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Resumo

Atualmente a medicina tem grande interesse na espécie Cannabis sativa L., especialmente em dois de
seus canabindides neutros (CN): canabidiol (CBD) e A®-tetrahidrocanabinol (A°-THC). Em parceria com a
Policia Cientifica de Curitiba — Brasil, foram feitas analises, via cromatografia gasosa e espectrometria de
massas (GC/MS), da composicdo e o comportamento térmico de CN em derivados dessa espécie, com
solvente polar e apolar. Testou-se também, em sementes, uma metodologia industrial de limpeza para
remover residuos de CN aderidos por contato com outras partes da planta. A partir de curvas de
calibragdo, utilizando padrées de CBD, A%>THC e canabinol (CBN), foi possivel fazer andlises
quantitativas da influéncia térmica e da metodologia de lavagem. Esses e outros canabindides foram
identificados pela raz8o massa carga (m/z). Foi comprovado que o aquecimento de amostras aumenta o
potencial medicinal, mas também transforma o A%>-THC em CBN e/ou A8-tetraidrocanabinol (A8-THC), e o
CBD em canabielsoin (CBE) e/ou A°-THC. O extrato apolar apresentou maior concentragdo de CN.
Demonstrou-se também a diminuicdo de CN nas sementes pelo método de lavagem industrial, bem como
o rendimento em 6leo esperado em referéncias. Com esse trabalho foi possivel demonstrar a importancia
de conhecimento do comportamento dos CN em derivados de Cannabis.

Abstract

Currently the medicine has great interest in the species Cannabis sativa L., especially in two of its neutral
cannabinoids (CN): cannabidiol (CBD) and A’-tetrahydrocanabinol (A%-THC). In partnership with the
Scientific Policy of Curitiba - Brazil, analyses had been made, with gas chromatography and mass
spectrometry (GC/MS), of the composition and the thermal behavior of CN in derivatives of this species,
with polar and nonpolar solvent. It was also tested in seeds an industrial cleaning method to remove CN
residues adhered by contact with other parts of the plant. From the calibration curves using the standards
CBD, A%-THC and canabinol (CBN), it was possible to make quantitative analysis of the thermal influence
and the cleaning method. Those and others canabinnoids were identified by mass/charge ratio (m/z). It
was proven that the heating samples increases the medicinal potential, but also transforms A®-THC in CBN
and/or A8-tetraidrocanabinol (A8-THC), and CBD in canabielsoin (CBE) and/or A°-THC. The nonpolar
extract has a higher concentration of CN. Cleaning method reduce CN in seeds, as well oil yield expected
results. With this work it was possible to demonstrate the importance of knowledge of the CN behavior in
Cannabis derivatives.
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apesar da eficiéncia 111, ainda vém sendo utilizando

1. Introducéo c1e c 2
solventes organicos 2 13 nesta aplicagao.

Atualmente no Brasil se tem grande interesse em duas
substancias derivadas da espécie Cannabis sativa L., 0
canabidiol (CBD) e o A°-tetrahidrocanabinol (A°-THC)
1 ou seja, (M/z)ceo = (231; 174; 246; 121; 193) e
(M/2)as-THe = (299; 314; 231; 271; 243; 258) 12, Essas
substéncias fazem parte de um grupo chamado

Em materiais vegetais brutos a maior parte destes
canabindides entdo na forma de &cido canabidiol
(CBDA) e &cido A%-tetrahidrocanabinol (AS-THCA) 141,
Um estudo demonstrou uma porcentagem de A°-THCA
aproximadamente 5,5 vezes maior que de AS-THC 151,
Através da descarboxilagdo os canabintides acidos

canabindides, que s&o terpenos fenolicos B! produzidos
pela espécie [, sendo mais de 66 ja identificados Bl
Atualmente as industrias vém utilizando o diéxido de
carbono em condicdes supercriticas (CO2-SC), como
solvente, para obter extratos medicinais 6789 porém,

sdo submetidos a neutros, sendo 0 aquecimento em
estufa uma técnica indicada para isto 6. Com isso,
torna-se necessario analisar a influéncia da
temperatura e do tempo de aquecimento em estufa,
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também porque, o aquecimento transforma o A°-THC
em canabinol (CBN) 7, (m/z)cen = (295; 238; 310) [,
elou A-tetrahidrocanabinol 171, (m/z)ss-tHc = (231; 314;
258; 271; 193) [, e 0 CBD em cannabielsoin (CBE) 18],
(m/z)cee = (205,1; 247,2; 147,1; 330,3) 19, ou em A®-
THC 29, Uma vertente cientifica afirmar que o CBN n&o
ocorre naturalmente e que é obtido apenas da
degradacdo do AS-THC [ outra afirma que este
canabindide também é oriundo do &cido canabinol
(CBNA) 4. Além disso, uma terceira fonte afirma que o
CBNA ¢ uma forma oxidada do A°-THCA 22, O CO»-SC
possui alta afinidade pelos canabinéides neutros e
baixa pelos canabindides acidos 9. A quantificacéo
exata de canabindides acidos e neutros pode ser feita,
por exemplo, com cromatografia liquida de alta
resolugdo (HPLC) ou cromatografia gasosa com
derivatizagéo 2,

Apesar de afirmado que de uma forma geral as
sementes do género Cannabis ndo possuem A°-THC
21 alguns estudos mostram que devido ao contato
com outras partes das plantas as sementes acabam
aderindo canabindides em sua superficie externa.
Dados do Século XXI mostram que em andlises do 6leo
das sementes nos Estados Unidos 117 ppm (uL/mL)
era A°-THC, na Alemanha 214 ppm e na Suica 3568
ppm [ O elevado teor suico deve-se ao
processamento de sementes de plantas com alto teor
de canabinodides 4. Neste pais todas as variedades do
género podem ser cultivadas legalmente, embora o
limite de A%-THC nos alimentos seja regulamentado 251,
De modo geral, é possivel reduzir o teor de A>-THC
com pré-processamentos das sementes. Com 0 avango
dessas técnicas de limpeza e secagem, as sementes e
derivados desenvolvidos nos EUA, diminuiram
significativamente o teor desta substancia 25 271, por
exemplo, para aproximadamente 20 ppm 23],

Uma inddstria canadense testou alguns fluidos para
remogdo de canabindides das sementes 128, De uma
forma geral, industrialmente a remocdo de impurezas
de sementes e/ou grdos, de qualquer género, se da
com o uso de peneiras e ventilagdo forcada, sendo
ainda a secagem um processamento posterior comum
291, Devido seu potencial em &cidos graxos a
eliminacdo de canabindides das sementes pode
expandir a utilizagdo dessa matéria prima no Brasil
para outras areas industriais %, como alimentos [,
combustiveis 2, cosméticos B3], polimeros 34 e etc. A
quantidade de A°-THC por via oral, em seres humanos,
segura para ndo induzir efeitos neurolégicos e
psicomotores ndo podem ultrapassar 1 a 2 yg de por
quilograma corporal 1331,

2. Materiais e Métodos

As analises experimentais foram feitas na Policia
Cientifica de Curitiba — Brasil, entre 18 de Julho de
2016 a 19 de Agosto de 2016. Utilizou-se para as
andlises um cromatografo gasoso Agilent 5975C inert
XL MSD, com injecdo automatica, espectrdmetro de
massas Triple Axis como detector (CG/MS) e coluna
capilar da Thermo Fischer Scientific TR-5MS (30m x
0,25mm x 0,25um). O gas de arraste utilizado foi o
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Hélio (> 99,9992%, Premier X50S), produzido pela Air
Products. O método de injecgao foi splitless e o forno se
manteve a 200 °C por 0,5 minuto, depois 40 °C.min" até
230 °C e 30 °C.min até 290 °C, totalizando 4,75
minutos. O eluente utlizado foi metanol (99,9%,
UV/HPLC — Espectroscopico) da Vetec. As areas foram
calculadas por dois métodos de integracdo diferentes:
RTE e ChemsStation (CS). Em algumas analise utilizou-
se n-hexano (95% UV-IR-HPLC PAI-ACS, da Panreac
como solvente, em outras o proprio metanol citado.

2.1 Curvas de calibracéo

Foi utilizado os padrdes A°-THC, CBD, CBN da
Cerilliant Corporation, todos com concentracdo de 1 mg
em mL de metanol. Foram feitas curvas de calibracédo
para cada padrao utlizando as concentragBes 454,5;
272,7; 151,5; 80,8; 26,9; 10,4; 3,1 ppm. Para cada
curva, Area x ppm, foi analisada a regresséo linear e a
reta foi ajustada para a origem cartesiana fornecendo a
respectiva linearidade (R).

2.2 Efeito térmico nos canabindides

Em todas as amostras padrdo descritas anteriormente
foi analisado o aquecimento de 180 minutos a 150 °C.
Para as amostras de A%-THC de 454,5 e 272,7 ppm
foram analisados também dois aquecimentos de 30
minutos a 75°C, sendo que para a segunda
concentragdo ainda analisou-se mais um aquecimento
de 25 minutos a 75 °C posteriormente. Na amostra de
CBN com 272,2 ppm também analisou-se um
aquecimento sequencial de 40 minutos a 75 °C. Além
disso, analisou-se também duas amostras aleatérias de
CBN com concentragdo de 30,74 e 4,50 ppm em dois
aquecimentos sequenciais de 60 minutos a 66 °C.

2.3 Extratos
2.3.1  Alta concentracao de canabinoides

Para analise comparativa entre solvente organico polar
e apolar utilizou-se o metanol e o0 n-hexano,
respectivamente. Para isso, apés trituragdo com aparo
manual, 200 mg foi aferido em tubo Falcon e
adicionado 20 mL de solvente, seguida, a temperatura
ambiente, de 15 minutos de ultrassom e centrifugacdo
a 3000 rpm. Uma quantidade, da mesma amostragem,
foi submetida ao aquecimento em estufa a 150 °C e
pequenas porc¢des foram retiradas a cada 15 minutos
até completar o tempo de 105 minutos. Depois aferiu-
se 17 mg em eppendorfs, totalizando 7 para cada tipo
de solvente. Em sequéncia adicionou-se
aproximadamente 1,7 mL de solvente, seguido, a
temperatura ambiente, de ultrassom por 12 min e
centrifugagéo a 11000 rpm por 5 min. Em seguida, 200
pL de cada amostra foi transferida para novos
eppendorfs. As amostras do solvente apolar foram
submetidas a uma corrente de ar para eliminacdo do
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solvente. Nestas, por fim, foram adicionados 1,2 mL de
metanol, seguido de homogeneizagdo em vortex e uma
nova centrifugagdo sob mesmas condi¢Bes anteriores.
Nas amostras com solvente polar foram adicionados
1,0 mL de metanol e feito os procedimentos descritos.

2.3.2 Sementes

Com uma peneira e um soprador térmico (Skill 8003)
removeu-se parcialmente os canabindides. Em seguida
2,2 g foram lavadas com 5 mL de detergente (Extran®
MA 02 Neutro — Merck). Em duplicatas, 1 g foi aferido
em tubo Falcon e adicionado 20 mL de n-hexano,
seguindo de agitagdo magnética por 60 min e
centrifugacdo a 3000 rpm por 15 min a 0 °C. O
sobrenadante foi extraido para outro Falcon e ao
residuo sélido adicionado mais 10 mL de n-hexano,
seguido de agitacdo em vortex por 15 min e
centrifugacdo a 3000 rpm, 8 min e 0 °C. Juntou-se 0s
sobrenadantes e por fim repetiu-se o procedimento
anterior, porém sob agitagdo em vortex por 10 min e
centrifugacdo a 12 °C. No sobrenadante total foi
eliminado o solvente sob agitacdo magnética e
aquecimento brando. ApGs as amostras dos extratos
lavados atingirem a temperatura ambiente, aferiu-se a
massa para calcular o rendimento. Por fim, adicionou-
se 4 mL de metanol e agitagdo em vortex. Em
sequéncia 1,8 mL foi transferido para eppendorfs e
estes foram centrifugados a 11000 rpm por 5 min.

3. Resultados e Discussdes

3.1 Curvas de calibracao

As relagcdes massa carga obtidas foram (m/z)ae-THc
(299,1; 314,2; 231,1; 271,1; 243,1; 258,1), (m/z)cep
(231,1; 246,2; 314,2; 193,1; 174,1; 121,1) e (m/z)cen
(295,1; 238,1; 310,2), Os tempos de retencdo obtidos
estdo expressos na Tabela 1 e a linearidade (R) e o
coeficiente angular das curvas na Tabela 2.

Tabela 1 — Tempos de reten¢do obtidos por GC/MS.

RTE CS
CBD 4,031 4,035
A9-THC 4,368 4,371
CBN 4,640 4,641

Tabela 2 — Linearidades e coeficientes angulares.
(Linearidade R ; Coeficiente angular)

RTE CS
AS-THC 0,98 ; 0,01497 0,98 ; 0,15015
CBD 0,95 ; 0,02258 0,95 ; 0,22766
CBN 0,97 ; 0,03285 0,97 ; 0,32342
3.2 Efeito térmico nos canabindides

3.21  A°-THC

Na amostra de 454,5 ppm é possivel observar, como
mostra a Figura 1, a formacao e degradacdo do CBN.
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As linhas pontilhadas demonstram que uma maior
quantidade de CBN pode ter sido formada, bem como o
A°-THC pode ter se esgotado antes.
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Figura 1 — Efeito térmico em amostra de 454,5 ppm.

Na amostra com 272,7 ppm foi possivel observar, além
da degradacdo em CBN, a isomerizagdo em m/z =
(231,1; 314,2; 258, 207,0; 271,1; 193,1), possivelmente
0 A3-THC. O pico m/z 207 é caracteristico da sangria
da coluna. Como mostra o Figura 2, nessa andlise, foi
considerado o maximo de CBN gerado com 180 min,
assim como de A8-THC. Como n&o foi realizada a curva
de calibragdo para o AS-THC, utilizou-se as areas
obtidas no GC/MS. Nas outras concentragfes néao
obteve-se estas substancias.
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Figura 2 — Efeito térmico em amostra de 272,7 ppm.

Ainda na amostra com 272,7 ppm observou-se a
degradacgédo de 0,0075 ppm A%-THC.°C-.min", quando
este se degradou de 206,55 para 21,47 e depois para
3,20 ppm. Nesta amostra também foi observado que a
degradacédo de CBN de 21,01 para 10,77 e depois 2,91
ppm foi com uma variagéo de 0,0044 ppm.°C-.min".

3.22 CBN

Observou-se, pela Tabela 3, que a concentracdo €&
diretamente proporcional a degradacao térmica.

Tabela 3 — Proporcionalidade na degradagéo térmica.

Concentragéo (ppm) Variacéo (ppm.C-.min’)
272,73 0,0056
30,74 0,0028
4,50 0,0004

Nas andlises 151,5; 80,9; 26,9; 10,4 e 3,1 ppm
observou-se a completa degradagédo do CBN.
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323 CBD

Em todas as andlises observou-se a completa
degradacéo do CBD. Com 454,5 ppm observou-se pelo
método de integracdo CS, no tempo de retencao 4,296,
m/z = (207,0; 281,0; 247,1; 147,0; 330,2) e area
(1,549875 . 109), possivelmente o CBE. Também um
pico com o mesmo tempo caracteristico do A%-THC. Na
amostra com 272,7 ppm um pico menos pronunciado
(0,446972 . 105) com aproximadamente o mesmo
tempo de retengéo, 4,296 min, foi observado.

3.3 Extratos
3.3.1  Alta concentragdo de canabinoides

Na analise comparativa com solvente polar e apolar,
sem aquecimento, obteve-se a concentragdo de A°-
THC e CBN como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Composigdo, em ppm, sem aquecimento.

Hexano | A>-THC | CBN Metanol | AS-THC | CBN
RTE 179,24 | 2,86 RTE 99,75 1,73
CS 177,70 | 3,05 Cs 99,62 |1,93

A andlise de aquecimento € mostrada no Figura 3, que
destaca o hexano em azul e o metanol em vermelho,
sendo a parte pontilhada proje¢des de tendéncias.
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Figura 3 — Comparacdo de concentracdo de A°-THC e
CBN em extratos com aquecimento de 150 °C.

Os extratos apresentaram cores gradativas em relacédo
ao tipo de solvente e o tempo de aquecimento. As
andlises de aquecimento com 75 e 90 min de hexano e
metanol, respectivamente, foram incolores e néo
apresentaram detecg¢édo do CBN.

3.3.2 Extrato das sementes
A Tabela 5 apresenta os resultados das sementes.

Tabela 5 — Concentragdo de A°-THC nas sementes.

Concentracdo A°-THC (ppm)
Semente Oleo
Sem lavagem 155,92 + 18,48 38.94 + 4,66
Com lavagem 120,08 + 1,12 30.02 + 0,28

O método de lavagem reduziu 23 % de A%-THC. A
andlise sem derivatizante foi aceitavel, pois a soma das
areas de canabinbides obtidas na amostra 1 de
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sementes lavadas, ou seja, A>-THC + CBN, foi menor
gue 4545 ppm de A°-THC, que ndo apresentou
degradagdo do A°-THC em outra substancia. O
rendimento das sementes lavadas se encontra na
Tabela 6. O 6leo obtido teve coloracéo amarelada.

Tabela 6 — Rendimento de 6leo nas sementes lavadas

Inicial | Final | Teor em 6leo (%)

Massa 1 | 0.9857 | 0.3193 32.39

Massa 2 | 0.9935 | 0.3005 30.25
Média |0.9896 | 0.3099 31.32 £1,07

4. Conclusdes

A origem das amostras e o tipo de reagentes séo
importantes na obtengdo de extratos. Comprovou-se a
perda de identidade quimica do A°~THC em CBN e A8-
THC e do CBD em AS-THC e CBE. As concentracbes
observadas de canabindides neutros, com solvente
apolar, com aquecimento a 150 °C até 55 min, foi maior
do que com solvente polar.

Os resultados obtidos com extratos das sementes
demonstraram boa coeréncia com a literatura em
relacdo a composi¢cdo de canabindides e diminui¢do
destes com a lavagem. Devido a analise de variedades
com alto teor de canabinoides e sementes com casca a
concentracdo de canabindides nas sementes foram
relativamente altas.

Mais andlises sdo necessarias, inclusive utilizando
HPLC ou GC com derivatizacdo para quantificacdo
exata dos canabindides acidos e neutros.
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