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Resumo

A Associacao Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da Vida fornece formulagdes a base
de extratos etandlicos de inflorescéncias de C. sativa para o tratamento dos pacientes
associados. Para avaliar a descarboxilagdo de canabinoides no extrato, foi desenvolvido
um método por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), que identifica canabinoides
tanto na forma acida quanto descarboxilada, permitindo verificar se os canabinoides no
extrato e produto final estdo em sua forma farmacologicamente ativa, ou seja,
descarboxilada. O monitoramento do processo de descarboxilagdo, avaliando a presenca
de CBDA, THCA, CBD, THC e do CBN (principal produto de degradagdo), foi
realizado por CCD em modo reverso (C18; metanol: 4gua com 0,2 % de acido acético
92:08 v/v), com observagdo sob luz ultravioleta (1 254 nm) e revelagdo através de
nebulizagdo de solug¢do de vanilina sulfurica. A técnica de CCD demonstrou ser
eficiente para o monitoramento da descarboxilagdo e da degradacdo dos canabinoides
nos extratos, possibilitando ajustes e otimizagdes no processo de producdo. A
possiblidade de observar THCA, CBDA e CBN sob luz UV torna o método pratico sem
a necessidade de revelagao quimica.

Palavras-chave: Cromatografia em Camada Delgada; Controle de Qualidade;
Cromatografia em Fase Reversa; Canabinoides; Descarboxilacao

Abstract

The Associagdo Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da Vida provides formulations
based on ethanolic extracts of C. sativa inflorescences for the treatment of associated
patients. To evaluate cannabinoid decarboxylation in the extract, a Thin Layer
Chromatography (TLC) method was developed. This method identifies cannabinoids in
both their acidic and decarboxylated forms, allowing verification of whether the
cannabinoids in the extract and final product are in their pharmacologically active form
(i.e., decarboxylated). The monitoring of the decarboxylation process, assessing the
presence of CBDA, THCA, CBD, THC, and CBN (the main degradation product), was
performed using reversed-phase TLC (C18; methanol: water with 0.2% acetic acid
92:08 v/v), observing under ultraviolet light (A 254 nm) and further revealed by
nebulizing sulfuric vanillin solution. The TLC technique proved to be efficient for
monitoring the decarboxylation and degradation of cannabinoids in the extracts,
enabling adjustments and optimizations in the production process. The ability to
observe THCA, CBDA, and CBN under UV light makes the method practical,
eliminating the need for chemical reagents.

Keywords: Chromatography, Thin Layer; Quality Control; Chromatography,
Reverse-Phase; Cannabinoids; Decarboxylation.
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Introduciao

A descarboxilagdo ¢ um processo inerente a cadeia produtiva de produtos a base
de Canabis sativa L. Este processo térmico ¢ responsavel por converter os canabinoides

acidos em sua forma farmacologicamente ativa, a descarboxilada.’

A Associacao Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da Vida (Franca-SP) realiza
o processo de descarboxilagdo térmica nos extratos etanolico de inflorescéncias de C.
sativa que sao utilizados no preparo das formulagdes fitoterapicas (6leos de cannabis e
pomadas). O monitoramento da descarboxilacdo dos canabinoides através de um
método simples, de baixo custo e confidvel ¢ uma etapa importante nesta cadeia

produtiva para garantir a qualidade das formulagdes.

O objetivo deste trabalho foi implementar um método de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) para realizar o monitoramento do processo de descarboxilagdo
de canabinoides em extratos empregados na producdo dos produtos a base de C. sativa
da associagdo. Além disso, realizar treinamento junto a equipe técnica da associagdo
para utilizar o método de CCD como técnica de controle de qualidade e controle de

Processo.

Materiais e Métodos

O processo de descarboxilagdo de canabinoides na associagdo ¢ realizado no
extrato etanodlico seco em rotaevaporador. Este extrato ¢ aquecido num béquer em
banho-maria a 85 °C por 5 h sob agitagdo. Foram analisados trés diferentes lotes de
extratos. O lote 1 foi monitorado ao longo do processo (5 h), sendo a temperatura do
extrato registrada em 70 °C. O extrato do lote 2 foi obtido a partir de uma solucdo
extrativa recém filtrada sem ser submetida aos processos de concentragdao/secagem e
descarboxilagdo. O lote 3 corresponde a um extrato descarboxilado previamente. Para o
monitoramento da descarboxilagdo no lote 1, uma aliquota de 10 mg do extrato foi
amostrada antes do inicio do processo e outas aliquotas foram amostradas a cada 1 h até

a finalizacao do processo.

As amostras foram solubilizadas em etanol (Exodo Cientifica®) na concentragio

de 1,0 mg/mL, aplicadas (4 pL) em cromatoplaca C18 (Supelco® silica gel 60 RP-18
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Fys4, 0,2 mm) e eluidas por 4,5 cm. Um MIX dos padrdes de canabinoides - 4cido
canabidiolico (CBDA), canabidiol (CBD), canabinol (CBN), A’-tetrahidrocanabinol
(THC) (Cayman Chemical®), acido A°’-tetrahidrocanabindico A (THCA-A) (Supelco®) e
canabigerol (CBG) (Agilent®) - foi preparado na concentragio de 40 pg/mL em
acetonitrila (Sigma-Aldrich®). Fase movel: metanol (Exodo Cientifica®): 4gua
acidificada com 0,2 % de 4cido acético (Impex®) 92: 08 (v/v) (método adaptado da
American Herbal Pharmacopoeia®). As cromatoplacas foram observadas sob luz
ultravioleta (4 254 nm) e reveladas nebulizando solugdo de vanilina sulfurica, seguido

de aquecimento em estufa a 110 °C por 10 min e observacao sob luz visivel.

Resultados

As bandas dos canabinoides THCA, CBDA e CBN foram melhor visualizadas
sob luz ultravioleta (4 254 nm) e os canabinoides THC, CBD e CBG sob revelagao com

solucdo de vanilina sulftrica (Figura 1).

o

Figura 1 - Cromatoplacas (silica C18; 0,20 mm). Amostras: 1 - extrato ndo descarboxilado lote 2 (1
mg/mL); 2 — extrato retirado ap6s concentragdo em rotaevaporador lote 1 (1 mg/mL); 3 — extrato com 1 h
de descarboxilagdo lote 1 (1 mg/mL); 4 - extrato com 2 h de descarboxilagdo lote 1 (1 mg/mL); 5 — MIX
40 pg/mL (THC - A’-tetrahidrocanabinol, THCA - 4cido A’-tetrahidrocanabindlico, CBD - canabidiol,
CBDA - 4cido canabididlico, CBN - canabinol, CBG - canabigerol); 6 - extrato com 3h de
descarboxila¢do lote 1 (1 mg/mL); 7 - extrato com 4h de descarboxilagdo lote 1 (1 mg/mL); 8 - extrato
com 5h de descarboxilagdo lote 1 (1 mg/mL); 9 - extrato descarboxilado lote 3 (1 mg/mL). Aplicagdo:
extratos 4 uL; MIX, 15 pL. Fase movel: metanol: 4gua com 0,2 % de acido acético glacial — 92: 8 (v/v).
Placa: 5 cm. Distancia total de eluigdo: 4,5 cm. (A): Visualizagdo sob luz ultravioleta 4 254 nm. (B):
solug@o vanilina sulftrica (110° C por 10 min).
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E possivel observar o desaparecimento gradual da banda de THCA ao longo do
processo tanto no lote 1 quanto no lote 3. Em relagdo ao CBDA, foi observada uma
redu¢do gradual do tamanho de sua banda, embora ela ndo tenha desaparecido
completamente. O lote 2 demonstrou uma banda intensa de THCA e uma ténue de THC

sendo ausente as bandas de CBD/CBDA.

Nao houve formagdo de CBN detectavel por CCD no processo de

descarboxilagao.

Discussao

O método de descarboxilagdo dos canabinoides no extrato foi eficiente para
descarboxilagdo do THCA no lote 3 e ao final do monitoramento do lote 1. O processo
incompleto para o CBDA demonstra a sua maior resisténcia ao tratamento térmico
também descrito na literatura® sendo a condi¢do de 70 °C por 5h insuficiente para sua

completa conversao para CBD.

E possivel observar os canabinoides 4cidos ¢ o CBN (padrio) sob luz UV devido
as suas caracteristicas espectroscopicas de maior absor¢do neste comprimento de onda*
mostrando que ao trabalhar com os extratos nesta concentracdo e volume de aplicacao
(1 mg/mL; 4 pL) ndo ¢é necessdrio realizar a revelagdo da cromatoplaca para
acompanhamento do processo de descarboxilacdo, sendo necessario observar apenas o
desaparecimento das bandas dos canabinoides acidos e a ndo formagao do produto de

degradacgdo, o CBN.

O THC presente no lote 2 e no lote 1 antes da descarboxilacao, indica que
previamente ao processo houve uma descarboxilgdo parcial das amostras durante a
cadeia produtiva podendo ter ocorrido no processo de secagem e armazenamento da

droga vegetal.’

A auséncia de CBN nos lotes analisados demonstra qualidade na cadeia
produtiva da associacdo, ja que a presenca deste canabinoide indica degradagdo da

amostra.®’
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Conclusoes

O método de CCD foi eficiente para o monitoramento da descarboxilacao de
canabinoides e da formagao de produto de degradacao nos extratos da Associacao Flor
da Vida. O treinamento permitiu capacitar os membros da equipe técnica da associagao

para realizar as andlises de CCD e interpretar os dados.
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