0:0 BH Intercepto

texp=  a-0 / Sa -1,274637895

ttabla 2,16

texp <  t tabla, no 

se rechaza Ho, hay 

convergencia al 

origen

CUMPLE

Los límites 

incluyen al 0
CUMPLE

0:0 aH

Coeficiente de correlación

t exp=  r √(n-2)/ √(1-r2) 139,068549

ttabla 2,16

texp > ttabla, se rechaza Ho, hay 

correlacion
CUMPLE

0:0 rH



Linealidad del Método

y = 9E+07x - 12043
R² = 0,9995
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Análisis estadístico CanabidiolLinealidad del Método

REGRESION LINEAL

Pendiente (b) 92482018,33

Intersección (a) -12043,16667

Coeficiente de 

Correlación r2 0,999766391

FUENTE VARIACION gl SC SCM F F tabla

Regresión 1 1,02635E+14 1,02635E+14 27814,6 4,7

Error Residual 13 47969710999 3689977769

Linealidad 3 47328828054 15776276018 246,2 3,7

Error Puro 10 640882944,7 64088294,47

Total 14

Correlación 

entre variables

Fexp >Fttabla, se rechaza Ho, la variable independiente (X) si tiene 

efecto significativo sobre la variable dependiente (Y).
CUMPLE

Desvios

Fexp >Fttabla, se rechaza Ho,  con lo cual se demuestra que en el 

rango seleccionado de trabajo existe completa linealidad y no 

hay desvíos positivos ni negativos de la misma

CUMPLE

ANOVA para la regresión 0:

0:

1

10









aH

H



Análisis estadístico CanabidiolLinealidad del Método

Pendiente

texp= b-B/ sb 166,7769578

ttabla 2,16

texp > ttabla, se 

rechaza Ho, la 

pendiente es 

diferente de cero

CUMPLE

Los límites No 

incluyen al 0
CUMPLE

0:0 BH Intercepto

texp=  a-0 / Sa -0,32741088

ttabla 2,16

texp <  t tabla, no 

se rechaza Ho, hay 

convergencia al 

origen

CUMPLE

Los límites 

incluyen al 0
CUMPLE

0:0 aH

Coeficiente de correlación

t exp=  r √(n-2)/ √(1-r2) 166,7769578

ttabla 2,16

texp > ttabla, se rechaza Ho, hay 

correlacion
CUMPLE

0:0 rH



Precisión Sistema

REPLICA

Respuesta 

Instrumental 

Canabidiol

Respuesta 

Instrumental 

Canabinol

Respuesta 

Instrumental 

THC

Promedio 5424009,67 7646528,00 5117116,17

s 5935,10 21871,41 10951,65

RSD 0,11% 0,29% 0,21%

Concepto Conforme Conforme Conforme

Criterio No mayor a 2,0 % No mayor a 2,0 % No mayor a 2,0 %

6 lecturas



Precisión Método - Repetibilidad

MUESTRA
% Hallado

Canabidiol

% Hallado

Canabinol

% Hallado

THC

Promedio 100,4 100,6 100,1

s 0,75 0,91 0,69

RSD 0,74% 0,90% 0,69%

LC 0,78 0,95 0,73

Límite 

Superior
101,2 101,6 100,8

Límite 

Inferior
99,6 99,7 99,4

Conclusión CUMPLE CV% CUMPLE CV% CUMPLE CV%

6 preparaciones



Precisión Intermedia

Muestra % Calculado Día 1 % Calculado Día 2 % Calculado Día 3

1 101,3 101,8 99,8

2 101,5 99,7 100,1

3 99,7 100,3 100,8

PROMEDIO 100,8 100,6 100,2

s 0,98 1,09 0,50

RSD 0,97 1,08 0,50

Promedio Global 100,76

Desviación Estándar Global 0,79

%CV Global 0,78

LC 0,39

Límite Superior 101,1

Límite Inferior 100,4

Conclusión CUMPLE

Canabidiol



Precisión Intermedia

Muestra % Calculado Día 1 % Calculado Día 2 % Calculado Día 3

1 100,2 100,5 101,7

2 100,8 100,6 101,3

3 101,7 101,8 100,5

PROMEDIO 100,9 100,9 101,2

s 0,73 0,76 0,62

RSD 0,72 0,76 0,61

Promedio de % Global 100,84

Desviación Estándar Global 0,80

%CV Global 0,80

LC 0,40

Límite Superior 101,2

Límite Inferior 100,4

Conclusión CUMPLE

Canabinol



Precisión Intermedia

Muestra % Calculado Día 1 % Calculado Día 2 % Calculado Día 3

1 101,2 99,8 100,7

2 101,8 99,8 99,8

3 100,4 101,4 101,4

PROMEDIO 101,1 100,3 100,6

s 0,73 0,94 0,83

RSD 0,73 0,94 0,82

Promedio de % Global 100,65

Desviación Estándar Global 0,77

%CV Global 0,76

LC 0,38

Límite Superior 101,0

Límite Inferior 100,3

Conclusión CUMPLE

THC



Exactitud

Nivel 
% Recuperado 

Canabidiol

% Recuperado 

Canabinol

% Recuperado 

THC

1 98,49 102,36 98,20

2 99,03 99,52 100,08

3 99,26 101,15 99,82

Promedio 98,93 101,01 99,37

S 0,034 0,035 0,035

RSD 57,948 57,805 58,039

Gexp 0,82 0,78 0,85

Gtabla 3,3 0,87 0,87 0,87

texp 966,886 953,443 959,273

ttabla 2,31 2,31 2,31

CONCEPTO CUMPLE CUMPLE CUMPLE



Límite Detección - Cuantificación

Analito / 

Parámetro

Límite de 

Cuantificación

Límite de 

Detección

Canabidiol 0,0793 ug/mL 0,0465 ug/ mL

Canabinol 0,0383 ug/mL 0,0235 ug/mL

THC 0,0941 ug/mL 0,0456 ug/mL



Límite Cuantificación

Comprobación



Robustez

Variable Canabidiol Canabinol THC

Temperatura de 

columna (A/a)
No influye No influye Influye

Tiempo de 

preparación (B/b)
No influye No influye No influye

Longitud de onda 

(C/c)
No influye No influye No influye

Flujo (D/d) No influye No influye No influye

Composición 

Fase móvil (E/e)
No influye No influye No influye

Columna (F/f) Influye No influye No influye

Equipo (G/g) Influye No influye No influye

Solidez



Estimación Incertidumbre

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

Evaluación de los componentes de Incertidumbre 
Canabidiol

Udilución muestra

Uequipo

Upeso std

Udilución std

Uexactitud

Urepetibilidad

U expandida = ± 0,052 mg/mL; (factor de cobertura  k = 2)



Estimación Incertidumbre

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

Evaluación de los componentes de Incertidumbre 
Canabinol

Udilución muestra

Uequipo

Upeso std

Udilución std

Uexactitud

Urepetibilidad

U expandida = ± 0,0620 mg/mL ; (factor de cobertura  k = 2)



Estimación Incertidumbre

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

Evaluación de los componentes de Incertidumbre 
Δ9 Tetrahidrocanabinol

Udilución muestra

Uequipo

Upeso std

Udilución std

Uexactitud

Urepetibilidad

U expandida = ± 0,0282 mg/mL ; (factor de cobertura  k = 2)



Análisis aceite medicinal



6. 
Conclusiones



Parámetro a 

evaluar
Característica(s) Especificación del parámetro Conclusión

Especificidad
Interferencia de matriz-

Pureza de pico
No debe presentar interferencias No presenta interferencias

Linealidad

Linealidad del Sistema
Coeficiente de determinación (R2), 

es no menos de 0,99 

R² Canabidiol = 0,9993

R² Canabinol = 0,9928

R² THC = 0,99857

Linealidad del Método
Coeficiente de determinación (R2), 

es no menos de 0,99 

R² Canabidiol = 0,9995

R² Canabinol = 0,9934

R² THC = 0,996

Intervalo Rango lineal

20 ug/mL - 100 ug/mL

Análisis Estadístico t de Student

Análisis de Varianzas                                                                                                                 

El sistema es lineal en el intervalo

de 20 ug/mL a 100 ug/mL

Precisión 

Precisión del Sistema %RSD no mayor a 2,0%

%RSD Canabidiol = 0,11%

%RSD Canabinol = 0,29 %

%RSD THC = 0,21 %

Repetibilidad (r) del 

Método
% RSD no mayor a 2,0%

%RSD Canabidiol = 0,74 %

%RSD Canabinol = 0,90 %

%RSD THC = 0,69 %

Precisión Intermedia del 

Método
% RSD no mayor a 2,0%

%RSD Canabidiol = 0,78 %

%RSD Canabinol = 0,80 %

%RSD THC = 0,76 %

Conclusiones



Parámetro a 

evaluar
Característica(s) Especificación del parámetro Conclusión

Limites

Límite de Detección 

(LD)
Detección mínima de Canabinoides

LD Canabidiol = 0,0465 ug/mL

LD Canabinol = 0,0235 ug/mL

LD THC = 0,0456 ug/Ml

Límite de 

Cuantificación (LC)

Cuantificación de Canabinoides con

precisión y exactitud

LC Canabidiol = 0,0793 ug/mL

LC Canabinol = 0,0383 ug/mL

LC THC = 0,0941 ug/mL

Exactitud
Porcentaje de 

Recuperación

Recuperación comprendida entre

33,3% ,100,0 % y 166,6% para cada

uno de los canabinoides

Recuperación Canabidiol = 98,93 %

Recuperación Canabinol = 101,01 %

Recuperación THC = 99,37 %

Robustez
Efecto a dos niveles 

(Alto y Bajo)
Modelo Placket y Burman

Canabidiol = Influyen columna y

equipo

Canabinol = No influye

THC = Influye temperatura de la

columna

Conclusiones



7. 
Bibliografía



Bibliografía

INSTITUTO NACIONAL DE VIGILANCIA DE MEDICAMENTOS Y ALIMENTOS. 

2016. Procedimiento de validaciones o verificaciones PA02-PM-602-P002. 

Versión: 09. Invima. Bogotá, D.C., Colombia.

THE UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION. Farmacopea de los 

Estados Unidos de América, USP – NF Volumen 1, Capítulo <1225> Validación 

de procedimientos Farmacopeicos. Rockville. Estados Unidos de América. 

THE UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION. Farmacopea de los 

Estados Unidos de América, USP - NF Volumen 1, Capítulo <621> 

Cromatografía. Rockville. Estados Unidos de América. 

Organización de las Naciones Unidas (2010). Métodos recomendados para la 

identificación y el análisis del cannabis y los productos del cannabis – Manual 

para uso de los laboratorios nacionales de estupefacientes. 



Gracias


