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Resumo

A importancia da analise das plantas de candbis tem vindo crescer, nomeadamente para
controlo de qualidade dentro dos produtos para uso recreacional, industria medicinal, ou
ainda para discriminacdo forense entre a tipologia de substancia de abuso ou cdnhamo.
No presente estudo foi desenvolvido um método com recurso a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detegao por fotodiodos (HPLC-DAD), destinado a analise quantitativa
dos canabinoides principais da planta de canabis: A’ -tetrahidrocanabinol (A’ -THC) e
canabidiol (CBD), respetivas formas 4cidas, canabinol (CBN) e o A® - tetrahidrocanabinol

A8 -THC, em material vegetal da canabis.

A etapa de extragao foi otimizada com recurso a desenhos experimentais, permitindo uma
recuperagdo ~100% dos canabinoides. As amostras herbaceas foram extraidas com
etanol:acetonitrilo (50:50), com recurso a ultrassons, e posterior dete¢do e quantificagdo
dos canabinoides em HPLC-DAD, sendo apenas necessario utilizar 50 mg de amostra.

Para os 6leos da planta foi aplicada uma simples diluigdo em etanol.

A separacao cromatografica foi conseguida numa coluna de fase reversa, utilizando como
eluente uma mistura de acetonitrilo/agua contendo 0,1% &cido féormico. Os compostos

foram quantificados a 230 nm, em 30 minutos de corrida.

Os ensaios de validagio do método mostraram que esta era linear (R>>0,997), sendo
seletivo e sensivel, com a precisdo e veracidade adequados, bem como excelente
estabilidade e repetibilidade entre anélise de amostra real. Os principais canabinoides

identificados (% p/p) em amostras reais foram o A°-THCA, CBD, CBDA, ¢ o A’-THC.

A presente metodologia foi aplicada com sucesso a varias amostras reais ricas em THC
ou CBD, demonstrando a sua eficacia em analises de rotina para permitir dar resposta a

atual procura de servicos de analise desta planta e seus derivados.

Palavras Chave: candbis, fitocanabinoides, quantificagio, HPLC-DAD, THC, desenho

experimental, otimizacdo, matrizes reais
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Abstract

The importance of the analysis of cannabis plants has been developing globally, namely
for quality control within products for recreational use, medicinal industry, or even for
forensic discrimination between the typology of substance of abuse or hemp, for
industrial purposes. In the present study, a HPLC-DAD method was developed for the
quantitative analysis for the main cannabinoids: A9-THC and CBD, their acid forms,

CBN and A8 -THC, in cannabis plant material.

Extraction was optimized using experimental design (DoE), granting ~100% recovery of
the cannabinoids. Herbal samples were extracted with ethanol:acetonitrile (50:50) by
ultrasonication, and subsequent detection and quantification of cannabinoids in HPLC-
DAD, only requiring 50 mg of sample. For the plant oils a simple dilution in ethanol was

necessary.

Chromatographic separation was achieved on a reverse-phase C18 column, using an
acetonitrile/water mixture containing 0.1% formic acid as eluent. The compounds were

quantified at 230 nm in 30 minutes of run time.

Method validation proved its linearity (R2>0.997), being selective and sensitive, with
excellent results for precision and trueness, as well as excellent stability and repeatability.
The main cannabinoids identified (% w/w) in actual samples were A>-THCA, CBD,
CBDA, and A°-THC. The presented method was successfully applied to real samples,
demonstrating its suitability in routine analyses to assist current demand for analysis

services of this plant and its derivatives.

Keywords: Cannabis, phytocannabinoids, quantification, HPLC-DAD, THC, DoE,

optimization, real matrices
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Determinagdo do teor de Canabinoides a partir de material vegetal por Cromatografia Liquida acoplada a um
detetor de matriz de foto-diodos

1. Introducao

A planta da canabis tem vindo a ser utilizada pelo Homem ha véarios milénios. O seu uso
pelas civilizacdes antigas como fonte de alimentos e fibras téxteis, assim como de
aplicagdes terapéuticas remonta a mais de 5000 anos (Charitos et al., 2020). A canabis
possui um elevado niimero de compostos quimicos, sendo que mais de 100 se classificam
como fitocanabinoides, os principais responsaveis pelas propriedades farmacologicas
conferidas a esta planta (Hddener, Konig, & Weinmann, 2019). Dentro deste vasto
conjunto, destacam-se o A’ -tetrahidrocanabinol (A’ -THC) e o canabidiol (CBD),
maioritariamente concentrados nas inflorescéncias femininas nas suas formas acidas,
dcido A’-tetraidrocanabindlico (THCA) e 4cido canabididlico (CBDA) (Pourseyed
Lazarjani et al., 2020). Enquanto o A’ -THC ¢ o principal responsavel pela atividade
psicoativa, podendo levar a um estado de euforia e relaxamento no ser humano (Martin-
Santos et al., 2012), o CBD ¢ associado a propriedades anti-inflamatorias,
anticonvulsivas, ansioliticas e analgésicas, atenuando os efeitos psicoativos provocados
pelo consumo de A’ -THC (Iffland & Grotenhermen, 2017). Ja o A3 - tetrahidrocanabinol
(A® -THC) tem sido sinteticamente sintetizado a partir do CBD (Bernhard, Heeb, &
Tytgat, 2022), sendo usado para fortificar cinhamo (Song et al., 2022).

1.1.Aspetos historicos e contextualizacao

A canabis ¢ uma planta anual herbacea que pode atingir até 3 metros de altura (Borille et
al., 2017) oriunda das zonas montanhosas da Asia Oriental (McPartland & Small, 2020).
As evidéncias mais antigas da sua utilizacdo datam do Periodo Gravetiano, na Europa
Oriental, ha cerca de 29000 anos, onde era utilizada para construir redes para cagar

(Pringle, 1997).

A primeira evidéncia de utilizagdo da candbis para fins medicinais foi documentada pelo
Imperador chinés Sheng-Nung ha 5000 anos. Na primeira farmacopeia chinesa, Pen-ts'ao
Ching (Hou, 2012) explica que a planta fémea de canabis poderia ser utilizada contra a
fadiga menstrual, reumatismo, malaria, obstipa¢ado, e outras doengas (Unschuld, 2010). A
canabis ¢ igualmente descrita no Atarvaveda hindu, compilado entre 3500 e 3000 anos
atras, e em textos egipcios do Novo Reino que datam de hd 3550 anos, como planta
sagrada para rituais e cerimonias (Hallmann-Mikotajczak, 2004; Russo, 2005; Tahir et

al., 2021). Recentemente foram descobertas evidéncias de que no noroeste da China,
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desde pelo menos ha 2500 anos, variedades de candbis com elevados niveis de THC
seriam também inaladas e usadas em ceriménias funebres (Mcpartland & Small, 2020).
Para além do uso para fins medicinais e cerimoniais, a canabis tem vindo a ser utilizada
na alimentagdo e para a producao de fibras. Por exemplo, o cultivo mais antigo ja descrito
do cultivo da canabis para a producdo de fibras remonta a China, tendo sido depois
estendido Médio Oriente, Europa ¢ Américas durante o inicio do século XVI (Chandra,

Lata, & ElSohly, 2017).

Atualmente, a canabis ¢ utilizada para varios fins, incluindo industriais (t€xteis, papel,
roupa, construcdo, alimentacdo e cosméticos), medicinais e recreativos, sendo
comumente designada de candbis industrial (canhamo), candbis medicinal e candbis
recreativa, respetivamente (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
(EMCDDA), 2018; Vasantha Rupasinghe et al., 2020). A principal diferenca entre estas
variantes prende-se com o seu conteudo em THC. Neste sentido, a canabis industrial
carateriza-se por um teor de THC de até 0,2% e um elevado conteudo de CBD,

apresentando um racio de CBD/THC superior a 1 (Lipnik-Stangelj & Razinger, 2020).

O controlo das substancias de abuso na Unido Europeia ¢ igualmente regulado pelas
Convengdes das Nagdes Unidas de 1961 e 1971 (UNODC, 2013), que requerem a
monitorizagdo de plantas do género Cannabis por parte das Estados-Membro quaisquer
que sejam os niveis de A’-THC (European Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction (EMCDDA), 2018). Em Portugal, a legislagdo de Combate a Droga, colocou
sob controlo a planta Cannabis sativa L., a resina e o 6leo obtidos a partir da mesma, bem

como um conjunto de isémeros do THC (Procuradoria-Geral Distrital de Lisboa, 2021).

No contexto das substancias de abuso ilicitas, em 2018, de acordo com o Observatorio
Europeu da Droga e da Toxicodependéncia (European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction — EMCDDA), 71% das apreensdes foram atribuidas aos produtos
derivados da canabis (EMCDDA, 2020). Em 2020 a canébis continuava a ser a substancia
ilicita mais apreendida (66% das apreensdes) (EMCDDA, 2022). No relatorio de 2022, ¢
descrito que os nimeros de apreensdes de resina de canabis aumentaram 16 % entre 2010
€ 2020. No caso da candbis herbacea esse aumento ficou pelos 19%. No entanto, quando
sdo avaliadas as quantidades apreendidas na ultima década, verifica-se que para a canéabis
herbacea o aumento foi 278% (EMCDDA, 2022), expondo a elevada procura deste

produto no mercado negro.
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detetor de matriz de foto-diodos

A canabis tem um papel preponderante nas admissdes em programas de tratamento de
adi¢des, sendo responsavel por 45% das admissdes, particularmente num momento em
que se verifica um aumento no conteudo de THC destes produtos (EMCDDA, 2022). Em
2020, o teor médio de THC na resina de canabis foi de 21 %, quase o dobro do observado
para a canabis herbacea, com 11 %. E ainda importante destacar que varios paises
detetaram produtos de canabis adulterados com canabinoides sintéticos perigosos,
representando elevados riscos para a satde dos consumidores (Alipour et al., 2019;

EMCDDA, 2022; Lipnik-Stangelj & Razinger, 2020; Meehan-Atrash & Rahman, 2022).

1.2. Tratamento taxonomico ¢ nomenclatura

A classificacdo taxondmica da candbis nao tem sido consensual. Se por um lado Linnaeus
em Species Plantarum (1753) descreveu uma tnica espécie de canhamo, Cannabis sativa,
Lamarck (1783) prop6s duas espécies de canabis: Cannabis sativa, a espécie largamente
cultivada na Europa, e Cannabis indica, uma espécie selvagem que cresce
maioritariamente na India e paises vizinhos (Lamarck & Poiret, 1783; Linné & Salvius,
1753). O tratamento taxondmico de Lamarck foi rejeitado cerca de 50 anos depois por J.
Lindley (Lindley & Lindley, 1838), que restringiu a Cannabis a C. sativa, seguindo a
classificagdo de Linnaeus, e o conceito de Cannabis como um género Unico foi

confirmado no século seguinte (Mcpartland & Small, 2020; Pollio, 2016).

Atualmente aceite como pertencente a ordem Rosales, e dando nome a familia
Cannabaceae, a planta da canabis, do género Cannabis L., possui apenas uma espécie:
Cannabis sativa L. (Knight et al., 2010; McPartland & Small, 2020). Dentro desta,
encontram-se duas subespécies, a subespécie sativa e a indica, cada uma com respetivas
variedades, tal como comprovam os estudos genéticos de McPartland and Guy
(International Cannabinoid Research Society, 2014). Existem ainda autores que relatam
uma terceira subespécie, “ruderalis”, porém esta ndo ¢ amplamente reconhecida (Hillig

& Mahlberg, 2004a).

A familia Cannabaceae, de acordo com Royal Botanic Gardens Kew, atualmente consiste
em Cannabis L. e Humulus L., e mais sete géneros: Celtis L., Pteroceltis Maxim.,
Aphananthe Planch., Chaetachme Planch., Gironniera Gaudish, Lozanella Greenm,

Trema Lour (Kew, 2022; Mcpartland, 2018).
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1.2.1. Termos vernaculares

Alguns autores, seguindo a taxonomia popular, congregaram e simplificaram a
nomenclatura de C. sativa e C. indica, com os termos "Sativa" e "Indica”, utilizados
incorretamente (Mcpartland & Small, 2020). Atualmente, milhares de sitios na internet
divulgam e generalizam sobre as propriedades morfoldgicas, fitoquimicas, organoléticas,
e clinicas de ambas, atribuindo-lhes diferengas. As plantas "Sativa" produzem mais THC
do que CBD, e possuem um perfil de terpenos com um cheiro "herbatico" ou "doce". As
designadas por "indica" produzem mais CBD, com uma propor¢ao de THC:CBD mais
proxima de 1:1. Os terpenos de "Indica" conferem um aroma mais acre (Mcpartland,
2018). No entanto, atualmente a classifica¢do da canabis como "Sativa" e "Indica" tornou-
se irrelevante e subjetiva. A reproducdo cruzada e a hibridacdo tornam a sua distin¢do
praticamente impossivel. A arbitrariedade destas designagdes ¢ comprovada com o
exemplo da "AK-47", uma planta hibrida que ganhou a categoria "Melhor Sativa" na
“Cannabis Cup” de 1999, e quatro anos mais tarde venceu a categoria "Melhor indica"

(Chandra et al., 2017).

1.2.2. Botanica e Subespécies

A canébis € uma planta dioica, apresentando estruturas reprodutivas tanto masculinas
como femininas em plantas individuais separadas. As plantas de canabis femininas
produzem mais tricomas glandulares em compara¢do com a masculina (Lazarjani, Young,
Kebede, & Seyfoddin, 2021). Os tricomas (Error! Not a valid bookmark self-
reference.) sdo apéndices da planta, responsaveis pela producao, entre outros compostos,
dos canabinoides, terpenos e flavonoides. Os dois primeiros sdo 0os compostos com maior
potencial terapéutico e psicoativo na planta. Ja os flavonoides, tal como os terpenos, sao
responsaveis pela cor e pelo cheiro, tendo um efeito sinergético que pode alterar a atuagdo

dos canabinoides (Baron, 2018; Cavalli & Dutra, 2021).
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Figura 1- Cannabis sativa observada em lupa. E possivel observar os tricomas na sua superficie.

Os tricomas servem ainda de dissuasor para os animais, pelo seu sabor amargo e aromas
fortes, bem como protecdo de ventos prejudiciais, ou mesmo de algumas variedades de
crescimento fungico (Tanney et al., 2021). Além dos terpenos, que sdo hidrocarbonetos,
existem os terpenoides que sdo terpenos que contém oxigénio. (Hanus & Hod, 2020) e
ambos refletem o ambiente circundante imediato, tais como as condigdes de crescimento

da planta e do seu contexto ambiental (Leghissa, Hildenbrand, & Schug, 2017).

Para o presente trabalho, foi considerada a classificagdo taxondomica de McPartland e
Small ( 2020) em relagdo as subespécies da candbis, pela sua atualidade e forma de
justificacdo das escolhas tomadas com base na sua revisao e elevado nimero de plantas
analisadas. Tendo por base os precedentes estabelecidos por Small e Cronquist (1976),
que ndo so criaram o conceito de uma espécie singular, sativa, como ainda reconheceram
4 Cannabis taxa, segregando pelo conteido de THC (subespécies) e na sua fase de

domesticacao.

Os estudos intensivos de McPartland e Small permitiram-lhes desenvolver uma chave
dicotémica para as 4 variedades da C. sativa subsp. Indica, utilizando carateristicas
taxondmicas que incluiram aspetos morfologicos, fitoquimicos, genéticos, e relagdes
hospedeiro-parasitas. As quatro variedades reconhecidas atualmente, sdo indica e
himalayensis, afgahnica e asperrima (referida também como kafiristanica) (Figura 2).
As duas primeiras usualmente apresentam um racio THC/CBD >7 e um perfil de terpenos
normalmente sem alcoois sesquiterpenos, aroma fresco e “prazeroso”. As folhas frescas
sdao de um verde mais escuro, e as inflorescéncias femininas produzem umas “cabegas”
maiores. Ja as variantes afgahnica e asperrima caraterizam-se por um racio THC/CBD
<7, possuindo alcoois sesquiterpenos € com um aroma acre e “fedorento”. Estas plantas
atingem mais de 2 metros, ao contrario do grupo anterior. Para a descri¢ao total e

pormenorizada, consultar a chave dicotomica da literatura.
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O racio THC/CBD normalmente bastante superior a 7 ¢ atribuido a variedade indica,
sendo esta doméstica do Sul Asidtico. Uma base protuberante facilmente desarticulavel
das plantas ¢ caracteristica da himalayensis, tipo selvagem do sul da Asia. Dentro do
segundo grupo descrito, a variedade afghanica distingue-se da asperrima pelo racio
THC/CBD ser normalmente menor que 2 na segunda variedade, bem como a presenca de

uma base protuberante, facilmente desarticuldvel das plantas. Ambas atribuidas a Asia

Central, a afghanica sendo doméstica e a asperrima a selvagem (Hillig & Mahlberg,

r“i

N\

2004).

-~

‘“.ﬂ o

Figura 2 - As variedades de C. sativa subs. indica. Da esquerda para a direita, var. indica, var.
himalayensis, var. afghanica e var. asperrima. Adaptado de (McPartland,2020)

Esta classificacdo vai de encontro aos estudos genéticos realizados, como o de Willig e
Mahlberg, que em 2004 ja atribuiam quatro biotipos a C. indica e dois a C. sativa, com

niveis de THC significativamente maiores nas C. indica (Hillig & Mahlberg, 2004).

Em contraste com as variedades da subespécie indica, que crescem principalmente no
continente asiatico, Small e Cronquist referem as plantas da subespécie sativa como
sendo comuns na América do Norte, Europa, e Asia, com um potencial intoxicante
limitado, contendo <0.3% THC. Atribui o nome sativa a variedade doméstica da
subespécie sativa, e spontanea a selvagem, sendo que esta ultima possui uma zona basal

definitiva, curta e contida (Small & Cronquist, 1976).

Ou seja, fazendo a ponte entre a classificagdo botanica e os termos populares, “Sativa” ¢
na verdade C. sativa subsp. indica var. indica e “Indica” ¢ a variedade C. sativa subsp.

indica var. afghanica.

18/102



Determinagdo do teor de Canabinoides a partir de material vegetal por Cromatografia Liquida acoplada a um
detetor de matriz de foto-diodos

1.3.Canabinoides

O termo ‘“canabinoide” originalmente referia-se ao grupo de compostos fenolicos
prenilados de candbis. Atualmente engloba qualquer ligante capaz de se ligar
especificamente aos recetores canabinoides humanos (CB1 e CB2) (Hanus et al., 2016).
Esta definicdo inclui igualmente canabinoides produzidos de forma endogena
(endocanabinoides), sem semelhanga estrutural com os seus homodlogos terpeno-fendis
derivados de plantas — fitocanabinoides (Devane et al., 1992; Tahir et al., 2021). A
definicdo de fitocanabinoides foi igualmente atualizada para incluir qualquer composto
natural derivado de plantas que partilhe similaridade quimica com canabinoides e/ou seja
capaz de interagir diretamente com os recetores de canabinoides. Estes compostos podem
estar presentes em plantas floriferas (como Helichrysum umbraculigerum Less. da Africa
do Sul), em hepaticas (como Radula perrottetii), e em fungos (como micorrizas do género

Albatrellus) (Giilck & Moller, 2020; Hanus et al., 2016).

Tal como referido anteriormente, a canabis tem sido utilizada para fins medicinais,
recreativos e industriais. Possui um elevado nimero de compostos quimicos, sendo que
cerca de 144 (Pourseyed Lazarjani et al., 2020) se classificam como fitocanabinoides, os
principais responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas associadas a esta planta
(Hédener et al., 2019). Alguns estudos relatam a possibilidade de que a combina¢do dos
fitocanabinoides, terpenoides e outros fitoquimicos presentes na planta, proporciona uma
maior eficicia no tratamento da dor cronica quando comparada com a de formulagdes
orais de canabinoides isolados. No entanto, faltam dados experimentais definitivos que

sustentem este efeito sinergético (Walsh, McKinney, & Holmes, 2021).

As variantes desta planta podem classificar-se em fun¢do da concentracdo dos principais
canabinoides previamente referidos, sendo que o Escritorio das Nacdes Unidas sobre
Drogas e Crime (United Nations Office on Drugs and Crime — UNODC) estabelece dois
grandes quimiotipos, tendo por base a razdo entre as concentragdes nos canabinoides
principais (CBD, THC e CBN). Se a razdo entre a soma do THC+ CBN pelo CBD, for
superior a 1, atribui o termo “drug-type”, ou seja, considera-se uma substancia de abuso.
No caso de ser inferior a 1, definem que € uma planta da candbis para fins industriais

(UNODC, 2022).

Outros estudos sugerem ainda a atribuicdo de mais quimiotipos, bem como outra forma

de os definir, pela razao THCA/CBDA (Mandrioli et al., 2019). O quimiotipo I (“drug
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plants”), quando a razdo ¢ superior a 1; plantas que possuem um racio intermédio,
proximo de 1, classificam-se como pertencentes ao quimiotipo II; o quimiotipo III (“fiber
plants”) define-se por uma razao THCA/CBDA inferior a 1 (Dei Cas et al., 2020). Existe
ainda o quimiotipo IV, relativo as plantas cujo principal canabinoide ¢ o acido
canabigerolico (CBGA), e o quimiotipo V, relativo a plantas cujo teor em canabinoides ¢

bastante diminuto (Mandrioli et al., 2019).

E importante referir que Backer et al. (2012) determinaram que ndo é necessario esperar
pela floragdo das plantas para se distinguir entre os diferentes quimiotipos (canhamo e
canabis com concentracdes de THC ilegais). Nos seus estudos, as plantulas e rebentos de
canabis foram cultivadas, amostradas todas as semanas e analisados os 8 canabinoides
principais. O quimiotipo era reconhecivel em qualquer fase de desenvolvimento devido
as elevadas concentragdes totais de THC, mesmo no inicio do cultivo, com a maturacao

das plantas (De Backer et al., 2012).

1.3.1. Biossintese

A planta de canabis é capaz de produzir vérias dezenas de fitocanabinoides. E dentro dos
tricomas que estes sao enzimaticamente biossintetizados a partir do CBGA, o precursor
acido do canabigerol (CBG), o “composto made” de todos os fitocanabinoides
(Zivovinovic et al., 2018). Os fitocanabinoides representam um grupo de compostos
terpenofendlicos produzidos predominantemente na planta da canabis. Estes metabolitos
secundarios sdao biossintetizados como acidos carboxilicos aromaticos prenilados, e
embora quase nenhuma forma neutra surja em plantas frescas, os canabinoides em forma
acida, 95% da biomassa, podem converter-se nos seus homodlogos neutros por
descarboxilagcdo espontanea sob a influéncia da luz, calor ou armazenamento prolongado
(Tahir et al., 2021). A descarboxilagdo ocorre rapidamente acima dos 105°C, condigdo

esta obtida durante o processo de fumar ou cozinhar (Hartsel et al., 2016).

As moléculas de pirofosfato de geranilo (GPP) combinam-se com um de dois 4cidos. Para
criar o CBGA, ocorre a condensacao do acido olivetolico (OA) com o GPP, catalisada
por geranilo pirofosfato-olivetolato geranilo transferase (GOT), (Bergman et al., 2019;
Luo et al., 2019). Esta molécula de CBGA dé entdo origem ao conjunto dos canabinoides

mais conhecidos, com cadeia lateral de pentilo (Walsh et al., 2021).
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Uma vez sintetizado, o CBGA ¢ enzimaticamente convertido nas formas acidas dos
canabinoides. Na C. sativa, o CBGA ¢ ciclizado por vdarias monooxigenases,
nomeadamente THCA, CBDA e CBCA (acido canabicroménico) sintases (THCAS,
CBDAS e CBCAS) (Blatt-Janmaat & Qu, 2021).

Estas formas acidas, juntamente com o proprio CBGA, podem entdo ser descarboxilados
- um processo que implica a remocao dos seus acidos carboxilicos, expondo-os a luz e/ou
calor, para criar as moléculas de CBG, THC, CBC (canabicromeno) ¢ CBD. Com o
tempo, o THC pode converter-se em CBN, por oxida¢do ndo enzimatica (Bergman et al.,

2019; Russo & Marcu, 2017; Vladimir-Knezevi¢ et al., 2017).

Tanto o A’>-THCA como o CBDA sio produzidos com uma pureza 6tica superior a 95%.
O CBCA, contudo, apresenta uma relacdo de 5:1 de enantidmeros, possivelmente pela
CBCA sintase libertar o substrato antes da reag@o estar completa, resultando numa pureza

enantiomérica inferior (Morimoto et al. , 1997; Taura et al. , 2007).

O A%-THC, diferindo na localiza¢do de uma ligacdo dupla em relacio ao A’-THC, surge
em concentragdes muito baixas na canabis, por isomerizacdo (Giilck & Magller, 2020),
estando associado ao processo de envelhecimento da planta (Tahir et al., 2021). Este

processo encontra-se resumido na Figura 3.

GOT

0OA

Figura 3- Biossintese dos fitocanabinoides em estudo. A partir do GPP e do OA, ocorre a formag¢do do CBGA,
catalisada pela GOT. O A°- THCA e o CBDA formam-se através das respetivas enzimas, THCA sintase e CBDA
sintase. Estes canabinoides por descarboxilagdo ddo origem as formas neutras, o A°- THC e o CBD. Por sua vez,
o A°- THC, pode converter-se no seu isomero, o A8~ THC, ou em CBN por oxidagdo. Figura elaborada no
ChemDraw.
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1.3.1. Estrutura quimica dos fitocanabinoides

O grupo de compostos tipicamente com 21 carbonos, presentes na canabis, ¢ conhecido
como canabinoides e inclui os seus analogos assim como produtos de conversdo
(Brenneisen, 2007; ElSohly & Slade, 2005). Os canabinoides existem na planta
maioritariamente sob a forma de acidos, tendo na sua estrutura um acido carboxilico
ligado ao seu anel aromdatico. O comprimento distinto da cadeia lateral alquilica ¢
normalmente onde surge a variabilidade estrutural, variando entre um e cinco carbonos.
Os canabinoides mais comuns presentes na planta contém um grupo n-pentilo situado na
cadeia lateral (Figura 4). Também podem ser identificados, mas em menores quantidades

grupos, n-butilo, n-propilo, etilo e metilo na mesma cadeia lateral (Hartsel et al., 2016).

Figura 4- Estrutura de um canabinoide tipico de cadeia lateral n-pentil. Os canabinoides vdo variar no
que diz respeito ao dacido carboxilico (ausente nas formas neutras), cadeia lateral alquilica e ao grupo R
(alcool ou éter). Elaborado com recurso ao Marvin JS.

Com base na variagdo estrutural, Hanu§ e os seus colegas (2016) classificaram os
fitocanabinoides em 9 classes diferentes: tipo canabigerol (CBG), tipo canabicromeno
(CBC), tipo canabidiol (CBD), tipo tetrahidrocanabinol (THC), tipo canabinol (CBN),
tipo timilo, tipo canabielsoina (CBE), tipo canabiciclol (CBL) e ainda do tipo 8,9-
secomentilo (Blatt-Janmaat & Qu, 2021). Como referido anteriormente, nesta dissertacao
o foco serd nos 6 considerados canabinoides (A’ -THCA, A® -THC, A’ -THC, CBDA e
CBD e CBN), por serem os maioritarios na planta, ou seus procedentes, e neste capitulo

serdo por isso mais aprofundadas apenas as classes a que pertencem.

O CBD, como principal representante dos compostos do tipo canabidiol, foi isolado em
1940 (Appendino, 2020). O CBD e o seu correspondente acido sdo os canabinoides mais
abundantes no quimiotipo “fiber plant”. A literatura ainda ndo ¢ clara em relacdo a
interagdo do CBD com os recetores CB1 e CB2, sendo mais consensual a sua atua¢ao no

recetor serotoninérgico (5-HT1a) (Ji et al., 2020; Rock et al., 2020).

22/102



Determinagdo do teor de Canabinoides a partir de material vegetal por Cromatografia Liquida acoplada a um
detetor de matriz de foto-diodos

Os compostos do tipo tetrahidrocanabinol contém varias formas de canabinol (CBN) bi-
reduzidas, diferindo na localizacdo da ligacdo dupla restante, e na configuragdo dos
centros quirais. O constituinte mais proeminente desta subclasse é o A’ -THC, isolado em
1942 (Wollner et al., 1942), mas estruturalmente elucidado apenas em 1964 (Gaoni &
Mechoulam, 1964). Este tem a capacidade de se ligar aos dois recetores canabinoides,
sendo o CB1 o seu principal “alvo” (Jiet al., 2020; Rock et al., 2020). Outro representante
deste tipo é o A®-THC, isémero do A°’-THC, mais facil de sintetizar do que o este

(Bernhard et al., 2022; Lumir et al., 2016; Vladimir-Knezevi¢ et al., 2017).

O CBN e os seus derivados e analogos (tipo canabinol) sdo considerados artefactos
derivados da aromatizacdo oxidativa dos compostos do tipo THC correspondentes.
Nomeado pela primeira vez em 1896 (Wood, Spivey, & Easterfield, 1896), e a sua
estrutura elucidada em 1940 (Adams et al., 1940). A sua concentragdo em produtos de
canabis depende do tempo e das condi¢des de armazenamento a que sao sujeitos (Hadener
et al., 2019; Nadal et al., 2017). O CBN ¢ altamente estavel em relacdo a degradacdo
oxidativa, pelo que tem sido utilizado como marcador para a identificacdo de canabis

narcético em descobertas arqueoldgicas (Vladimir-Knezevi¢ et al., 2017).

1.4.Tipos de Amostra

Os produtos a base de canabis para consumo recreativo podem ser apresentados de
diversas formas, de acordo com a sua forma de obtencdo, bem como as partes
selecionadas. As amostras de interesse para o controlo analitico na determinacdo de
canabinoides podem ser englobadas em trés categorias principais, sendo elas canabis
herbaceo, resina de candbis e candbis em estado liquido (6leos), correspondendo estas aos

principais grupos de produtos ilicitos provenientes da canabis (UNODC, 2022).

O canabis herbaceo define-se como a floragao ou a frutificagdo da planta de canabis das
quais a resina ndo tenha sido extraida, sendo estas as partes da planta que contém teores
significativos de A’-THC (cerca de 10 a 12%) (UNODC, 2007; UNODC, 2009). No
entanto, podem incluir-se ainda as folhas de maior dimensdo localizadas a uma maior
distancia do topo da floragdo, tanto nas plantas masculinas como nas femininas. O
contetido de A’-THC presente nas folhas varia normalmente entre 1 e 2 %, sendo inferior
nas folhas da planta masculina, principalmente nas florescéncias, comparativamente a

planta feminina. O caule central, os caules laterais e as sementes cont€ém quantidades
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inferiores de THC face as folhas, podendo ser utilizados na produgdo dos dleos de canébis

(Dei Cas et al., 2020; UNODC, 2022).

Por sua vez, a resina de canabis refere-se a resina separada, em bruto ou purificada, obtida
a partir da planta (UNODC, 2007). As secregdes resinosas, produzidas nos tricomas
glandulares, podem ser recolhidas para criagdo de um produto concentrado, com um teor
de fitocanabinoides mais elevado, normalmente com especial interesse no A’-THC
(Nahar, Guo, & Sarker, 2020). Para além das secrecdes, a resina engloba um material
vegetal mais fino e surge como um po6 solto ou pegajoso prensado, dependendo do método
de producao (UNODC, 2022). Os canabinoides na forma &cida, presentes nas plantas
cultivadas no exterior, sofrem maior degradacdo face as que sao cultivadas num espago
interior. Como tal, apresentam maiores teores de THC e CBD. Por outro lado, as plantas
cultivadas num espago interior possuem uma maior capacidade de retengdo da resina,
levando a teores mais elevados destes canabinoides, sendo que esta concentragdo depende

ainda da variedade da planta (Aizpurua-Olaizola et al., 2014).

Por fim, o canébis liquido apresenta-se como um concentrado da planta, possuindo um
oleo vegetal na sua constituigdo, obtido pela aplicagdo de processos de extracdo na
canabis ou na sua resina, sendo produzido, normalmente, de forma a concentrar o teor em
A°-THC (UNODC, 2007), sendo reportado atualmente um valor mediano de 24% (p/p)
(EMCDDA, 2022). Geralmente, este produto apresenta uma colora¢do castanho-escura
ou verde e uma consisténcia semelhante a um 6leo espesso (UNODC, 2022). Este produto
inclui ainda os 6leos provenientes das sementes e 6leos essenciais de coloragao amarela

que nao possuem THC na sua constituicao (UNODC, 2009b).

1.5.Enquadramento Legal da Canabis Recreativa, Medicinal e

Industrial

1.5.1. Canabis Recreativa

A regulacdo legislativa que visa o controlo das substancias de abuso na Unido Europeia
baseia-se, essencialmente, nas Convencoes das Nacgdes Unidas de 1961, 1971 e 1988
(UNODC, 2013). E de salientar que todos os Estados-Membros da Unido Europeia sdo
partes integrantes destes tratados, pelo que sdo obrigados a atuar em conformidade com

os mesmos, ainda que possuam liberdade e competéncia para definir concretamente os
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procedimentos criminais e administrativos a adotar neste contexto. Estas convengdes
requerem o controlo legal de plantas pertencentes ao género Cannabis (referidas como
plantas de candbis), sendo que estas sao normalmente controladas quando apresentam a
capacidade de produzir niveis de A°>-THC passiveis de utilizagio para diferentes fins
(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), 2018). No
entanto, as leis relativas as penaliza¢des perante o uso e fornecimento ilegal de canébis
variam entre os diferentes paises. Em Portugal, a legislagdio de Combate a Droga,
materializada no Decreto-Lei n.° 15/93 de 22 de janeiro, determina que as folhas e
sumidades floridas ou frutificadas da planta Cannabis sativa L., a resina e o 6leo obtidos
a partir da mesma e as sementes da planta ndo destinadas a sementeira, bem como um
conjunto de isomeros do THC, destacando o A-9, se encontram sob controlo
(Procuradoria-Geral Distrital de Lisboa, 2021). O artigo 21.° do respetivo diploma
determina também que atividades como o cultivo, a producao, o fabrico, o transporte, a
venda, a compra e a disponibiliza¢ao a outro constituem crime, sendo puniveis com pena
de prisdo, de 4 a 12 anos. No entanto, através da Lei n.° 30/2000 de 29 de novembro, o
consumo, a aquisi¢do e a detengdo para consumo proprio dos elementos inicialmente
referidos encontram-se descriminalizados desde 2001 (Procuradoria-Geral Distrital de
Lisboa, 2000). Como tal, a pratica destes atos constitui uma contraordenacao, devendo o
produto identificado ndo exceder a quantidade necessaria para consumo individual num
intervalo de 10 dias (25 g, 5g e 2,5 g de folhas e sumidades floridas ou frutificadas, resina
e 6leo, respetivamente, de acordo com os limites méximos delineados no artigo 9.° da

Portaria n.° 94/96 de 26 de Margo) (Diario da Republica Eletronico, 1996).

1.5.2. Canabis Medicinal

De acordo com as Convengoes das Na¢des Unidas, as substancias de abuso sob controlo
internacional devem limitar-se, exclusivamente, a fins medicinais e cientificos (European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, 2018). Assim, os produtos derivados
da candbis para fins medicinais ndo sdo estritamente proibidos pela legislagao
internacional. Porém, a autorizacdo de prescri¢do, comercializacdo e consumo destes
produtos encontra-se sujeita a procedimentos legais especificos da responsabilidade da
autoridade definida pelo respetivo Estado-Membro (Comissao Europeia, 2001). Importa
salientar que nenhum Estado-Membro da Unido Europeia autoriza fumar canabis para

fins medicinais. Em Portugal, o quadro legal para a utilizacio de medicamentos,
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preparagdes e substancias a base da planta de canabis para fins medicinais ¢ fixado pela
Lein.° 33/2018 de 18 de julho, sendo esta regulada pelo Decreto-Lei n.° 8/2019 de 15 de
janeiro (Diario da Republica Eletronico, 2018, 2019). Nesta extensdo, medicamentos,
preparagdes e substancias a base da planta de canabis referem-se as folhas e sumidades
floridas ou frutificadas da planta, ao 6leo e outros extratos padronizados ou preparados
extraidos ou produzidos a partir da respetiva planta. De acordo com o artigo 2.° desta Lei,
estes produtos encontram-se sempre sujeitos a uma autorizagao emitida pela Autoridade
Nacional do Medicamento ¢ Produtos de Saude, I. P. (INFARMED, I.P.) (Diario da
Republica Eletrénico, 2018). Compete a esta autoridade determinar e supervisionar os
procedimentos inerentes a produgdo e utilizacdo dos mesmos, desde o seu cultivo e
fabrico a determinag¢do da sua adequabilidade para fins terapéuticos e medicinais,
aprovacdo dos contextos terapéuticos de aplicagdo, venda e entrega. As autorizacdes
necessarias para as atividades referidas devem ser requeridas ao INFARMED, como
estatuido no Decreto Regulamentar n.° 61/94 de 12 de outubro que visa estabelecer as
regras alusivas ao controlo do mercado licito das substancias e produtos constantes das
tabelas [ a VI do Decreto-Lei n.° 15/93 de 22 de janeiro (Diario da Republica Eletronico,
1994). No que concerne a prescrigdo, como estatuido no artigo 5.°, esta requer uma receita
médica especial emitida somente se as abordagens terapéuticas tradicionais com
medicamentos autorizados ndo produzirem os efeitos esperados ou se desencadearem
efeitos adversos relevantes (Didrio da Republica Eletronico, 2018). Salienta-se ainda que

a sua dispensa em farmacia so sucede perante apresentacdo da receita referida.

Até ao momento, o INFARMED autorizou a utilizagdo de apenas dois produtos derivados
da canabis para fins medicinais e terapéuticos, sendo estes o Sativex e o Tilray Flor Seca
THC. O Sativex, trata-se de uma solugdo para pulverizacdo bucal, que foi o primeiro
medicamento derivado da candbis aprovado em Portugal (Infarmed, 2022). Apesar da
aprovacao da sua comparticipagdo soO ter ocorrido em 2018, este medicamento, que se
encontrava limitado ao uso hospitalar, € comercializado em Portugal desde 2012 (Ordem
dos Farmacéuticos, 2015). Este produto ¢ vendido sob a forma de frascos nebulizadores
de 10 mL e ¢ utilizado para melhorar os sintomas associados a rigidez muscular
(espasticidade) resultante da esclerose multipla. Os seus principios ativos, o A’-THC e o
CBD, apresentam-se numa dosagem de 27 mg/mL e 25 mg/mL, respetivamente
(Infarmed, 2022). J& em 2021, o INFARMED aprovou o Tilray Flor Seca THC 18,

consistindo este numa preparacdo de origem vegetal para inalagcdo por vaporizagdo com
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dispositivo médico certificado (Infarmed, 2021). O produto ¢ vendido numa embalagem
que contém 15 g de flores secas da planta fémea de Cannabis sativa L., estando indicado
para uma série de contextos terapéuticos, tais como nauseas ¢ vomitos resultantes da
quimioterapia, estimulacao do apetite nos cuidados paliativos de doentes oncologicos ou
portadores de SIDA, dor cronica, entre outros. Possui os mesmos principios ativos que o
Sativex, porém o seu teor de A>-THC (18 %) é bastante superior ao verificado de CBD

(1%) (Infarmed, 2021).

1.5.3. Canabis Industrial

De acordo com o ponto 6 do artigo 32.° do Regulamento (UE) N.° 1307/2013 de 17 de
dezembro, o cultivo e fornecimento das variedades de plantas de candbis € permitido para
fins industriais desde que estas ndo apresentem niveis de THC superiores a 0,2% (p/p)
(Jornal Oficial da Unido Europeia, 2013a). No seguimento deste limite, o artigo 189.°
presente no Regulamento (UE) N.° 1308/2013, alusivo ao estabelecimento da organizacao
comum dos mercados dos produtos agricolas, define que a importacdo de canhamo em
bruto e das suas sementes para sementeira ¢ permitida desde que o cumprimento do nivel
de THC referido esteja assegurado (Jornal Oficial da Unido Europeia, 2013b).
Considerando o risco de dissimulacdo de culturas ilicitas, o Regulamento (UE) N.°
1307/2013 ressalva que os pagamentos definidos devem ser prestados exclusivamente
face a culturas sobre as quais existam garantias relativas ao teor de substancias
psicotropicas. Para tal, recomenda a defini¢do de procedimentos de averiguacdo das
variedades de cdnhamo e dos respetivos conteudos de THC (Jornal Oficial da Unido
Europeia, 2013a). Em Portugal, devido ao crescente interesse no seu cultivo para
producao de fibras, sementes e outros produtos de interesse agroindustrial, alterou-se o
Decreto Regulamentar n.° 61/94 de 12 de outubro, através da redacdo do Decreto
Regulamentar n.° 2/2020 de 4 de agosto, para estabelecimento do regime de autorizagdo
do cultivo e exploragdo industrial de variedades de cdnhamo (Didrio da Republica
Eletronico, 2020a). De acordo com o ponto 4 do artigo 13.° do Decreto Regulamentar n.°
2/2020, o controlo do cultivo de canhamo para fins industriais e alimentares recai sobre
o Instituto de Financiamento da Agricultura e Pescas, I.P., coadjuvado pela Policia
Judiciaria, a Guarda Nacional Republicana e a Policia de Seguranga Publica,

encontrando-se as competéncias definidas no Despacho n.° 10953/2020 de 9 de novembro
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(Diario da Republica Eletronico, 2020b). A autorizagdo necessaria para esta atividade

deve ser requerida a Direcao-Geral de Alimentacdo Veterinaria.

Ja os alimentos derivados da planta, autorizados para ser comercializados na Unido
Europeia necessitam de ser provenientes exclusivamente das sementes do canhamo com
teor THC dentro do limite estabelecido (0,2%), nomeadamente 6leo de sementes, proteina
de canhamo, farinha de cAnhamo, e desde que nao apresentem na sua rotulagem alegacdes
de satde e propriedades terapéuticas (ASAE, 2019). Como se inserem na categoria de
novos alimentos, de acordo com o Regulamento (UE) n® 2015/2283 de 25 de novembro,
para poderem ser colocados no mercado terdo de passar pelo procedimento de
autorizacdo, sendo necessaria uma realizar analise de risco pela Autoridade de Seguranca
Alimentar Europeia (EFSA) (Jornal Oficial da Unido Europeia, 2015). No ano de 2019,
a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdémica (ASAE), nas suas acdes de
fiscalizagcdo a nivel nacional, nos apenas 50 operadores econdémicos inspecionados,
apreendeu produtos num valor superior a 15000€. As principais infracdes reportadas
remetem para a falsificacdo de géneros alimenticios por adi¢do de substancias ndo
autorizadas, irregularidades de rotulagem e ainda a auséncia de notificagdo a autoridade

competente (ASAE, 2019).

1.6.Principais Canabinoides Sujeitos a Controlo

Considerando o0s aspetos supramencionados, referentes as propriedades dos
fitocanabinoides e a sua regulamentacio legal, verifica-se que o controlo do A’-THC e do
seu percursor acido ¢ de extrema importancia. A par destes, destacam-se o CBD, tanto
devido as suas propriedades de interesse terapéutico como para o estabelecimento da
razao entre as concentragdes deste € do THC na planta, o seu percursor acido (utilizado
para a determinacio do racio THCA/CBDA), e ainda o CBN e o A*-THC, visto que estes
canabinoides derivam do A°~THC (Borille et al., 2017; Hidener et al., 2019). Para além
disso, o A®-THC foi considerado recentemente uma NPS (New Psychoative Substance),
termo definido pela UNODC como substancias de abuso ndo controladas pelas
convencdes de 1961 ou de 1971, mas que podem representar uma ameaga para a saude
publica (UNODC, 2019). O termo "novo" ndo remete necessariamente a uma nova

criagdo ou descoberta, mas a substincias que se tornaram recentemente disponiveis no
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mercado. O A3-THC tem sido reportado em varios produtos, apresentado de diversas

formas (Bernhard et al., 2022; Meechan-Atrash & Rahman, 2022).

1.7.Determinaciao do teor de Canabinoides na planta da canabis

1.7.1. Preparacao da Amostra

Para o doseamento de canabinoides em material de origem vegetal ¢ necessario realizar
um passo de prepara¢do da amostra antes da andlise instrumental. No caso do candbis
herbaceo, o material vegetal fresco (humido) ¢ seco ao ar, a temperatura ambiente,
durante vérios dias ou, alternativamente, a 40 °C num forno apropriado até as folhas se
tornarem quebradicas (Fekete et al., 2018; Hadener et al., 2019). Concluido este processo,
as flores e folhas secas sdo grosseiramente selecionadas e pulverizadas. Se a amostra se
tratar de resina de candbis, esta ¢ reduzida a pequenos pedagos. No entanto, se a sua
consisténcia for pegajosa, a amostra ¢ arrefecida com azoto liquido e imediatamente
pulverizada (Thomsen et al., 2019; UNODC, 2022). Relativamente aos 6leos de canabis,
¢ comum realizar-se uma simples diluicdo da amostra com etanol ou metanol, ndo
requerendo uma etapa de preparacdo mais complexa e trabalhosa (Calvi et al., 2018;
Casiraghi et al., 2018; UNODC, 2009b). No entanto, ¢ de realcar os estudos de Namdar
et al., que se focaram nos diversos fatores que influenciam a composi¢ao quimica obtido
do extrato, como a polaridade do solvente utilizado para a extragdo, os processos de
secagem e métodos de separagdo. Verificaram ainda que independentemente dos métodos
de extracdo e andlise aplicados, as quantidades de canabinoides e terpenoides nas
inflorescéncias diminuiam com a posicao da inflorescéncia colhida. Ou seja, quao mais
para baixo no caule estd a inflorescéncia, menos quantidade de compostos ela terad

(Namdar et al., 2018).

1.7.2. Testes Presuntivos

Para uma andlise preliminar, ndo quantitativa, que indicara a possibilidade da presenca
dos principais canabinoides, os testes colorimétricos sdo a técnica mais utilizada. Por
outro lado, para uma analise preliminar semi-quantitativa do teor de canabinoides em
extratos de origem vegetal pode também ser empregue a cromatografia em camada fina

(TLC) (UNODC, 2022). Nesta técnica, a fase estacionaria ¢ uma fina camada de material
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adsorvente, geralmente silica gel, revestida numa superficie de placa inerte, tipicamente
de aluminio. A amostra ¢ colocada na placa TLC e esta é posicionada verticalmente numa
camara fechada com um solvente organico, a fase movel. A fase modvel elui na placa por
forgas capilares e os componentes da amostra, com base nas suas afinidades diferenciais
para as fases estacionaria e movel, migram distancias variaveis, conforme a sua retencao.
A sua identificacdo assenta na comparacdo entre os valores dos fatores de retengdo (Rf)
de solucdes padrao de canabinoides com os valores obtidos para as amostras em analise

(Skoog, Holler, & Crouch, 2017).

1.7.2.1. Testes Colorimétricos- Fast Blue BB

Os testes colorimétricos desenvolvidos para a dete¢do de candbis encontram-se entre 0s
testes colorimétricos mais especificos disponiveis. Neste sentido, a UNODC estabeleceu
trés testes colorimétricos para a andlise presuntiva de canabinoides, sendo estes o Fast
Corinth V Salt, o Fast Blue BB Salt e o Rapid Duquenois (teste de Duquenois-Levine)
(Garrido, Ribeiro, & de Moura Neto, 2013; UNODC, 2009b). Na preseng¢a de canabis, os
dois primeiros testes originam uma coloragdo roxa avermelhada, enquanto o terceiro teste
resulta numa cor roxa (UNODC, 2009b). Tratando-se de um teste presuntivo, importa
salientar que o resultado ¢ somente uma indicagdo da possivel presen¢a de canabis no
material sob analise. Como tal, a realizagdo de uma analise, baseada numa técnica
confirmatoria, com maior poder discriminatorio revela-se imprescindivel para confirmar

o resultado previamente obtido.

O teste Fast Blue BB Salt consiste na aplicagdo de um solvente extrator, éter de petréleo,
num primeiro filtro de papel. Num segundo filtro, ¢ aplicado o sal Fast Blue BB, que
reage com a amostra, € uma solu¢do aquosa de bicarbonato de so6dio que garante
condigdes basicas. Foi determinado por (Acosta & Almirall, 2021) que, em condi¢des
bésicas, o A>-THC torna-se um anidio fenolato e que este anidio “ataca” o grupo diazo (dois
azotos ligados) no sal Fast Blue BB na posi¢ao para, formando o croméforo (vermelho).
Um deslocamento batocromico - alteracdo da posicdo da banda espetral para um
comprimento de onda maior, resulta da conjugacdo prolongada no cromoéforo e da
transicao causada pelos eletrdes do grupo diazo do sal (Clarke, 2011; Pavia, Lampman,

Kriz, & Vyvyan, 2013; UNODC, 2022). Para o CBD a reagdo ¢ semelhante, porém o
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deslocamento ¢ menor, originando um tom alaranjado, como pode ser observado na

Figura 5 (Acosta, Li, Weaver, Capote, & Perr, 2022).

= CBD+FBBB

THC+FBBB @88 Hemp+FBBB

Figura 5 - Exemplo de resultados obtidos com a aplica¢do do teste Fast Blue BB salt (FBBB). O CBD e a
amostra de canhamo obtiveram uma cor laranja, enquanto o A9-THC produz uma cor avermelhada.
Adaptado de (Acosta. A; Almirall. J, 2021).

1.7.3. Técnicas de Extracao

Relativamente ao canabis herbaceo, a matriz mais referida na determinacdo de
canabinoides em material vegetal, a técnica de extragdo mais aplicada é a extragdo so6lido-
liquido (LSE), usualmente assistida de sonicacdo (Aizpurua-Olaizola et al., 2014;
Hédener et al., 2019). Este procedimento envolve a utilizacdo de um solvente apropriado
para o qual os canabinoides possuam elevada afinidade (Mandrioli et al., 2019;
Nemeskalova et al., 2020). Relativamente ao procedimento de extragdo em resina, a LSE
¢ também amplamente utilizada, bem como o recurso a sonicac¢ao (Ferrer & Thurman,
2020). Relativamente aos 6leos derivados da canabis, ¢ comum recorrer-se a LLE
(Carcieri et al., 2017) porém, a dilui¢do referida anteriormente pode ser suficiente para
alcangar os objetivos analiticos (Casiraghi et al., 2018). A extracdo dos canabinoides nas
suas formas acidas e neutras pode executar-se com recurso a um Unico solvente organico
comum ou a uma mistura destes. O etanol e o metanol sdo os solventes mais empregues,
tanto isolados como em misturas, apresentando uma elevada eficiéncia devido a grande
afinidade com a estrutura molecular dos canabinoides (Borille et al., 2017; Dei Cas et al.,
2020; Nahar, Onder, & Sarker, 2020). Alguns dos solventes tipicamente utilizados em

conjugacao com estes alcoois sdo o cloroférmio, o hexano e a acetona (Cardenia et al.,
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2018; Hadener et al., 2019; UNODC, 2022; Wang et al., 2017). Quando o alvo da analise
sdo os canabinoides na forma acida, ¢ necessario efetuar a extracdo a temperatura
ambiente, garantindo que nao ocorre a sua conversao nas respetivas formas neutras. € com
ela, a alteracdo da constituicdo da amostra. Mais recentemente, t€ém vindo a aplicar-se
novas técnicas de extracdo para canabinoides em material vegetal, destacando-se a
microextragdo de fase solida (SPME) (Calvi et al., 2018; Ferrer & Thurman, 2020) ¢ a
extracdo por fluido supercritico (SFE) (Aizpurua-Olaizola et al., 2014; Citti et al., 2018;
Nabhar, Guo, & Sarker, 2020).

1.7.4. Métodos e Condicoes de Analise

O termo “cromatografia” foi apresentado e primeiramente utilizado pelo botanico russo
Mikhail S. Tswett em 1906, quando empregou a técnica para separar diversos pigmentos
de plantas através da passagem de solu¢des numa coluna de vidro empacotada com
carbonato de sddio. As espécies separadas surgiam como bandas coradas na coluna
surgindo o termo “cromatografia”, do grego “chroma” - cor e “graphein” - escrita (Ettre

& Hinshaw, 2008).

1.7.4.1. Técnicas Cromatograficas: Descricao Geral

As técnicas cromatograficas t€m sido as técnicas de separagcdo mais utilizadas devido a
grande necessidade de métodos capazes de caraterizar diversos tipos de misturas
complexas. Assim, a cromatografia tem tido um papel decisivo nas diversas descobertas

cientificas(Miller, 2009; Skoog et al., 2017).

Em todas as separagdes cromatograficas, a amostra ¢ dissolvida numa fase moével, que
pode ser um gas, um liquido, ou um fluido supercritico. Esta fase mdvel ¢ entdo for¢ada
através de uma fase estacionaria imiscivel, fixada numa coluna ou numa superficie solida
(Fanali et al., 2013). As duas fases sdo escolhidas de modo que os componentes da
amostra se distribuam entre as fases movel e estacionaria de forma diferente. Os
componentes fortemente retidos pela fase estaciondria movem-se mais lentamente com o
fluxo da fase movel, ao contrario dos menos retidos. Devido a estas diferencas de
migracao, os componentes da amostra separam-se em bandas distintas, permitindo a sua

analise qualitativa e quantitativamente (Harris, 2010; Skoog et al., 2017).
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1.7.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida (LC) ¢ um método de separagdo cromatografica baseada na
diferenga na distribui¢do dos compostos entre duas fases ndo misciveis, em que a fase
movel € um liquido que transita através de uma fase estaciondria contida numa coluna
(Akram & Umamahesh, 2018). Na cromatografia em fase liquida em coluna classica, o
movimento da fase movel ocorre por acdo da gravidade, sendo a separacao lenta. No
entanto, com recurso @ moderna instrumentagdo cromatografica, a cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia (HPLC) permite obter uma melhor resolugdo para além de maior
rapidez de andlise, sendo considerada a mais versatil e a mais usada para a separagdo de

compostos.

Especificamente nos estudos de canabinoides, na constitui¢ao da fase mével a utilizagao
de acetonitrilo (Mandrioli et al., 2019) ou metanol (Nemeskalova et al., 2020) com a
conjugagdo com agua e uma pequena percentagem, geralmente 0,1%, de acido formico
(Aizpurua-Olaizola et al., 2014; Hadener et al., 2019) ou acido acético (Nahar, Onder, et

al., 2020) sao as mais referidas.

Em relacdo a sua classificagdo, no que reporta aos mecanismos de separacdo, as
variedades incluem a partigdo (cromatografia L-L), adsorcdo (cromatografia S-L),
permuta idnica (cromatografia idnica), cromatografia de afinidade, e ainda a
cromatografia exclusdo molecular (Akram & Umamahesh, 2018; Skoog et al., 2017),

sendo que a HPLC utilizada todos estes processos de distribuicao.

Os principais componentes de um sistema de HPLC sdo compostos por uma bomba que
propulsiona o eluente proveniente de reservatorios, um sistema de injecdo onde a amostra
¢ introduzida, uma coluna onde ocorre a separagcdo e um detetor que permite registar a
separacao, controlados por um software. A Figura 6 ilustra um esquema simplificado de
um sistema de HPLC convencional, podendo ainda conter coletores de fragdes,

dispositivos para condicionamento da coluna (termostato), pré-coluna, entre outros.
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Figura 6 - Breve esquema dos constituintes de um sistema de HPLC. Elaborado no BioRender.

O processo cromatografico comega com a inje¢do do soluto no sistema instrumental. A
separacao dos componentes ocorre quando os analitos ¢ a fase movel sao bombeados
através da coluna. Eventualmente, cada componente ¢ eluido da coluna e ¢é registado como
um pico. A detecdo dos componentes eluidos ¢ importante; podendo ser seletivo ou
universal, dependendo do detetor utilizado. A resposta do detetor a cada componente ¢
obtida, o cromatograma. Para recolher, armazenar e analisar os dados cromatograficos,
sdo utilizados frequentemente computadores, e outros equipamentos de processamento
de dados (Clarke, 2011). Para além da rece¢do e comunicacao de resultados do detetor,
os computadores permitem controlar configuragdes e operacdes cromatograficas (Akram

& Umamabhesh, 2018).

Em HPLC, os reservatorios para a fase movel devem ser o mais inertes possiveis,
equipados com um sistema que permita desgaseificar a fase movel, pois a analise pode
ser prejudicada pela presenga de gases dissolvidos na mesma. As analises por HPLC
podem ser efetuadas de duas formas, ou mantendo a composicdo constante ou variavel,
designando-se por eluicdo isocratica ou por gradiente, respetivamente (Skoog et al.,
2017). A maioria dos trabalhos com canabinoides, refere a utilizagdo de um gradiente de
eluicdo para obtencdo de uma resolucao satisfatéria na separagao (Aizpurua-Olaizola et
al., 2014; Dei Cas et al., 2020), existindo ainda alguns trabalhos empregando uma elui¢ao

isocratica (Borille et al., 2017; Chandra et al., 2017).

A fase movel € impulsionada por uma bomba, sendo as reciprocas as mais utilizadas,

podendo o sistema de funcionamento ser isocratico, bindrio ou quaternario. Para tal, ¢
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necessaria aplicacdo de altas pressdes, sendo que quanto menores sdao as particulas de

empacotamento utilizadas nas colunas, maior tera de ser a pressao (Clarke, 2011).

No sistema de inje¢ao, a amostra € introduzida com o auxilio de uma seringa convencional
e valvulas especiais que possibilitam grande precisdo e exatiddao. Existem dois modos de
inje¢do, 0 modo de injecao “stop-flow” e 0 modo de injecdo com sistema de “loop”, mais
comumente utilizado, sendo atualmente automético (Harris, 2010). E nas colunas

cromatograficas que a separagao dos varios analitos da amostra ocorre.

As colunas utilizadas em HPLC sdo vulgarmente em aco inoxidavel contendo um
enchimento com particulas de diametro compreendido entre 3 ¢ 5 um. As colunas
analiticas tém usualmente cerca de 5 a 25 cm em comprimento e 3 a 5 mm de diametro
interno. Dependendo do tipo de analise ou amostras a estudar, sao por vezes usadas pré-
colunas colocadas a entrada da coluna analitica, que t€ém como finalidade prolongar o seu
tempo de vida util, retendo eventuais impurezas. Consoante a polaridade das particulas
usadas no enchimento das colunas, estas podem ser classificadas como fase normal, para
um enchimento com particulas de carateristicas mais polares, ou como fase reversa,
quando as particulas apresentam carateristicas apolares, sendo as Ultimas as mais
vulgarmente usadas e referidas na determinac¢ao de canabinoides. Na sua grande maioria,
constituidas por metilo, octilo (C8) (Borille et al., 2017) e octadecilsilica (C18)
(Nemeskalova et al., 2020).

Os compostos separados na coluna cromatografica sao posteriormente detetados por um
dispositivo adequado. Ha uma grande variedade de sistemas de dete¢do que se baseiam
tanto em propriedades fisicas como nas propriedades quimicas dos solutos, podendo ainda
basear-se na variacdo das propriedades fisicas da fase movel como ¢, por exemplo, o
indice de refracdo. Um dos detetores mais comuns em HPLC ¢ o ultravioleta/visivel
(UV/Vis) (Mandrioli et al., 2019), podendo operar com comprimento de onda variavel ou
multiplo. Ultimamente, o recurso a detetores por rede de diodos (DAD), cujo
funcionamento possibilita o varrimento espetral em simultaneo, apresenta vantagens
qualitativas, em particular para identificacdo (Héadener et al., 2019). Outros detetores
muito usados sdo o de fluorescéncia, eletroquimico, condutividade e, na atualidade, o

acoplamento a espetrometria de massa (MS) (Harris, 2010; Swartz & Swartz, 2010).

Atualmente, os detetores Oticos sdo os mais utilizados em sistemas HPLC. A maioria das

aplicagdes na analise de drogas utilizam detetores que respondem a absor¢ao da radiagdo
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UV (ou luz visivel) pelo soluto a medida que este passa através da célula de fluxo. As
alteracdes de absor¢do sdo proporcionais a concentragdo, seguindo a Lei de Lambert-
Beer. Estes detetores oferecem boa sensibilidade com muitos compostos, nao sao afetados
por ligeiras flutuagdes no fluxo e na temperatura, € nao sao destrutivos, o que permite que
os solutos sejam posteriormente recolhidos e analisados, se desejado (Clarke, 2011;

Swartz & Swartz, 2010).

O DAD ¢ um tipo avancado de detetor UV-Vis. Dependendo do comprimento de onda,
uma lampada de tungsténio e uma ldmpada de deutério sdo utilizadas como fontes de luz.
O feixe de luz policromatico ¢ focado numa célula de fluxo e subsequentemente disperso
por uma grelha holografica ou prisma de quartzo. A luz espetral chega entdo a um “chip”
que contém 100-1000 diodos fotossensiveis dispostos lado a lado. Cada diodo regista
apenas uma fragao definida da informagao permitindo que todos os comprimentos de
onda sejam medidos ao mesmo tempo. No final da execu¢do, um cromatograma
tridimensional ¢ armazenado no computador e¢ pode ser avaliado qualitativa e
quantitativamente. O conhecimento dos espectros dos compostos de interesse permite
eliminar os picos de interferéncia de modo que uma quantifica¢do precisa dos picos de

interesse possa ser conseguida apesar de uma resolugdo inferior a 6tima (Clarke, 2011).

Ao contrario da cromatografia gasosa (GC), esta técnica nao sé € ndo destrutiva como
pode ser aplicada a compostos ndo volateis além dos semi-volateis, e ainda termicamente
instaveis (termolabeis). A maioria das separacdes dificeis sdo muitas vezes facilmente
atingidas por HPLC porque ambas as fases utilizadas participam no processo
cromatografico (em oposicao a apenas uma em GC), de forma a aumentar as interagdes
mais seletivas com as moléculas da amostra em estudo (Akram & Umamahesh, 2018).
No contexto da presente dissertacdo, a sua principal vantagem ¢ a capacidade de
separacgdo e quantificagdo de canabinoides, tanto na forma neutra como na forma 4cida,
sem necessidade de uma etapa de derivatizagao (Borille et al., 2017; Chandra et al., 2017;
Citti et al., 2018). Adicionalmente, a HPLC apresenta um risco de decomposi¢do da
amostra muito inferior, uma vez que sdo executadas a temperaturas menores, 0 que

permite a analise direta das formas 4cidas dos canabinoides extraidos da amostra.
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1.7.4.3. Aspetos teoricos

As técnicas cromatograficas podem ser classificadas pela sua configuragdo, pelo
mecanismo de separacdo que utilizam ou ainda pelo tipo de fase modvel. Pela
configura¢do- forma fisica de contacto entre as fases movel e estaciondria, existem a
forma planar, no qual a fase mdvel ¢ mantida num prato ou folha de papel e a fase mével
move-se por capilaridade ou gravidade, ou em coluna, no qual a fase estacionaria ¢
mantida num tubo estreito pelo qual a fase movel € forcada a passar, sob pressdao. No que
reporta aos mecanismos de separagdo, o processo de distribui¢do pode basear-se na
particdo, adsor¢do, permuta ionica, afinidade, e ainda exclusdo molecular. Se a
classificagdo tiver por base o tipo de fase movel, existem trés categorias gerais de
cromatografia, a GC, a LC e a cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). A HPLC e a
GC encontram-se sob constante desenvolvimento, sendo técnicas utilizadas em diversas
areas tais como quimica, biologia, medicina, farmacéutica, controlo de qualidade, entre

muitas outras (Clarke, 2011; Skoog et al., 2017).

A separagdo entre os componentes resulta em diferencas de velocidade ocorridas pela
fase movel que ocorrem devido a diferencas de interacdo com a fase estaciondria,
promovendo diferentes distribuicdes no equilibrio entre as fases. As concentracdes
relativas de um componente na fase estacionaria (cs) e na fase movel (cm) relacionam-se
através do coeficiente de distribuicdo (K), dado pela seguinte equacao (1) (Skoog et al.,

2017):
K=— (1)

Quanto maior for o valor de cs, maior serd o valor de K, ou seja, maior serd a interagao
com a fase estacionaria. Os componentes com um valor de K elevado irdo mover-se mais
lentamente ao longo da coluna, permitindo a sua separacdo dos componentes com um

valor de K mais baixo.
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A separacgdo nao advém sem diferengas na forma como os componentes se repartem. A
migragdo diferencial depende de varidveis experimentais que afetam a distribui¢ao, como
as carateristicas das fases movel e estacionaria, bem como de outros fatores
experimentais. A fase movel ou um composto nao retido, chega ao detetor quase
imediatamente assim que a elui¢do se inicia, sendo eluido num tempo morto (tm),
enquanto um composto retido eluira posteriormente, atravessando a coluna num tempo
de retengao (tr) superior, sendo o tempo de retencao relativo (t’; ou t) o tempo adicional
que o composto fica na fase estacionaria, além do exigido pelo solvente, Figura 7 (Harris,

2010).

Sinal do detetor

|

|

|

|

|

t Fase Movel

_— Composto
Injecao

Tempo ——

Figura 7 - Illustrag¢do do tempo morto (tm), do tempo de retengdo (tr) e de retengdo ajustado (tr’) num
cromatograma tipico. Adaptado de (Harris,2010).

Uma medida do grau de retencdo € representada pelo fator de reten¢@o ou de capacidade
(k) que pode ser calculado a partir da equagao (2), desde que a velocidade de fluxo seja

constante (Harris, 2010):

k' = br—tm 2)

tm
A separacdo de dois compostos adjacentes pode ser expressa pelo fator de separagdo ou
de seletividade (a), que esta relacionado com a fase estacionaria e condi¢des de operagao.
Obtém-se pela razao entre os fatores de capacidade de dois compostos adjacentes (1 e 2),

equagdo (3) (Clarke, 2011): 3)
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A cromatografia ¢ um fenomeno de depende da transferéncia de massa, logo a eficiéncia
de uma coluna cromatografica, que exprime o nimero de equilibrios que ocorrem durante
a separacao, pode ser expressa quantitativamente pelo numero de pratos tedricos (N), e
correspondente altura equivalente (H ou HETP). A altura equivalente a um prato teorico,
pode entender-se como o segmento da coluna no qual o soluto alcanga o equilibrio entre
as fases movel e estaciondria. O nimero de pratos tedricos depende de L e de H, e

relacionam-se na equagao 4:
N=L/H 4

em que L representa o comprimento da coluna cromatografica. A cada prato tedrico
corresponde um fenoémeno de adsor¢do-dessor¢do dos componentes da amostra, entre a

fase estacionaria e a fase movel. Assim, quanto menor for o valor de H, maior sera o valor

de N (Martin & Synge, 1941).

O valor de N ¢ normalmente calculado pela equagao (5), em que W ¢ a largura da base de
um pico simétrico:

2

N—16><(tR> 5
= v (5)

Assim, quanto maior for o N, maior serd a eficiéncia e, portanto, o potencial para separar

dois solutos, pela menor largura dos picos.

A teoria dos pratos tedricos possibilita uma descrigdo aproximada da separagdo
cromatografica. A nivel pratico, porém, pode ocorrer o alargamento dos picos ou bandas
devido a distintos processos de transporte de massa, os quais modificam a velocidade de
migra¢do das moléculas dos compostos no interior da coluna. Portanto, a equagdo de “Van
Deemter” descreve os fendmenos que ocorrem na coluna e que contribuem para a
dispersdo da banda (Skoog et al., 2017):

B
H=A+—+Cu, (6)
ux

Na equacdo 6, a constante A esta relacionada com a difusdo axial, ou seja, com os
diferentes percursos que um analito pode percorrer ao atravessar o empacotamento da
fase estacionaria. O termo B/ux resulta da difusdo molecular longitudinal, sendo esta a

dispersdo do soluto ao longo do comprimento da coluna — principalmente por difusdo na
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fase movel, sendo inversamente proporcional a velocidade linear (ux) (Edge, 2003;
Ibrahim & Ghanem, 2018). O termo Cux ¢ de transferéncia de massa e consiste no tempo
necessario para o equilibrio eluicdo/retengdo do soluto entre as fases moével e a

estaciondria, sendo diretamente proporcional a velocidade linear (ux).

Assim, para a LC, a eficiéncia da coluna- a capacidade de eluicdo com o minimo de
dispersdo do analito, deverd aumentar drasticamente com a diminui¢do do tamanho das

particulas do preenchimento da coluna e com a sua homogeneidade na mesma.

Tendo em conta que o objetivo das utilizagdes cromatograficas consta em separar todos
os componentes de uma dada mistura, ¢ relevante avaliar o grau de separagdo entre dois
picos adjacentes, designado por resolucao (Rs). Assim, a expressao que exprime a Rs em
termos dos seus trés fatores fundamentais, ou seja, seletividade (a), fator de capacidade

(k’) e eficiéncia (N), ¢ a equacao (7) (Harris, 2010):

Rs=ﬂx(“-1)x( K ) g

4 a K,+1

Para qualquer pico com formato gaussiano, considera-se uma separacdo completa ou
resolucdo entre eventuais picos adjacentes sempre que Rs seja superior ou igual a 1,5
(Skoog et al., 2017). O aumento do comprimento da coluna, com o associado aumento no
tempo de andlise, aumenta de forma pouco significativa a eficiéncia da separagdo. J4 um
modesto aumento na seletividade, tera um impacto mais significativo na resolucao

(Clarke, 2011).

1.8.0bjetivo da tese

Na presente dissertagdo, pretende-se descrever o desenvolvimento, otimiza¢do e
validagdo de uma metodologia de analise utilizada no controlo analitico de 6 principais
canabinoides, A>-THC e CBD, respetivas formas acidas, CBN e A® -THC, em material
vegetal da candbis. Para tal, recorreu-se a extracao solido-liquido apoiada pela sonicagao,
com posterior dete¢do e quantificagdo por HPLC-DAD. Adicionalmente, ¢ pretendido
analisar amostras reais, de forma a averiguar sobre o seu contetido de fitocanabinoides e
determinar o seu enquadramento legal, bem como a comparagao entre o rotulado e os

valores quantificados.
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2. Materiais e Métodos

A identificagdio e quantificagdo dos fitocanabinoides A’-tetrahidrocanabinol (A°-THC),
canabidiol (CBD), as suas respetivas formas acidas (THCA e CBDA), A%
tetrahidrocanabinol (A%-THC) bem como canabinol (CBN) por HPLC-DAD em material
vegetal da candbis requer processos de preparacao da amostra, extragdo dos componentes

da matriz, e posterior analise cromatografica.

2.1.Materiais

2.1.1. Reagentes quimicos e padroes analiticos

O etanol absoluto anidro (EtOH, 99,9 %) de qualidade para HPLC ¢ o 4cido férmico
(COOH, 99,0 %) foram fornecidos pela Carlo Erba (Franga), bem como o sulfato de soédio
anidro (99,0%) (Italia).

O metanol (MeOH, 99,9 %), acetonitrilo (ACN, 99,9 %), propan-2-ol (2-PrOH, 99,9 %)
de qualidade para HPLC foi obtido da Honeywell (Franga). O bicarbonato de sodio
(99,0%) foi obtido pela Merck (Alemanha). Ja o éter de petrdleo (95%) foi obtido pela
Sigma-Aldrich (Israel), bem como o sal Fast Blue BB (Alemanha). A dgua ultrapura tipo
I usada nos diversos ensaios foi obtida através de um sistema de purificagdo de agua

Sinergy-UV (Merck, Portugal).

Todos os materiais de referéncia certificados (CRM), ou seja, os canabinoides em
solucdo, A’-THC, CBD, A%-THC e CBN, em metanol ¢ A’-THCA, CBDA em
acetonitrilo, foram obtidos a Dr. Ehrenstorfer (Reino Unido) a uma concentragao de 1
mg/mL. A femprocumona (97,1%), utlizada como padrao interno (PI), foi também obtido
pela Dr. Ehrenstorfer (Reino Unido). A planta de lapulo seco foi adquirida pela Novadiet
(Espanha).

2.1.2. Material corrente e equipamento de laboratorio

Para o desenvolvimento da presente dissertagdo, além de material de vidro e de plastico
corrente de laboratdrio, foram igualmente usadas micropipetas de volume regulavel 2-20
uL, 20-200 pL e 100-1000 puL e respetivas pontas de polipropileno (Eppendorf Research,

Espanha), vials de vidro ambar de 1,5 mL, 2 mL, 4 mL e 12 mL, tampas seladas e outras
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com septo de borracha, bem como inserts de vidro de base afilada de 250 uL (Agilent

Technologies, Alemanha).

Foram ainda empregues filtros de papel (Wattman, Reino Unido) e filtros de membrana
de polietersulfona (PES) (Filter-Lab, Espanha) com 0,45 um de tamanho de poro. Os
filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) (13 mm, 0,2 um de tamanho de poro) foram
obtidos pela Wattman, Reino Unido. As extragdes foram efetuadas em banho de
ultrassons (TPC UC-1000 Ultrasonic Cleaner, 40 kHz, 180 W, EUA) com posterior
recurso a seringas esterilizadas de 10 mL (Terumo, Bélgica). As pesagens foram
efetuadas numa balanga analitica (Sartorius m-power AZ214, Alemanha) e as medic¢des
de pH num medidor de pH modelo pHM210, equipado com um elétrodo de vidro
combinado (MeterLab, Franca). Foi igualmente usado um vortex (“vortex-vib”’) modelo
7001725 (J.P. Selecta,50/60 Hz, Espanha), sistema de secagem por azoto (N2, 99,9%)
(NIPPON, Espanha) e uma hotte Bykg air segregation Equipment modelo BYKG-III
(Biobase Biodustry, China). Foram também utilizados um frigorifico combinado (4°C)
com compartimento de congelador -20 °C, (Whirpool CB333W, Portugal), e um
congelador vertical a temperaturas ultrabaixas (-80 °C, Panasonic MDF-DU500VH-PE,
Japao). O presente trabalho foi desenvolvido com recurso a um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia com detecao por rede de diodos (HPLC-DAD) da Agilent Technologies
(Alemanha). O sistema de HPLC-DAD era constituido por uma bomba quaternaria
(G1311A), um amostrador automdtico (G1313A), um compartimento da coluna
termostatizado (G1316A) e um DAD (G1315A). O registo de dados e controlo
instrumental foram efetuados a partir do software Clarity Chromatography Station
(versdo 7.4.1.88; DataApex). A separacdo cromatografica foi efetuada numa coluna

Kinetex C18 (com 150 x 4,6 mm, 2,6 um de tamanho de particula; Phenomenex, EUA).

O tratamento de dados foi efetuado com recurso a Minitab e ao Microsoft Excel. A
aplicacdo Minitab (versdao 17.1.0) € um software de andlise estatistica que oferece um
conjunto de ferramentas de analise de dados. Disponibiliza diferentes tipos de desenhos
experimentais, e permite obter graficos, tabelas e imagens representativas dos resultados

obtidos.

A aplicacao Microsoft Excel (versdo 2208), ¢ das mais utilizadas atualmente para recolha
e tratamento de dados, fazendo uso de folhas de calculo. Tem uma vasta gama de fungdes
fornecidas para responder a necessidades estatisticas, permitindo construir graficos para

diferentes fins.
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2.1.3. Amostras

As amostras de canabis utilizadas neste estudo foram obtidas em diversas lojas no

concelho de Almada (n = 10), de diferentes marcas, de forma a ter uma amostragem rapida

dos produtos disponiveis no mercado (Figura 8).

Figura 8- Exemplo da apresentagcdo de amostra herbacea (A7).

Outras amostras de canabis (n = 7) foram fornecidas pela Kosmicare, ao abrigo de um

protocolo existente com o Laboratorio de Ciéncias Forenses e Psicologicas Egas Moniz

(LCFPEM) datado a novembro de 2020. A Associacdo Kosmicare tem como uma das

suas principais missdes reduzir os riscos € minimizar os danos associados ao consumo de

substancias psicoativas licitas e ilicitas, nomeadamente através da prestacdo de um

servico que permite as pessoas que consomem substincias psicoativas analisarem

quimicamente os produtos para consumo e receberem informacdo objetiva e

aconselhamento sobre a composicao e os efeitos das mesmas (servigco de Drug Checking).

Todas as amostras foram armazenadas em coftre e preservado do sol e do calor, em vidro

ambar e cobertas com papel aluminio (Tabela 1).

Tabela 1- Listagem das amostras analisadas. Indicac¢do da forma como foram obtidas, a percentagem de
THC descrita no rotulo do produto, bem como outras informagoes e teores alegados.

Amostra Origem Tipo % THC Observacdes
descrita
Al Kosmicare Herbaceo
A2 Kosmicare Herbaceo
A3 Kosmicare Herbaceo Odor mais intenso, acre
A4 Kosmicare Herbaceo Amostra com mais de 6 anos
AS Loja Herbaceo  <0,2 % Rétulo a indicar: “CBD 10%”
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A6 Kosmicare Herbaceo

A7 Kosmicare Herbaceo

A8 Kosmicare Herbaceo Odor intenso

A9 Loja Herbaceo  <0,2 % Rotulo a indicar: “CBD+CBDA alto”

Al10 Loja Herbaceo  <0,2 % Rotulo a indicar: “4 a 9% CBD”

All Loja Herbaceo <0,2 % Rétulo a indicar: “6 a 8% CBD”’; odor adocicado

Al2 Loja Herbaceo  0.14% Rotulo a indicar: “Mix de flores outdoor.
Analise de laboratorio certificado.
CBDA:6.30%, CBD:0.07%, CBN:0.01%”

Al3 Loja Herbaceo  <0,2 % Roétulo a indicar: “CBD < 14%”

Al4 Loja Herbaceo  <0,2 % Rotulo a indicar: “CBD < 12%”

Al5 Loja Herbaceo  <0,2 % Rétulo a indicar: “CBD 18-20%"

B1 Loja Oleo “de <02 % Rétulo a indicar: “500 mg CBD”; “Testado em

canhamo” laboratérios”; 10 mL
B2 Loja Oleo <0,2 % Rotulo a indicar: “CBD oil 1000 mg”; “food

supplement”; 10 mL

As amostras herbaceas (A) e os 6leos (B) (Figura 9) obtidas nas lojas tém sempre a
indica¢do para “ndo destinado a consumo humano”, e algumas ainda “destinado a
utilizagdo técnica/colecionismo”. Todas garantem ser “canabis legal”, com um teor “legal
de THC”, algumas apresentando ainda resultados de “analises em laboratério”, como a
amostra A12 ou a A15. Refere-se ainda o controlo de qualidade a que sdo submetidas,

3

sendo “colhidas manualmente”, “100% organico” e “ndo contendo organismos

geneticamente modificados (GMO)”.

Figura 9- Rotulos de amostras herbacea (A) e de oleo de canabis (B). Referem o cumprimento
das leis e normas portuguesas e europeias, bem como um teor de THC inferior a 0,2%.
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2.2.Procedimento Experimental
2.2.1. Preparacio de Solug¢oes de trabalho

2.2.1.1. Calibradores

A reta de calibracdo foi elaborada com calibradores analisados em triplicado. A gama de
trabalho definida foi entre 0,5 pg/mL e 25,0 pg/mL, pelo que foram escolhidos 6 valores

para a sua construcao.

Cada calibrador (0,5; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 25,0 pg/mL) foi preparado individualmente a
partir de solugdes intermédias de mistura dos fitocanabinoides em estudo, evitando assim
a propagacao do erro, com recurso a micropipetas P20, P100, P200, P1000 e respetivas

pontas.

A partir de uma solucdo mistura com os 6 canabinoides, cada a 50,0 pg/mL, foram
preparadas as solucdes a 25,0 pg/mL, a 15,0 pg/mL e 10,0 pg/mL. A partir de uma
solugdo mistura a 10,0 pg/mL, foram preparadas as solugdes a 5,0 € 2,5 pg/mL. Por fim,
a solucdo a 0,5 pg/mL foi preparada partindo de uma solugdo mistura a 5,0 pg/mL, como

esquematizado na Figura 10.

Todas as solugdes foram aferidas com metanol (WHO, UNODC) e PT a 100 pg/mL, de
forma a obter uma concentragdo final de PI de 50,0 pg/mL em cada solucdo, e

posteriormente armazenadas e conservadas em frascos de vidro &mbar, nas temperaturas

Iti:i&f:;is ‘ | Calibradores J [nStZII'rl;g:jlgas | Calibradores J I.nstzll'rur?éﬁ:iis ‘ | calibradores \

u

—
U -

25,0 ng/mL .
o il b - i b
5,0 pg/mL
(R W — -—
soopgmL | 1sopgmL | 100 g - SougmL  05pgmL
—

- U

— 2.5 pg/mL

Figura 10-Esquema da prepara¢do dos seis calibradores a partir de solucoes intermédias. Aos calibradores foi

adicionado o PI e aferidos com metanol.
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recomendas para cada material de referéncia (-80°C no caso de misturas contendo A°-

THCA).

2.2.1.2. Solucao de PI a 1000 pg/mL

Para um frasco de vidro ambar de 2 mL, pesou-se 2 mg de femprocumon e adicionou-se
2 mL de metanol. De seguida, levou-se ao vortex. Caso o vortex ndo fosse suficiente para

solubilizar o composto, a solugdo era levada ao aparelho de ultrassons.
Solucio de femprocumona 100 pg/mL

Para um frasco de vidro ambar de 2 mL, transferiu-se 200 pL da solugdo de
femprocumona a 1000,0 pg/mL e adicionou-se 1,8 mL de metanol. De seguida, levou-se

ao vortex.
Solucao de femprocumona 50 pg/mL

Para um frasco de vidro ambar de 2 mL, transferiu-se 1 mL da solugdo de femprocumona

100 pg/mL e adiciona-se 1 mL de metanol. De seguida, levou-se ao vortex.

Todas as solugdes de PI foram armazenadas e conservadas no frigorifico a -4 °C em

frascos de vidro ambar, de acordo com as condi¢des recomendadas.

2.2.1.3. Controlos Positivos

De forma a garantir um controlo de qualidade do método desenvolvido, sdao utilizados
controlos positivos de diferentes concentragdes contendo os compostos em estudo, dentro
da gama de trabalho estabelecida. Foram definidos trés niveis, baixo (1,0 pg/mL), médio
(12,5 pg/mL) e alto (20,0 pg/mL). Os controlos foram realizados partindo de solucdes
intermédias de mistura com todos os canabinoides em estudo, utilizando uma solugdo a
50,0 pg/mL na preparagdo do controlo positivo médio e alto, e uma solucao a 10,0 pg/mL
na preparagdo do calibrador baixo, sempre com recurso a micropipetas e pontas
adequadas. Os controlos positivos foram armazenados e conservados a -80°C em frascos

de vidro ambar.
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2.2.1.4. Controlos Negativos e Branco de reagentes

Foram ainda preparadas solugdes de brancos para os ensaios de recuperagao e de todo o
processo de validagdo do método. Prepararam-se solu¢des da mesma forma descrita para
cada ensaio anterior, contendo apenas o solvente extrator (branco de reagentes), lipulo

fortificado apenas com PI e ainda lapulo sem fortificacao (controlos negativos).

2.2.2. Otimizacao do processo de extraciao

Para a otimizagdo do processo da extracao, foram avaliados varios parametros com
recurso a diferentes desenhos experimentais, de forma a facilitar o manuseamento,
diminuir a quantidade de solventes e de tempo despendido. Os pardmetros considerados
foram o tipo de solvente e volume de extrator, assim como o numero e tempo de extracao.
Os ensaios descritos nesta sec¢do foram elaborados com 50 mg da amostra A6 (3.1 € 3.2)
e utilizando a amostra A7 (3.3), de forma a ter em conta possiveis interferéncias da propria
matriz, e facilitando a analise dos resultados, sendo apenas necessario a comparacao entre
as areas dos picos para cada canabinoide presente nas amostras. A ordem dos ensaios foi

aleatdria, atribuida pelo proprio Minitab.
2.2.2.1. Escolha do solvente

ApoOs a construgdo inicial do método, utilizando uma amostra herbacea para o estudo
preliminar, foram realizados ensaios de canabinoides a partir do material vegetal.
Primeiramente, foi elaborado um desenho experimental com recurso a aplicagcdo Minitab.
Este consistiu num desenho de misturas com centroide simples, com recurso a trés

solventes.

De acordo com os atuais métodos recomendados pela UNODC para a andlise de
canabinoides (UNODC, 2022), na extracdo dos canabinoides neutros e acidicos, os
solventes polares sao os mais adequados, como o etanol e o metanol, sugerindo ainda
misturas de solventes, com cloroformio ou acetonitrilo (WHO, 2018). O cloroférmio nao
foi incluido neste estudo uma vez que a sua utiliza¢ao nao ¢ compativel com as condigdes
cromatograficas empregues, e pela adigdo de etapas analiticas desnecessaria. Desta
forma, foram selecionados o etanol, metanol e o acetonitrilo para o desenho de misturas,
com 3 componentes, testando extrair de material vegetal de canébis com diversas misturas

geradas pelo programa Minitab, os canabinoides em estudo.
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Tendo por base os métodos recomendados pela UNODC, o estudo para a determinagdo
do solvente extrator foi elaborado, seguindo o procedimento de extragdo, com trés ciclos
de 5 minutos de banho em ultrassons e com recurso a 10 segundos ao vortex entre eles.
O volume utilizado neste ensaio foi de 4 mL em 50 mg de amostra, uma vez que nos
estudos preliminares e de acordo com a literatura, foi determinado que uma quantidade
mais reduzida ¢ suficiente para a realizacdo da andlise proposta (Song et al., 2022;
Zivovinovic et al., 2018). No caso de o solvente extrator ser uma mistura, esta foi
preparada previamente num baldo volumétrico de 5 mL. A solugdo final foi filtrada
através de um filtro PTFE 0,2 um, e posteriormente 1 mL colocado num vial para

posterior analise instrumental.

O desenho experimental obtido encontra-se na Tabela A2 dos anexos.

2.2.2.2. Volume, nimero extracoes e tempo extracio

Apos a escolha do solvente, foi elaborado outro desenho experimental para determinar as
melhores condicdoes de extragdo. Neste caso, fez-se uso de um Desenho Fatorial
Completo, com dois fatores continuos (2 niveis cada) e um categorico (com 3 niveis). Os
fatores escolhidos foram o volume de solvente utilizado, o tempo de extracdo em

ultrassons e o nimero de extragdes empregues.

Os ensaios foram realizados em duplicado (24 ensaios no total), testando 3 mL e 10 mL
de solvente extrator acetonitrilo:etanol (50:50, v:v). Para o tempo de extracdo comparou-
se 1 minuto com 20 minutos, sendo este condicionado, bem como o volume, ao niimero

de ciclo extragoes (1, 2 ou 3), de acordo com a tabela A2 em anexo.

Assumindo como exemplo um ensaio com 3 ciclos de extracao, com 10 mL e 20 minutos,
em cada extracdo foram utilizados 3,33 mL por 6 minutos e 40 segundos. Apds o primeiro
ciclo, o solvente contendo os compostos ¢ transferido para um segundo vial de 12 mL, e
submete-se a amostra a uma segunda extracdo, nas mesmas condi¢cdes. No final de 3
extracdes, o volume total (10 mL) ¢ filtrado e parte do mesmo (1 mL) é posteriormente
analisado por cromatografia liquida, nas condi¢des descritas na respetiva sec¢dao. Nos
casos em que o volume final era de 3 mL, de forma a ser comparavel com os resultados
obtidos com 10 mL, apo6s a filtragdo descrita, a amostra foi diluida com solvente extrator,

obtendo o mesmo fator de dilui¢do para todas as andlises do estudo.
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2.2.2.3. Determinaciao do volume de extracio

Por fim, para a determinagdo do volume empregue em cada extracao foi elaborado um
ensaio em triplicado, com o solvente extrator e as condi¢des de extragdo previamente
determinadas. Foram considerados cinco valores entre 0,5 mL e 15,0 mL. No final de
cada filtragdo, parte do extrato era dissolvido de forma a todas as amostras apresentarem
no fim do processo o mesmo fator de dilui¢ao (50 mg em 15 mL), para ser possivel fazer
a sua comparacao. Os valores escolhidos foram 0,5 mL, 2 mL, 6 mL, 10 mL e 15 mL.
Neste parametro, a ordem dos ensaios foi determinada pela fun¢do Rand, do Microsoft

Excel.

2.2.3. Analise de o0leos de canabis

Tal como descrito no ponto 1.7.3, a técnica de extragdao mais referida na literatura para a
analise de 6leos derivados da canabis é a LLE ou uma simples dilui¢do. Para este tipo de
amostra, foram efetuados estudos de forma a determinar qual o solvente e 0 método mais

pratico e verde. Os ensaios descritos em seguida foram efetuados em duplicado.

Utilizando a amostra B1, foram testados diferentes solventes, bem como a diferencga entre
extracdo ou apenas uma diluicdo, com recurso ao vortex, para homogeneizagdo da

mistura.

2.2.4. Condicoes de operac¢ao instrumental para HPLC-DAD

De forma a conseguir as melhores condi¢des instrumentais por HPLC-DAD, os
canabinoides em estudo foram analisados individualmente com o propdsito de obter os
respetivos tempos de retencdo e espetros de UV/Vis. Os diferentes parametros foram
estudados, nomeadamente a composicao da fase movel, volume de injecdo, temperatura

para o acondicionamento da coluna, comprimentos de onda, entre outros.

A fase movel utilizada foi constituida por 75% acetonitrilo, 25% 4gua ultrapura com acido
formico a 0,1% (pH ~ 2,8). A mesma foi preparada com recurso a uma bomba de vacuo,

funil de Buchner, filtro PES e kitasato para filtragao dos solventes. A solugao filtrada foi
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colocada num frasco de schott esterilizado, levando a mesma ao banho de ultrassons por

15 minutos, com o intuito de desgaseificar a fase movel antes da sua utilizagao.

A coluna utilizada para a determinagdo e quantificacao de canabinoides foi a coluna de
fase reversa Kinetex 2,6 um C18 150 mm x 2.1 mm, no HPLC da Agilent 1100 Series,
acoplado a um detetor DAD. A fase movel constituida por 75% acetonitrilo, 25% agua
ultrapura com acido férmico a 0,1%, foi sempre desgaseificada antes de ser utilizada, com
recurso ao banho de ultrassons. A corrida cromatografica foi efetuada em modo
isocratico, com 30 minutos de corrida a 20°C. A detecao foi realizada com recurso ao
detetor de fotodiodos, nos comprimentos de onda de 230, 280, 254 e 320 nm, selecionados
previamente de acordo com revisdo bibliografica e confirmagdo da absorvancia maxima
dos espetros dos compostos (Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Song et al., 2022), sendo que
o comprimento de onda determinado e selecionado para a quantificagdo foi 230 nm. O

fluxo estabelecido foi de 0,5 mL/min, com um volume de inje¢do da amostra de 10 pL.
2.2.5. Recuperacio

De forma a economizar solventes, padrdes, materiais de referéncia e tempo de trabalho,
foram realizados ensaios para garantir que a recuperacao obtida permitisse considerar que
a fortificacdo em matriz ndo seria necessaria nos futuros ensaios (retas de calibragdo,

controlos positivos e validacao).

Foi efetuado um ensaio em triplicado, com lapulo (Humulus lupulus) como matriz de
substitui¢do, uma vez que esta planta ¢ similar a canabis, sendo ambas membros da
familia Cannabaceae, permitindo ter uma matriz similar, sem os elementos de estudo

presentes, os fitocanabinoides (Song et al., 2022; Zivovinovic et al., 2018).

Foram efetuadas fortificagdes em dois niveis de concentragdo, com os diferentes
canabinoides, no lupulo, bem como de PI, de forma a ser possivel normalizar os valores

obtidos no final do processo.

As fortificagdes foram efetuadas logo apos a maceragdo e pesagem de 50 mg de lupulo,
sendo submetido a todo o processo de extragdo, permitindo averiguar sobre o impacto de
cada etapa na recuperacdo dos compostos em analise. Como forma de controlo e
compara¢do com a matriz, foram também realizadas extracdes sem fortificacdo (com e

sem PI).

A recuperagdo foi calculada através da equacao 14:
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o . Sinaldas Fortificagbes % 100 (14)
CCUPeTasas = Sinal das Misturas Padrio

em que o Sinal das Fortificagdes corresponde a média das areas nos trés replicados, € o
Sinal das Misturas Padrao a média das areas dos mesmos compostos nas misturas padrao

feitas com a mesma concentragdo das fortificagoes.

Para além destes parametros, foi igualmente calculado o RSD da recuperagdo, da mesma
forma descrita anteriormente, por forma a avaliar as variagcdes que poderiam surgir (RSD

< 15,0 % foi considerado aceitavel).

2.2.6. Validac¢ao das metodologias analiticas

O processo de validacdo da metodologia aqui proposto foi realizado de forma a garantir
o cumprimento de diversos critérios considerados essenciais, tendo por base os principios
de orientagdo da UNODC e da Eurachem (Eurachem, 2014; UNODC, 2009a). Para tal,
foram efetuados ensaios com diferentes niveis de concentracao sob condig¢des otimizadas
para determinagdo da sensibilidade, seletividade, linearidade, precisdo, veracidade, gama
de trabalho, recuperagdo, repetibilidade e estabilidade. Como controlo, foram ainda
realizados ensaios em branco, utilizando metanol sem qualquer fortificacdo. Exceto
quando especificado, todos os ensaios relativos a estas validagdes foram efetuados em

triplicado.

2.2.6.1. Linearidade, sensibilidade e seletividade

A linearidade mede o qudo bem uma curva de calibracdo segue uma linha reta,

demonstrando que a resposta € proporcional a quantidade de analito (Harris, 2010).

Por forma a demonstrar a linearidade das diferentes metodologias desenvolvidas, foram
realizados diversos ensaios (seis pontos) recorrendo a diluigdo dos canabinoides em
estudo em metanol. Os resultados permitiram a producdo de curvas de regressao linear.
O critério de aceitacdo foi o coeficiente de determinacio (R?) ser superior a 0,99, os
graficos de residuos demonstrarem que o modelo ¢ adequado e apresentar

homocedasticidade. O R? foi calculado com recurso a fungdo “LINEST” do Excel.
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A linearidade foi igualmente avaliada empregando o teste “goodness-of-fit” (GoF), com

um intervalo de confianca de 95 %, equacao 8.

X - }7i)2/
_ MSSfactor — (p — 1) ®)
MSSyesiquais Z(yi - yi)Z/
(n—p)

Em que y; € o valor do sinal na concentragdo i; ¥; o valor médio do sinal dos replicados
na concentragdo i; ¥; o valor do sinal na concentragdo i, calculada a partir da curva de
calibracao; “n” representa o numero de concentragdes diferentes na curva de calibragao;

€69

e “p” o nimero de replicados por cada concentracdo diferente na curva de calibragao.

Para a averiguacdo da homocedasticidade, foi utilizado o teste estatistico F, para as

variancias.
oS5t ©.1)
calc 22
Fiap = (f1; 12;0,95) 9.2)

Em que S1? ¢ a varidncia das aliquotas fortificadas em concentragdo igual ao

calibrador de menor concentragio; S2? a varidncia das aliquotas fortificadas em
concentragdo igual ao calibrador de maior concentragdo; fi - graus de liberdade (n-1)
correspondentes ao primeiro conjunto de aliquotas; f> - graus de liberdade (n-1) do
segundo conjunto; 0,95 corresponde a um nivel de confianca de 95%. Quando o Feaic <
Ftab, a hipotese de homocedasticidade ¢ verdadeira, ou seja, ndo existe diferencas

estatisticamente significativas entre as variancias estudadas (equagdo 9.1 € 9.2).

Ja& a sensibilidade da metodologia, a sua capacidade de discriminar entre pequenas
diferencas na concentracdo do analito (Skoog et al., 2017), foi averiguada através dos
limites de detecao (LODs) e quantificagao (LOQs), para uma concentracdo na qual era
obtida uma razao sinal/ruido (S/N) de 3/1 e 10/1, respetivamente. O limite inferior de
quantificagdo (LLOQ) foi igualmente avaliado, tendo sido definido como o valor de
concentragdo mais baixo dentro dos niveis aceitdveis de veracidade e de precisdo,
correspondendo ao calibrador de concentragdo mais baixa. A seletividade de um método
analitico refere-se ao grau em que o método esta livre de interferéncia de outras espécies
contidas na matriz da amostra (Skoog et al., 2017). Foi avaliada através da verificagdo de

compostos interferentes presentes na matriz de substituicdo (lupulo), e nas proprias
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matrizes vegetais analisadas, verificando os cromatogramas resultantes para quaisquer
compostos interferentes, tendo especial ateng@o aos tempos de retencao carateristicos de
cada composto analisado. Para este caso, o critério de aceitacdo foi de que nenhum
composto interferente coeluisse nos tempos de retencdo dos compostos alvo em estudo.
A especificidade, ou seja, a capacidade de um método analitico distinguir o analito de
tudo o resto que possa estar na amostra, foi também assim considerada. Um requisito
razoavel de especificidade pode ser que haja uma separagao de linha de base da substancia
a analisar de todas as impurezas que possam estar presentes. A separagdo da linha de base
significa que o sinal do detetor regressa a sua linha de base antes que o proximo composto

chegue ao detetor.

2.2.6.2. Precisao e veracidade

A precisdo intermédia e veracidade intradias assim como interdias (3 dias consecutivos)
da metodologia desenvolvida foram avaliadas, para os trés niveis de controlos positivos,
em pentaplicado. A precisdo dos dados analiticos ¢ o grau de acordo mutuo entre dados
que foram obtidos da mesma forma. Fornece uma medida do erro aleatorio, ou

indeterminado, de uma analise, usualmente expressa como um desvio padrdo (Harris,

2010; Skoog et al., 2017).

A precisdo intradia foi calculada como o desvio padrio residual (RSD, do inglés Relative

Standard Deviation), para cada controlo positivo de cada canabinoide, pela expressao 10:

RSD — Desvio Padréao % 100
- Média (10)

De forma a obter um método mais robusto, a precisdo interdia foi calculada pelo

RSDpoored, que se da pela seguinte equagao 11:

(11

(n, — 1)RSD;* + (n, — 1)RSD,* + (ny — 1)RSD,>
ny+n,+...4n, —k

RSDpooled =
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Em que n representa o tamanho do grupo, isto €, o nimero de replicados em cada nivel,

e k representa o nimero de niveis (neste caso, controlos positivos).

A veracidade reflete o quao proxima esta uma medi¢ao do verdadeiro valor da quantidade
que foi medida (Chang, 2010). A veracidade intra e interdia foi calculada como o

percentual relativo do erro (ou bias), segundo a equagdo 12:

Vo — V. 12
Bias(%) = %Tx 100 (12)
T

onde Vexp diz respeito a concentragdo determinada experimentalmente ¢ Vr a

concentragao teorica.

Os critérios de aceitagdo para a precisdo e veracidade foram de que o bias e os RSD

deveriam ambos de ser inferiores a 15,0 %.

2.2.6.3. Repetibilidade em amostra real

Por forma a garantir que a metodologia desenvolvida leva a resultados reprodutiveis para
analises provenientes da mesma matriz, foram elaborados testes de repetibilidade em
matriz real. Para tal, duas amostras de material vegetal candbis de previamente analisadas
(A8 e A11) foram selecionadas, uma contendo um teor mais elevado de A’>-THCA e A°-
THC (A11) e outra apresentando maiores niveis de CBD e CBDA (A8). Para cada uma,

foram efetuadas andlises em triplicado, em trés dias diferentes.

A avaliagdo foi feita com base no célculo do RSD, para a repetibilidade intradia e
RSDjpooled, na averiguagao da repetibilidade interdia, como descrito na secgdo da precisao.
Os critérios de aceitagcdo foram de que os RSD deveriam ambos ser inferiores a 15,0 %

(ENFSI, 2014).

2.2.6.4. Estabilidade

A estabilidade dos compostos alvo deve ser garantida durante a amostragem, no seu
processamento e armazenamento, assim como durante os procedimentos de preparagdo
da amostra e na durag@o da analise por forma a produzir dados analiticos fidveis. Assim,
os ensaios de estabilidade estdo entre os testes mais demorados no procedimento de

validacao. Na garantia e controlo dos padrdes utilizados nos ensaios descritos, a mesma
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mistura padrdo dos seis canabinoides a 10 pg/mL, foi analisada pela metodologia
instrumental descrita varias vezes durante cerca de trés meses. Entre analises, a mistura

foi conservada a -80°C, juntamente com os materiais de referéncia referidos.

2.2.7. Amostras Reais

2.2.7.1. Procedimento experimental

Tendo por base os resultados obtidos na otimizagdo do processo de extracdo ¢ na
validacdo do método, a metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras reais. Na

Figura 11 surge em esquema o processo experimental descrito nesta secgao.

Figura 11- Esquema do procedimento experimental. Apos maceragdo de parte representativa
da amostra, sdao pesadas 50mg. Adicionam-se 10mL de solvente extrator e leva-se ao banho
de ultrassons. Apos extragdo, o extrato é filtrado com recurso a filtro PTFE. Parte do extrato
¢ de seguida analisado no HPLC-DAD. Figura realizada na aplica¢do Biorender.
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Para a determinagdo e quantificacdo de canabinoides nas amostras de candbis, ¢
necessario ocorrer a extragdo dos mesmo da sua matriz de forma a poderem ser
analisados. Com recurso a pinga e tesoura, foram retiradas partes variadas da amostra de
material vegetal, de forma a obter uma amostra homogénea e representativa. De seguida
transferiu-se o material para um almofariz de vidro e pulveriza-se a amostra por
maceragdo. Utilizando uma espatula, transferiu-se parte do pulverizado para um vial/ de
vidro ambar de 12 mL, previamente colocado na balanca analitica, até obter 50 mg e
adicionou-se a solu¢do de Pl a 1000 pg/mL, com recurso a micropipeta P1000 e respetivas
pontas. Permitiu-se a evaporacdo do solvente do PI e se necessario, recorre-se a

evaporagao por azoto.

De forma a executar a extracdo, transferiu-se 10 mL de solvente extrator, ECOH:ACN
(50:50, v:v) para o frasco de vidro ambar contendo a amostra pulverizada, levou-se ao
vortex por breves segundos, e ao banho de ultrassons por um minuto. Estando concluida
a extragdo, procede-se a filtragdo do mesmo, com recurso a seringa esterilizada 3 mL com
agulha, e filtro de PTFE 0,22 pm, para um segundo vial de 12 mL. Transfere-se parte do
extrato para um microvial de vidro ambar 2 mL com tampa com septo PTFE e, se
necessario, adiciona-se um insert, para trabalhar com volumes inferiores, para analise

cromatografica em HPLC-DAD.

Se o teste presuntivo indicar uma concentragao expectavel muito elevada de canabinoides
ou se apds a primeira analise cromatografica assim se verificar, efetua-se uma dilui¢ao
mais adequada (por exemplo 1:500), de forma aos valores da absorvancia ficarem dentro
da gama de trabalho estabelecida e salvaguardando o sistema cromatografico. Colocou-
se a amostra diluida num microvial de vidro ambar com tampa com septo e, se necessario,

adicionou-se um insert, para trabalhar com volumes baixos.

A quantidade final de analito em amostras herbaceas (% p/p) foi calculada utilizando o
fator de diluicao atribuido ao procedimento e a quantidade pesada de amostra. No caso
das amostras de 6leo, a quantidade dos canabinoides (% g/mL) foi calculada tendo em

conta o fator de dilui¢do aplicado.
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2.2.7.2. Calculo do quimiotipo

A determinag¢dao do quimiotipo teve por base a recomendacdo da UNODC. Para tal,
considera-se as areas dos picos do A>-THC e CBD, bem como das respetivas formas
4cidas, e ainda do CBN, por ser um derivado do A’-THC (UNODC, 2022). Na construgio
da formula X, THCr (total), reporta a soma das 4reas do A>-THC e A’>-THCA. Pela mesma
logica, CBDr representa a soma das areas da forma neutra e acida deste canabinoide.

_ (THCy + CBN)
B CBD;

Segundo a literatura, quando X > 1, indica que a amostra ¢ do quimiotipo “drug type”,
sendo considerada uma substincia de abuso pelo seu teor em THC. J4 quando X < 1, o

quimiotipo atribuido ¢ o de propédsito industrial.

2.2.8. Teste colorimétrico: Fast Blue BB

Como referido anteriormente, os testes presuntivos ou de screening permitem ter uma
primeira ideia do contetdo da amostra, bem como da sua concentragdo. Para tal, recorreu-
se ao Fast Blue BB, um teste colorimétrico que faz uso da formagao de cor pela reagao
do sal com a amostra, em condigdes basicas, para determinar a presenca de THC e CBD
nas amostras herbaceas (Acosta & Almirall, 2021). Foram igualmente seguidas as

orientagdes sugeridas pela UNODC para a analise de canébis (UNODC, 2022).

Comecgou-se por dobrar dois filtros de papel, um colocado sobre o outro, em quartos e
abriu-se parcialmente de forma a formar um funil, colocando num gobelet para suporte.
Pulverizou-se uma por¢do da amostra cujo conteudo e teor de fitocanabinoides se
pretendeu analisar, pesando 10 mg da mesma com recurso a uma balang¢a analitica, e
transferindo para o centro do filtro superior, presente no gobelet. De seguida, adicionou-
se 5 gotas de éter de petroleo e permitiu-se que este penetrasse o filtro inferior. Descartou-
se o filtro superior e deixou-se secar o inferior por completo. Adicionou-se uma pequena
quantidade da mistura a 1% p/p de sal Fast Blue BB diluido com sulfato de so6dio anidro
no centro do filtro e adicionou-se 5 gotas da solugao aquosa 10% p/v de bicarbonato de
sodio. Dependendo dos compostos alvo, é formada uma mancha vermelha no filtro,
indicando a presenga de THC na amostra, ou laranja, no caso da presenca de CBD. A
observagdo da cor e a captacdo da fotografia foram se imediatas, uma vez que com o

tempo a cor podia alterar-se.
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Por forma a determinar a viabilidade deste tipo de ensaio para uma andlise semi-
quantitativa em contexto real, foram selecionadas duas amostras, A8, contendo maior teor
total de THC (THCr) e a amostra A11, com maior teor total de CBD, CBDr. As amostras,
previamente analisadas e tendo sido quantificados os seus canabinoides, pela metodologia
otimizada e validada, foram misturadas com lipulo, em diferentes quantidades, de forma

a averiguar sobre a capacidade de detecdo e diferenciagdo dos teores em CBD e THC.

Para inferir sobre a influéncia do estado do composto, ou seja, forma neutra ou forma
4cida, submeteu-se uma amostra rica em A’-THCA a 180°C por 10 minutos, comparando
o resultado do teste colorimétrico antes (rica na forma 4acida de A°>-THC) e apds a sua
descarboxilagdo (A>-THCA converte-se em A’-THC). Foram ainda elaborados ensaios de

brancos em lupulo sem fortificagdo, ou apenas com PI.
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3. Resultados e discussao

3.1.0timizacao Instrumental

De forma a conseguir obter as melhores condi¢des instrumentais por HPLC-DAD, os
canabinoides em estudo foram analisados individualmente com o propdsito de obter os
respetivos tempos de retengdo e espetros de UV/Vis. Os diferentes parametros foram
estudados por forma a obter a melhor resolugdo, seletividade e sensibilidade,
nomeadamente a composicdo da fase movel, volume de injeg¢do, temperatura para o
acondicionamento da coluna, comprimentos de onda, entre outros. As condi¢des

cromatograficas apresentadas em seguida resultam dessa otimizagdo instrumental.

Tendo por base a literatura, foram testados varios métodos, por gradiente e isocratico,
utilizando diversas fases moveis, entre elas MeOH e dgua ou ACN com agua, com
diferentes propor¢des entre solventes. A escolha de ACN a 75% resultou numa linha de
base mais estavel, e separagcdo 6tima dos canabinoides, comparando com outras misturas
ACN: agua ultrapura com acido formico a 0,1%. O fluxo foi estabelecido a 0,5 mL/min,
uma vez que o seu aumento provocava uma subida da pressdo, mas sem vantagens no
estreitamento dos picos dos compostos. Foram também testadas diferentes temperaturas
do forno da coluna, de 20°C a 50°C. A temperatura que permitiu melhor linha de base,
com menos possiveis interferéncias de outros compostos presentes na matriz, € melhor

separacao entre picos foi a de 20°C.

A dete¢do com recurso ao detetor de fotodiodos foi estabelecida nos comprimentos de
onda de 230, 280, 254 e 320 nm, selecionados com base na revisdo bibliografica. Apds
confirmacdo da absorvancia maxima dos espetros dos compostos a 230nm, este
comprimento de onda foi definido para a sua quantificagdo. Os restantes comprimentos
de onda demonstraram-se bastante TUteis, uma vez que permitiram aumentar a
especificidade do método, identificando interferéncias de compostos que ndo eram
canabinoides, uma vez que acima dos 230 nm os canabinoides ndo produziam sinal no

detetor DAD.

O volume de injecao estabelecido foi de 10 pL, para todas as solugdes, calibradores, e
amostras analisadas, o que permite analisar volumes muito baixos de amostra, se
necessario. Os tempos de retencdo obtidos nas condigdes descritas apresentam-se na

Tabela 2.
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Tabela 2- Fitocanabinoides analisados por HPLC-DAD, com respetivos tempos de reten¢do (t,) e tempos
de retencao relativos ao PI (trr).

Composto Tr (min) o
(min)
Femprocumona (PI) 4,47

CBD 8,78 4,31

CBDA 9,94 5,47
CBN 15,13 10,66
A°-THC 19,05 14,58
A8-THC 19,73 15,26
A>-THCA 26,31 21,84

De forma ilustrativa dos melhores resultados obtidos com o compromisso entre o tempo
de andlise e a corrida isocratica que se revelou necessdria, resultou na separagdo

cromatografica apresentada na Figura 12, utilizando as condi¢des descritas.

Mistura padrao de canabinoides
110

90 Pl

70
50

CBD
30

Absorvancia (mAU)

CBN
A’-THCA

CBDA AQ-THC
10 L M AB-THC /\

10 0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 12- Cromatograma obtido utilizando a metodologia otimizada descrita para uma mistura padrao
contendo seis canabinoides a 5,0 ug/mlL, foi fortificada com PI a 50,0 ug/mL.
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A resolucdo foi calculada entre cada pico adjacente (consultar Tabela Al dos anexos).
Embora a resolugdio obtida entre o A’>-THC e A3-THC nio ser a ideal (~1), esta foi
considerada suficiente, justificada pelo 6timo R? conseguido para cada uma das curvas de

calibracao aquando da sua elaboragdo, permitindo a sua quantificagdo em amostras.

3.2.0timizacao do processo de extracio

Por forma a maximizar o sinal obtido aquando da analise dos compostos, ¢ diminuir o
volume de solventes necessario bem como o tempo despendido, o processo foi otimizado.
O foco foi a extragdo, sendo esta a etapa considerada critica, por possuir maior numero

de fatores e condicionantes.

A escolha da utilizagdo de candbis como matriz permitiu em todos os ensaios obter
resposta analitica semelhantes a matriz real durante todo o processo. Assim, a amostra
A6 foi selecionada e macerada, permitindo pesagens representativas da mesma. A
comparacao das areas dos picos para cada composto presente, permitiu a otimizacao do
processo da extracao, nomeadamente do solvente utilizado, nimero de ciclos de extra¢ao

bem como o tempo despendido.
3.2.1. Escolha do solvente

Como descrito previamente, foram selecionados o etanol, metanol e acetonitrilo para

determinagdo do solvente extrator em amostras herbaceas.

De forma a maximizar o sinal obtido para cada canabinoide, foram realizados ensaios em
duplicado, utilizando uma amostra de material vegetal de canabis, para determinagdo do
solvente ou mistura de solventes que o permitissem. O desenho experimental
desenvolvido na aplicagao Minitab, e a sua escolha, desenho de misturas com centroide
simples, teve por base o nimero de solventes, metanol, etanol e acetonitrilo. Este permitiu
analisar cada solvente de forma individual, bem como em misturas de dois ou com o0s trés

constituintes (desenho experimental na Tabela A2 dos anexos).

Os resultados obtidos presentes na Figura 13 demonstram que a mistura ideal ¢
etanol:acetonitrilo (50:50, v/v), que permite maximizar os sinais de todos os canabinoides

presentes na amostra, definindo assim a mistura como o solvente extrator de elei¢ao.
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Optimal []:Metanol  []:Etanol [T:ACN
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Figura 13- Resultados do desenho experimental para a determinagdo do solvente de extra¢do que

maximize o sinal obtido de cada canabinoide. E observavel que a mistura acetonitrilo: etanol (~50:50)
permite obter os melhores resultados para o total dos canabinoides em estudo.
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Como exemplo representativo surge o grafico de contorno resultante para o A°-THCA
(Figura 14). Resultados similares foram obtidos para todos os compostos (consultar

Figuras A1 e A2 nos anexos). O verde mais escuro representa uma maior area do pico
obtida.

Mixture Contour Plot of 9THCA

(component amounts)

Metanol
1

9THCA
< 78000
78000 - 79500
W 79500 - 81000
I 81000 - 82500
Il 82500 - 84000
] > 84000

Etanol ACN

Figura 14- Contour Plot da mistura de solventes para o A°-THCA. As zonas representadas a verde mais escuro
refletem a maior extragdo, refletindo que o uso de acetonitrilo e metanol em partes similares é ideal.
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A utilizagdo de acetonitrilo para a extra¢do de fitocanabinoides ¢ escassa na literatura
(Olejar et al., 2022). Zivovinovic e seus colegas (2018) referem a utilizagdo de ACN/agua
(1:1) como solvente, e (Gul et al., 2018) descreve o recurso a uma mistura de ACN/MeOH
(80:20, v/v) para a extracdo dos compostos em extratos de raizes da planta. Porém, o
recurso a ACN e etanol ndo se encontra referido na literatura, pelo que a utilizacao da
mistura etanol:acetonitrilo (50:50, v/v), surge como algo novo na andlise de

fitocanabinoides em material vegetal, nomeadamente em amostras herbaceas.

3.2.2. Volume, numero e tempo de extracio

Apos a determinacdo do solvente extrator, foi desenvolvido um novo desenho
experimental (Tabela A3 dos anexos), tendo como fatores o volume de solvente extrator
necessario para a extragdo, de forma a maximizar o sinal, o tempo de extragdo com

recurso ao banho de ultrassons e ainda o numero de ciclos de extracdo necessarios.

O desenho experimental escolhido, Desenho Fatorial Completo, teve por base a
necessidade de incluir dois fatores continuos, o volume de solvente e o tempo de extragao,
com 2 niveis cada (3 mL e 10 mL para o volume, e 1 ¢ 20 minutos, para o tempo) € um
categorico, o nimero de extragdes, com 3 niveis, ou seja, uma, duas ou trés extragoes. O
resultado obtido, com base nas areas dos picos de cada composto presente na amostra

analisada, reflete-se na Figura 15.
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Figura 15- Resultados obtidos pelo desenho experimental para a determinagdo do volume necessario de
solvente extrator, ciclos de extragdo e tempo da mesma. O volume de 10 mL resultou num sinal mais elevado
para todos os canabinoides. O numero de extragoes bem como o tempo de extra¢do em ultrassons ndao
demonstra variagdo significativa.

Como pode ser observado na figura acima, e de acordo com os valores de significancia
(P-value) de cada fator e respetivas interagdes para cada um dos canabinoides presentes
em amostra herbacea (ver Tabela A4 em anexo), o unico fator relevante mostra-se ser o
volume utilizado na extragao para um intervalo de confianga de 95%. Assim, e com vista
numa metodologia mais verde, o nimero de extragdes necessario foi estabelecido como

1, bem como um minuto de tempo de extracao.

A utilizagdo do desenho fatorial completo revelou-se util, apesar da impossibilidade da
criacdo de contour plots. No entanto, outros desenhos como o Box-Behnken nao
poderiam ter sido utilizados, por ndo permitirem a inclusao de fatores categdricos, ou por
levarem a valores negativos no fator do tempo de extragdo, como foi o caso do Central

Composite Design (CCD).
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3.2.3. Volume de solvente extrator

A determinagdo do volume de solvente extrator necessario para maximizar o sinal obtido
para cada canabinoide em amostras herbaceas foi elaborada numa amostra real, rica em
A°-THCA. Ao utilizar uma amostra real, e fazendo-o em triplicado, retira a necessidade
de fortificacdes bem como tem em conta a matriz como um todo. Como o estudo anterior
permitiu restringir que o fator determinante na extragdo era o volume utilizado, foram

testados 5 graus de volume, de 0,5 mL a 15,0 mL, de forma a determinar o volume ideal.

16000

14000

12000 =l
10000
8000
6000
4000
2000 —
. mesa . IR

CBD CBDA CBN A9-THC A9-THCA
Canabinoides

Area 230 nm

m0,5 m2 6 10 m15

Figura 16- Areas obtidas para cada canabinoide com os diferentes volumes de solvente extrator.

Como pode ser observado na Figura 16, e na Figura 17, elaborada com os valores
normalizados pelo valor mais elevado de cada grupo, dentro de toda a gama de volumes,
ndo existem diferencas significativas. O sinal obtido até aos 6,0 mL ¢ ligeiramente inferior
ao que ¢ possivel obter quando a extragao ¢ efetuada com um maior volume de solvente.
Ja entre os 10,0 e os 15,0 mL, e tendo em especial atencao as barras de erro associadas,
nao se verifica uma diferenca entre eles que justifique o uso de um volume extra de 5,0
mL em cada extragdo. Assim, foi determinado o volume 6timo de 10,0 mL de solvente

extrator.
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Figura 17- Areas normalizadas pelo valor mais elevado, para cada canabinoide por cada volume
de solvente utilizada na extragdo.

No decorrer da otimizagao experimental, o tratamento de dados foi efetuado com recurso
a aplicagdo Minitab e ao Microsoft Excel. A aplicagdo Minitab permitiu para além de
muitas outras fungdes, o tratamento de dados de um desenho experimental. Isto identificar
tendéncias e descobrir relagdes preciosas entre os dados. A disponibilizagdo de diferentes
tipos de desenhos experimentais, tendo em conta os diferentes fatores, a influéncia que
exerclam e o numero de replicados, possibilitou uma constru¢do otimizada do

planeamento das analises experimentais necessarias para cada aspeto.

Foram ainda gerados graficos, tabelas e imagens representativas dos resultados obtidos
com recurso a ambas as aplicagdes, o que possibilitou a sua analise e interpretacao de

forma mais clara e intuitiva.
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3.2.4. Oleos de canabis

Ao diluir a amostra B1 em metanol, verificou-se a ocorréncia de emulsdo, ficando com
um aspeto baco, mesmo apods varios minutos no vortex (Figura 18). Passou-se entdo a
extragdo, com recurso ao banho de ultrassons, que intensificou o aspeto bago da mistura
em suspensdo. Efetuou-se entdo uma centrifugacdo, 3500 rpm durante 5 minutos,
retirando parte do sobrenadante, de aspeto limpido e transparente, para analise

cromatografica.

Figura 18- Amostra de oleo de canabis em metanol, apos vortex e banho de ultrassons, em duplicado.

Foi ainda testada a hipdtese de 2 ciclos de extracdo possibilitarem melhores resultados,
pelo que a amostra foi submetida a uma segunda sonicacao seguida de centrifugagdo para
posterior analise. Porém, ndo foram observadas diferencas, o que demonstra que uma

extracdo € suficiente para os compostos serem extraidos.

Paralelamente, foram testados outros dois alcoois, o etanol e o isopropanol, também em
duplicado. Para ambos, o resultado constou de um aspeto limpido e translucido apos a
diluicao e utilizacdo do vortex (Figura 19), ndo sendo necessaria uma extracdo com a

utilizagdo destes solventes.
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Figura 19- Amostra de dleo de canadbis em isopropanol (esquerda), e em etanol (direita).

Comparando as areas dos picos obtidas por cada solvente, os resultados foram bastante
similares, com o etanol a permitir um sinal ligeiramente superior. Assim, pela sua
praticabilidade e maximizagao do sinal, o etanol foi definido como solvente a ser utilizado

para dilui¢ao de amostras de 6leo de candbis, e posterior andlise cromatografica.

3.2.5. Recuperacio

Como mencionado na metodologia, foi efetuado um ensaio com lipulo como matriz de
substituicdo, uma vez que esta planta ¢ similar a candbis, permitindo ter uma matriz
similar, sem os elementos de estudo presentes. As fortificacdes foram efetuadas na matriz
com os seis diferentes canabinoides, bem como de padrdo interno, fenprocomona, de

forma a normalizar os valores obtidos no final do processo.

Como forma de controlo e comparacdo com a matriz, foram também realizadas extracdes
sem fortificacdo (com e sem PI). Por fim, as fortifica¢cdes foram comparadas com uma
mistura padrdo dos mesmos canabinoides em metanol, na mesma concentragdo, nas

mesmas condi¢des cromatograficas (Figura 20 exemplo a 2,0 pg/mL).
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Figura 20 - Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos para o Branco de Lupulo contendo apenas Pl
(LB), Lupulo Fortificado com os 6 canabinoides a 2,0 ug/mL e PI (LF) e a mistura padrdo dos
canabinoides a 2ug/mL e Pl em metanol (Mix6). Da esquerda para a direita, surgem os picos de CBD,
CBDA, CBN, A9-THC, A8-THC e A9-THCA.

Como os resultados obtidos da fortificacdo em lupulo (LF) e da mistura padrao de
canabinoides em metanol (Mix6) foram idénticos, constata-se que o processo de extragcdo
ndo leva a perdas significativas, podendo ser utilizado nas condigdes descritas. A
comparacao entre a matriz de lupulo fortificada e sem fortificagdo, bem como com
fortificada apenas com o PI (LB), permitiu concluir que nao se verificam co-eluigdes com
0 mesmo nem com os canabinoides em estudo, ou seja, a matriz ndo afeta o procedimento

de extragao.

Tabela 3- Recuperagdo obtida para os seis canabinoides em estudo e para o padrdo interno (PI).

Composto Recuperacao

PI 98,8%
CBD 102,1%
CBDA 101,9%
CBN 105,6%
A9-THC 105,5%
A8-THC 100,5%

A9-THCA 99,7%
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Estes resultados da fortificacdo do lupulo com canabinoides, quando comparados com a
mistura padrao dos mesmos compostos em metanol, na mesma concentragao, permitiram
o célculo da recuperagdo. Os valores de recuperagdo alcancados situaram-se ~100% para
o padrdo interno (PI) e para os seis canabinoides, ilustrado na Tabela 3 em linha com
(Zivovinovic et al., 2018), com uma margem normal de erro em processo extrativo. Os

RSD obtidos entre os replicados encontraram-se dentro dos 15% estipulados.

Estes dados sugerem que o processo de extragdo ndo leva a perdas significativas de

fitocanabinoides e pode ser utilizado sob as condi¢des descritas.

3.3.Valida¢ao do método

3.3.1. Curva de calibracao

A gama de trabalho foi definida de forma a evitar gastos desnecessarios de solventes e
padrdes, e tendo em conta que as amostras de origem vegetal terdo sempre de ser
submetidas a uma diluicdo de forma a diminuir a possivel interferéncia da matriz, bem
como a ndo saturacdo do equipamento cromatografico. Assim, foi estabelecida entre 0,5

e 25,0 pg/mL.

A sua construgdo foi elaborada em triplicado, sendo que cada calibrador (0,5; 2,5; 5,0;
10,0; 15,0 e 25,0 pg/mL) foi preparado individualmente de acordo com o descrito na
seccao dos Materiais e Métodos. Como indicado na Figura 21, os coeficientes de
determinagdo obtidos, R2, tomaram valores entre 0,9978 e 0,9988 para os 6 canabinoides
analisados, indicando uma oOtima linearidade na gama de trabalho escolhida. Foram
também efetuados testes de homocedasticidade (como exemplo, o CBD apresentou Fcalc
de 0,0044 em contraste com o Ftab de 19) para os resultados obtidos para cada

canabinoide, verificando-se homocedasticidade para todos (Tabela A5 em anexo).
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Figura 21-Retas de calibra¢do para cada canabinoide em estudo, e respetivos coeficientes de
determinacdo, R°.

Estes resultados foram ainda comprovados com a criagdo de graficos de residuos
(utilizando o A’>-THC como exemplo, Figura 22), que demostraram serem constantes e

independentes do resultado (restantes graficos de residuos em anexo, Figuras A3 a A6).

A°-THC Residual Plot

0,02 -

w 0,01 - ¢

§ 0010 * 5 o 15 20 25 30
0,02 -

Valores Normalizados

Figura 22- Grdfico de residuos gerado para os dados normalizados do A°-THC.

Pela aplicacdo do teste estatistico GoF, comprovou-se a utilizagdo dos dados obtidos,
com um F calculado para os seis compostos entre 0,22 e 0,45, contrastando com os 9,55

do F tabelado, consultar Tabela A6 nos anexos.

Os resultados demonstram que na gama de trabalho selecionada, os dados obtidos foram

lineares e adequados a distribui¢cdo normal, de acordo com os valores estipulados.
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3.3.2. Veracidade e Precisao

A precisao e a veracidade foram avaliadas utilizando controlos positivos (CP) a trés niveis
de concentracdo, ou seja, 1,0, 12,5, e 20,0 pg/mL em pentaplicados. O desvio padriao
relativo (RSD) e os valores de bias resultantes abaixo de (£)15% (Tabela 4) mostram que

a metodologia desenvolvida cumpre os requisitos das diretrizes internacionais.

O limite de detecdo (LOD) bem como o limite inferior de quantificacao (LLOQ) foram
determinados a nivel pratico, tendo obtido resultados similares entre os diversos
canabinoides. O LLOQ determinado foi de 0,5 pg/mL para os 6 canabinoides. J4 0 LOD
variou entre 0,125 ug/mL para o CBD, CBN, A’>-THC e A3-THC e 0,250 pg/mL para as
formas 4cidas, CBDA e A°>-THCA.

Tabela 4- Valores de Veracidade e Precisdo intra e inter dia obtidos para trés niveis de controlos positivos
distintos, 1, 12,5 e 20 ug/mL, para cada canabinoide em estudo. Ensaios feitos em pentaplicado. Sdo ainda
apresentados os valores obtidos experimentalmente para o limite de dete¢do (LOD) e para o limite de
quantificagdo (LLOQ).

Intradia Interdias
Composto CP Veracidade | Precisio | Veracidade l()(f/f)’ggﬁ;’ LOD | LLOQ
(ng/mL) (%bias) | (%RSD) (%bias) booled) | /ML) | (ug/ml)

1,0 13,2 4,5 -13,0 44

CBD 12,5 3,9 1,9 40 2,6 0,125 0,5
20,0 2,6 0,8 2,6 0,9
1,0 5,5 6,0 5.8 6,1

CBDA 12,5 2,7 1,8 2,8 2,0 0,25 0,5
20,0 0,3 0,7 0,2 0,8
1,0 12,8 1,4 13,3 3,9

CBN 12,5 2.8 1,9 2,7 2,8 0,125 0,5
20,0 3,1 0,2 3,1 0,7
1,0 6,9 11,6 6,4 11,6

A’-THC 12,5 1,1 1,9 1,1 2,0 0,125 0,5
20,0 0,5 1,1 0,9 1,3
1,0 1,3 8,1 1,1 3.2

AS-THC 12,5 3,6 0,9 3,3 1,4 0,125 0,5
20 0,2 0,3 0,1 0,7
1,0 11,2 6,4 -10,1 8,0

A’-THCA 12,5 5,6 1,6 5,9 2,7 0,250 0,5
20,0 43 0,2 45 0,9
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Os resultados obtidos encontram-se dentro dos parametros estipulados, e demonstram que

o método ¢ preciso e verdadeiro na detecdo e quantificagdo dos canabinoides em estudo.

3.3.3. Estabilidade

Para garantir que todos os processos inerentes ao estudo em que foram utilizados
materiais de referéncia, realgando o recorrente uso de controlos positivos, ndo estavam a
ser influenciados por possivel degradagdo ou evaporagdo resultante da passagem do
tempo ou condi¢des de armazenamento, foram feitos ensaios de estabilidade. Durante 3
meses, a mesma mistura independente dos seis canabinoides a 10 pg/mL foi quantificada

nas condi¢des previamente descritas por HPLC-DAD.

Na Figura 23 estdo representados os sinais das areas normalizadas obtidas para cada
canabinoide, por cada dia em que a mistura padréo foi analisada. E possivel observar que
a variacao entre a primeira analise, a 19 de julho, e a tltima a 20 de setembro foi minima,
com um desvio padrdo residual inferior a 1,8% para todos os compostos em estudo (ver

Tabela A7 nos anexos).

Aferiu-se assim que a estabilidade a curto e a longo prazo, das misturas padrao elaboradas
bem como da propria analise por HPLC-DAD, foi excelente, demonstrando a robustez do
método construido, durante variagdes nos parametros inerentes ao método, bem como de
pequenas alteragdes de fatores ambientais, conferindo uma confiabilidade durante o seu

uso regular.
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Figura 23- Ensaios para averiguagdo da estabilidade. Uma mistura padrdo a 10 ug/mL dos seis
canabinoides em estudo, foi analisada pela metodologia desenvolvida nas datas apresentadas. Para
todos os compostos, é possivel verificar que ndo ha alteragoes significativas nas dareas obtidas.

3.3.4. Repetibilidade

No intuito de garantir que a metodologia desenvolvida produz resultados reprodutiveis
para andlises provenientes da mesma matriz, foram elaborados testes de
reprodutibilidade. Para tal, duas amostras de material vegetal candbis previamente
analisadas foram selecionadas, uma contendo um teor mais elevado de A>-THCA e A°-
THC (A11) e outra apresentando maiores niveis de CBD e CBDA (A8). Para cada uma,
foram efetuadas anélises em triplicado, em trés dias diferentes. Os baixos valores de RSD
intra e inter dia obtidos e apresentados na Tabela 5, permitem comprovar que, apesar da
variabilidade comum associada a natureza complexa destas matrizes, o método, desde a
amostragem a dete¢do cromatografica dos canabinoides, revelou repetibilidade (precisao

intra-dia) e precisado inter-dia, por ser elaborado em aliquotas similares.

Os calculos para o RSD intradia e para o RSD pooled relativo foram elaborados de acordo
com o descrito para a precisdo. Os valores, todos eles abaixo de 6%, vao de encontro ao

que foi estipulado para este parametro.
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Tabela 5- Valores de desvio padrao residual (RSD) em percentagem, para cada canabinoide presente em
cada amostra. Amostra A8, rica em CBD e CBDA; Amostra Al1 rica em A*-THCA e A°-THC.

Intra dia Inter dia Intra dia Inter dia
RSD% RSD pooled % RSD% RSD pooled %
CBD 3,5% 3,7% CBD 5,4% 5,6%
CBDA 1,1% 1,4% CBDA 1,8% 2,1%
CBN 2,8% 2,8% A°-THC 1,3% 1,7%
A°-THC 3,6% 3,6% A°-THCA 2,7% 3,1%
A°-THCA 3,3% 5,3%

Comparando com o descrito na literatura, e dando énfase aos valores tipicos e maximos
para a heterogeneidade admitidos pela ENFSI, 19% e 30% de RSD, (ENFSI, 2014), os
resultados aqui expostos revelam-se otimos, demostrando que o método descrito €
apropriado para a andlise a que se destina. No entanto, mesmo com os valores de
repetibilidade obtidos que revelam uma excelente precisdo, salienta-se a importancia de

uma amostragem correta, de forma representativa da amostra a ser analisada.

3.4.Aplicacio a Amostras Reais

Os ensaios em amostras herbaceas e de 6leo reais foram realizados sob condi¢des
experimentais otimizadas e validadas, em duplicado. Como previamente descrito, foi
adotada a adicdo de padrdo interno, visando suprimir eventuais alteracdes ou perdas de
volume durante o processo. A quantidade de cada canabinoide na amostra (%, p/p) foi
calculada utilizando o fator de diluicao utilizado na sua analise bem como a quantidade
pesada inicialmente. O método desenvolvido permitiu a obtencdo de cromatogramas

como os apresentados na Figura 24.
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Figura 24- Sobreposi¢do de cromatogramas obtidos por HPLC-DAD nas condigoes descritas. A mistura
padrdo contendo os 6 canabinoides a 5.0 ug/mlL (cinzento), pode ser comparada com uma amostra de
canabis herbdaceo (A8) rico em THCA (laranja) e ainda uma amostra de éleo de “CBD” (Bl), a verde.

Da esquerda para a direita, surgem os picos de CBD, CBDA, CBN, A°*-THC, A>-THC e A°-THCA.

Nos cromatogramas acima, € possivel observar uma amostra padrdo, composta pelos 6
canabinoides em estudo, a uma concentracao de 5 pg/mL (linha cinzenta), uma amostra
herbacea (linha laranja), e uma de 6leo de canabis (linha verde). Na figura, a amostra
herbacea e a de oleo estao diluidas, com um fator de diluigdo de 250 e de 1000,
respetivamente. E possivel observar que a amostra em questio, A8, apresenta um pico
bastante elevado de A9-THCA, mas em contrapartida, niveis baixos de CBDA e A>-THC.
O CBD, CBN e o A’-THC nio sdo detetaveis nestas condi¢des.

A amostra de 6leo “de CBD”, como constava no seu rotulo (Figura 2B), demonstrou ter
CBDA, porém niveis residuais do composto na sua forma neutra. Nao sdo visiveis

nenhum dos outros canabinoides nesta amostra, nas condi¢oes descritas.
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3.4.1. Teores de fitocanabinoides

Com base nos processos de otimizagao e apds a validacdo do método construido, as

amostras mencionadas foram analisadas, permitindo a detecdo e quantificacdo dos

fitocanabinoides propostos. O A®-THC apenas constou na amostra A3, com um teor de

0,06%, pelo que este canabinoide nao foi incluido na Tabela 6.

Tabela 6- Amostras herbdceas (A) e de oleos (B) analisadas por HPLC-DAD e respetivos teores em cada
um dos fitocanabinoides analisados pelo método desenvolvido. Indicados os casos de teores ndo
quantificaveis, por se apresentarem abaixo do LOQ ou ainda ndo detetaveis, quando abaixo ao LOD.

Al

A2

A3

A4

AS

A6

A7

A8

A9

Al10

All

Al12

Al3

Al4

AlS

B1

B2

CBD
0,03%
0,05%
0,04%
0,02%
7,87%
0,08%
0,04%
0,04%
7,36%
1,32%
13,58%
9,93%
2,68%
2,72%
3,89%
<LOQ

0,03%

CBDA
2,38%
2,22%
0,48%
<LOD
2,02%
1,38%
0,78%
0,74%
2,33%
5,69%
1,87%
2,68%
1,12%
1,85%
7,38%
2,59%

3,78%

CBN

1,48%
0,69%
0,02%
0,86%
0,02%
0,04%
0,09%
0,02%
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOQ
0,03%
0,01%

0,08%

A°-THC
11,81%
2,23%
0,81%
0,07%
0,19%
1,98%
2,26%
6,68%
0,20%
0,05%
0,21%
0,28%
0,11%
0,12%
0,30%
0,11%

0,02%

A-THCA
0,45%
8,61%
17,43%
0,45%
0,25%
13,63%
7,94%
12,18%
0,15%
0,05%
0,60%
0,26%
0,06%
0,06%
0,05%
<LOD

<LOD

CBDr
2,41%
2,27%
0,51%
0,02%
9,89%
1,46%
0,83%
0,78%
9,69%
7,01%
15,46%
12,61%
3,80%
4,57%
11,27%
2,59%

3,82%

A-THCr
12,26%
10,83%
18,24%
0,52%
0,45%
15,61%
10,20%
18,86%
0,35%
0,09%
0,81%
0,54%
0,17%
0,18%
0,35%
0,11%

0,02%

Por forma a facilitar a visualizacdo dos resultados, foram construidos as Figuras 25 a 29,

que permitem a comparacao entre as varias analises, bem como uma clara separacao entre

os seus contetidos com base na sua forma de obtencao.
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Amostras analisadas
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Figura 25- Amostras analisadas e respetivos teores nos canabinoides detetados em cada uma delas.

Pela Figura 25 ¢ possivel constatar que existe um conjunto de amostras ricas em A’-THC
/A’-THCA, representados a azul-escuro e azul-claro, todas elas provenientes da
Kosmicare, ¢ um segundo conjunto de amostras, adquiridas em loja, ricas em

CBD/CBDA, que surgem a verde-escuro e verde-claro.

Em relacdo aos dois 6leos analisados, B1 e B2, constatou-se que os niveis de A>-THCr,
se encontravam para ambas, dentro dos limites legais estipulados pela ASAE. Ja os
valores indicados nos seus rotulos, 500 mg/10 mL = 5,0% (g/mL) para a amostra Bl e
1000 mg/10 mL, ou seja, 10,0% (g/mL) para a B2, ndo se verificaram. Em ambos os
casos, 0 CBD surge em quantidades minimas, sendo o CBDA o composto predominante.
Ainda sim, considerando o teor em CBDr, a amostra B1 apresenta pouco mais de metade
(2,59%) do rotulado. Ja na amostra B2, foi detetado um teor apenas de 3,82%, menos de

metade dos 10% prometidos.

No primeiro grupo, Figura 26, constatou-se que, com exce¢ao da amostra Al e A4, a
forma 4cida do A>-THC surge em quantidade muito superior a forma neutra, o que podera
indicar que as amostras tenham sido colhidas ha pouco tempo, e armazenadas em boas
condi¢des. A amostra A4, como referido anteriormente, ja estava armazenada hé alguns
anos, o que justifica a predominancia do CBN nesta amostra, uma vez que este ¢ um

derivado do A°-THC, associado ao passar do tempo, e das condi¢des de armazenamento.
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O que foi interessante nesta amostra, foi detetar ainda a presenca de A>-THCA, e em

maiores quantidades do que A>~THC, mas um teor em CBDr préximo de nulo.

O intervalo de valores, neste conjunto de amostras, observado para o A’-THCA, Figura
27, compreende teores desde 0,45% (Al e A4) a 17,43% (A3), com um valor médio de
8,67%. Em relagdo as formas de CBD, este canabinoide surge maioritariamente na forma

acida, num valor médio de 1,33%.

18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2% -
A3 A4

A6 A7 A8

Canabinoides %(p/p)

Al A2
Amostras da Kosmicare

m CBD CBDA mCBN EA9-THC mA9-THCA

Figura 26- Amostras fornecidas pela Kosmicare, e o seu teor de canabinoides analisados.

Tendo em conta os 11% de teor médio de THC reportados no relatdrio europeu sobre
drogas (EMCDDA, 2022), relativamente a amostras herbaceas analisadas em 2020, a
quantidade de A>-THCt que surgiu nas amostras fornecidas pela Kosmicare, com uma
média de 12,36%, revela-se ligeiramente superior. E de sinalizar as amostras A3 e A8,
em que o teor em A’-THCr quantificado foi superior a 18%, demonstrando o elevado
teor que as amostras podem tomar, e a heterogeneidade de valores que pode existir

nestas substancias de abuso disponiveis no mercado ilegal.
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Canabinoides: Amostras Kosmicare
W csp [ cepA [ cBN W A9-THC [ A9-THCA
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Figura 27- Canabinoides presentes nas amostras fornecidas pela Kosmicare, com os seus valores
maximos e minimos, a media representada com um X, e a mediana representada pela linha
horizontal.

No segundo conjunto, remetente a amostras adquiridas em lojas, ao contrario do que se
verifica nas amostras ricas em A’-THCr, a forma 4cida do canabinoide predominante,
CBD, surge em menor quantidade do que a forma neutra, excetuando as amostra A10 e

AlS5, Figura 28.

O intervalo de valores, neste conjunto de amostras, observado para o CBD, Figura 29,

compreende teores desde 1,32% (A10) a 13,58% (A11), com um valor médio de 6,17%,

18%
16%
14%

12%

10% —_—
8%
6%
4%
§ |
0%
A5 A9 Al10 All Al2 Al3 Al4

Amostras adquiridas em lojas

Canabinoides %(p/p)

Al5

Figura 28-Amostras obtidas em lojas, e o seu teor nos canabinoides em estudo.
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e mediana de 5,63%. Em relacio as formas de A’>-THC, o composto surge tanto na forma

acida como na neutra, num valor médio igual para ambos, de 0,18%.

Comparando a informacao descrita pelos vendedores, com as quantidades determinadas
neste estudo, das 8 amostras analisadas apenas as amostras A10, A13 e A14, apresentam
um teor em A’-THCr conforme o rotulado, ou seja, abaixo de 0,2%. O CBN estava abaixo

do limite de deteg¢@o para a maioria das amostras obtidas em loja.

Canabinoides: Amostras Kosmicare
B ceD [ cepa [ ceN I A9-THC [ A9-THCA
14%
12%
10%
8%

6%

Teor % (p/p)

4%

2%

0%
Canabinoides
Figura 29-Canabinoides presentes nas amostras obtidas em lojas, com os seus valores

maximos e minimos, a média representada com um X, e a mediana representada pela linha
horizontal.

Relativamente aos niveis de CBD estipulados nos rotulos das amostras, apenas a amostra
A10 cumpre com o teor definido pelos vendedores. O nivel de CBDrt da amostra AS
(9,89%) esta relativamente proximo da quantidade de CBD rotulada. Ja as amostras A1l
e Al2, apresentam nivel de CBDr superiores aos rotulados, 15,46% e 12,61%,
respetivamente. De salientar que a “andlise” reportada para a A12 anunciava que a sua
constitui¢do era maioritariamente CBDA, porém os niveis de CBD determinados nao
foram tao insignificantes como os rotulados (2,68% contra os 0,07% reportados). Para as
amostras A13, Al4 e AlS5, verificou-se o contrario. Os valores de CBDr presentes nas
amostras eram bastante inferiores aos rotulados, o que vai de acordo com os estudos de

(Zivovinovic et al., 2018), e assumindo que a subjetividade de expressdes como
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“CBD<X” leva o consumidor a querer que o teor de CBD estara proximo de X. Com
valores de CBDr de 3,80% para a amostra A13 (“CBD<14”), 4,57% na amostra Al14
(“CBD<12”), e 11,27% de CBDr para a A15, rotulada com um teor em CBD reportado
entre 18 e 20%.

Embora o nimero de analises ndo seja considerado estatisticamente significativo, a
diversidade de valores aqui apresentada constitui uma demonstracdo dos possiveis
produtos que estdo disponiveis ao publico, tanto no mercado legal como no ilegal.
Salientam-se as diferencas entre o que ¢ divulgado e promovido nos rétulos dos produtos
e sitios da internet, versus a constitui¢do em canabinoides ¢ os seus valores reais detetados
e quantificados nestas amostras. Mais do que nunca, o controlo e informagao ao publico,

bem como aos consumidores alvo, releva-se de extrema importancia.

3.4.2. Botanica

A atribuicdo das subespécies e variedades da planta da canabis ndo ¢ exequivel apenas
com os resultados analiticos obtidos anteriormente. Porém, utilizando os dados
disponiveis, e com base no reportado de racio THC/CBD na chave dicotomica para as 4
variedades da C. sativa subsp. Indica criada por (McPartland & Small, 2020), bem como
o teor de THC descrito por (Small & Cronquist, 1976) aquando da caracterizagdao das

plantas da subespécie sativa, foi realizada a comparagao possivel.

De acordo com os autores, a variedade indica ¢ caracterizada pelos maiores valores no
racio A>-THCr /CBDr, sendo estes usualmente bem superiores a 7. Com base nos
resultados obtidos, apresentados na Tabela 7, as amostras A3, A4 e A8, apenas pelo
critério quimico, seriam consideradas da variedade indica. Com racios ndo tdo elevados,

mas superiores a 7, seriam também incluidas as amostras A6 e A7.

Com um récio rondando os 5, a amostra Al e A2 poderia tanto ser considerada da
variedade himalayensis, por ser perto de 7, ou da afgahnica, por ser superior a 2, sendo

um caso claro da necessidade de outros critérios para a averiguagdo da nomenclatura.
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As restantes amostras, excetuando a A9, A12 e a Al5, obtidas em lojas, poderiam ser
consideradas da subespécie sativa, pelo teor A>-THCt <0.3%. Ou, se os restantes critérios

apontassem para a subespécie indica, seriam todas da variedade asperrima.

Tabela 7- Amostras herbdceas e respetivo valor do rdcio A°-THCr /CBDr

Amostras Récio
Al 5,08
A2 4,78
A3 35,62
A4 29,76
AS 0,05
A6 10,69
A7 12,34
A8 24,15
A9 0,04
Al10 0,01
All 0,05
Al2 0,04
Al3 0,04
Al4 0,04
Al5 0,03

Reforga-se que apenas este indicador fitoquimico ndo seria suficiente para a atribui¢do da
nomenclatura, pelo que seria necessario ter acesso aos aspetos morfologicos da planta
completa, estudos genéticos, e ainda a possiveis relagdes hospedeiro-parasitas, para uma
correta atribuigdo de subespécies e variedades. Para além deste fator, a reprodugdo
cruzada e a hibridag¢do tornam a caracterizagdo destas amostras deveras complexa, € por
vezes sem sentido, pela informacdo discordante que se gera entre os diversos aspetos

necessarios para a atribuicdo de uma nomenclatura.

3.4.3. Atribui¢ao de Quimiotipo

Com base na formula descrita no ponto 2.2.7.2, foi atribuida a classificacao do quimiotipo

1, da Tabela 8. Esta atribuicdo apenas tem sentido aplicar em amostras herbaceas, pelo
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que os Oleos ndo foram incluidos. Todas as amostras provenientes de lojas sdo
classificadas como para fins industriais. As adquiridas através da parceria com a
Kosmicare, foram todas atribuidas ao “drug type”, sendo consideradas substancias de

abuso.

Por sua vez, seguindo a classificacdo criada por (Mandrioli et al., 2019) que se baseia no
racio THCA/CBDA, os resultados obtidos (quimiotipo 2 na tabela), ndo estariam
totalmente de acordo com os da primeira classificacao. Exemplo disso ¢ a amostra Al,
em que a inclusdo das véarias formas do THC e do CBD, bem como do teor em CBN no
calculo, leva a sua classificagdo como substancia de abuso, porém tendo apenas em conta
as formas acidas dos canabinoides, esta amostra seria considerada apta para utilizacao
industrial. Outro exemplo da importancia da consideragdo do THC total surge para a
amostra A4, em que a auséncia de CBDA leva a uma impossibilidade na atribuicdo, de
acordo com o racio do quimiotipo 2, apesar da amostra ser considerada, pela formula

aplicada neste estudo, como uma substancia de abuso.

Tabela 8- Atribuicdo do quimiotipo as amostras em estudo, com base na formula estipulada (quimiotipo
1), e pelo racio THCA/CBDA, proposto por (Mandrioli et al., 2019) para a defini¢do de quimiotipos.

Quimiotipo
Amostras 1 2
Al Drug Industrial
A2 Drug Drug
A3 Drug Drug
A4 Drug N.A.
AS Industrial Industrial
A6 Drug Drug
A7 Drug Drug
A8 Drug Drug
A9 Industrial Industrial
Al10 Industrial Industrial
All Industrial Industrial
Al2 Industrial Industrial
Al3 Industrial Industrial
Al4 Industrial Industrial
AlS Industrial Industrial
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Apesar de ser um bom indicador e proporcionar uma nogao € comparagao entre tipos de
plantas da canébis, ndo pode ser utilizado para as enquadrar legalmente. Como exemplo,
apresenta-se a amostra A12, que embora seja atribuida a uma planta para fins industriais,
apenas tendo em conta o seu teor em A’-THC neutro (0,28%) é superior ao permitido por
lei na producdo de produtos para estes fins, ou seja, igual ou inferior a 0,2%. Tendo em
conta a descarboxilagdo que ocorre no processo de fumo, e para tal considerando o teor

em THCr, esta amostra possui mais do que 2,5 vezes o estipulado por lei.

3.4.4. Enquadramento Legal

Com base no quadro legal vigente em Portugal para as plantas da canabis, todas as
amostras provenientes da parceria com a Kosmicare ndo poderiam ser consideradas para
fins industriais. No entanto, e considerando o consumo recreativo, apenas com base na
quantidade total que o sujeito tenha em posse, e se este ultrapassar as 25g estipuladas para
o canabis herbaceo, pode ser considerada uma pratica ilegal, de acordo com a Lei n.°

30/2000 de 29 de novembro.

Pela mesma razdo, muitos dos produtos referidos obtidos em loja, rotulados como
“legais” e com “teores de THC< 0,2%”, de acordo com as andlises realizadas nao
poderiam ser considerados para fins industriais, nem estdo de acordo com o estipulado
pela ASAE. Por outro lado, estes produtos sdo vendidos como “artigos de cole¢do” e nao
sao “proprios para consumo humano”, apesar da procura e oferta destes produtos
depender apenas e s6 do mesmo, argumentando e garantindo “sensacdes de relaxamento”

e sendo a cura para “dores e sofrimentos, stress, PTSD e nausea”.

Na hipodtese de considerar as amostras obtidas em lojas, para fins industriais, sera de

interesse possuir informacado sobre o seu conteido, nomeadamente o teor em THC.

No entanto, seguindo o Regulamento (UE) N.° 1307/2013 desde que as variedades das
plantas ndo apresentem niveis de THC superiores a 0,2%, sdo consideradas proprias para

uso industrial.

O que nao fica claro, ¢ a que se refere a expressao “niveis de THC”. Se apenas a forma

neutra do A°-THC for tida em conta, fica de parte o composto de que 0 mesmo provém,
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o A’-THCA. Este composto nas plantas consta em maior quantidade, tornando-se

extremamente importante na obtengio do teor em (A’-) THC total.

E de reforcar que quando sujeito ao calor, por fumo ou sendo cozinhado, este composto
descarboxila e passa a surgir na forma neutra, com os conhecidos efeitos psicoativos
atribuidos. A nivel pratico, utilizando as amostras A4, A5 e A9 como exemplo, ter ou ndo
em conta a forma 4cida altera a sua disposi¢do em termos legais (consultar Tabela 9, e
Tabela A8 em anexo para os calculos). Ao olhar apenas para a quantificagdo do A°-THC,

as trés amostras cumprem o critério 1, e seriam consideradas legais.

Tabela 9- Amostras e o seu cumprimento do requisito da lei. O cumprimento do critério I refere-se a um
teor de N°-THC ndo superior a 0,2%, enquanto o critério 2 tem em conta o teor total de A°-THC (forma
neutra e dacida).

Amostras | Critério 1 | Critério 2
Al Nao Nao
A2 Nao Nao
A3 Nao Nao
A4 Sim Nao
AS Sim Nao
A6 Nao Nao
A7 Nao Nao
A8 Nao Nao
A9 Sim Nao
A10 Sim Sim
All Nao Nao
Al2 Nao Nao
Al3 Sim Sim
Al4 Sim Sim
AlS5 Nao Nao
Bl Sim Sim
B2 Sim Sim
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Aplicando o pensamento até aqui defendido, assumindo a relevancia do A>-THCA, estas
amostras, pelo seu teor em A’-THCr, seriam consideradas amostras com niveis superiores

aos previstos na lei, ndo cumprindo o critério 2.

A lei apresenta assim diversas lacunas, deixando margem para duvidas e subjetividade na
sua interpretagdo, e consequente aplicacdo. Os artigos disponibilizados nestas lojas, ndo
sendo considerados alimenticios, ndo sdo responsabilidade da ASAE. No entanto, ndo sdo
também provenientes de plantas de canabis para fins industriais, nem produzidos para
esse fim, logo a entidade responséavel pelo controlo dos artigos disponiveis no mercado,

bem como da sua qualidade, ndo estd explicita atualmente.

Revela-se de extrema importancia uma clarificag@o na atribuicao desta responsabilidade,
sendo que o controlo dos diversos constituintes da planta ¢ previsto nas convengdes das
nacdes unidas, bem como na legislagdo portuguesa do combate a droga, mas atualmente

ndo se concretiza.

3.4.5. Teste colorimétrico: Fast Blue BB

Para determinar a utilidade do teste colorimétrico do sal Fast Blue BB como uma analise
presuntiva de amostras, e tendo em vista a possibilidade da sua utilizagcao de forma semi-

quantitiva, foram testadas as amostras A8 e A11.

Primeiramente, a0 comparar a resposta ao teste pelas amostras ricas nas formas acidas,
versus apds serem sujeitas a sua descarboxilagdo, por aquecimento em forno, os
resultados foram idénticos, demonstrando que o teste ¢ sensivel tanto para as formas

neutras como as acidas dos canabinoides em questao.

Estas amostras, previamente quantificadas pelo método cromatografico descrito,
permitiram a avaliagdo da resposta deste teste colorimétrico, em diferentes concentragdes
de THCt (amostra A8, 18,6%), e CBDr, (pela A11, 13,9%), pelo recurso ao lapulo para
a criacao de misturas. Na Figura 30 constam as respostas ao teste com o sal Fast Blue BB
(consultar o branco nos anexos, Figura A7), das amostras menos concentradas até a forma

da amostra sem “corte” com lupulo, da esquerda para a direita.

Os resultados permitem observar diferengas significativas entre teores minimos, médios
€ maximos em ambos os canabinoides. Para além disso, os resultados obtidos sugerem

haver uma saturagdo a partir dos 5%, uma vez que desde esse teor até ao maximo da
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amostra sem mistura com lupulo, a intensidade e concentragdo das cores parece ndo variar

significativamente, tanto para o CBD como para o THC.

[ cBD=1% | CBD=5-% ‘][ CBD=10% || CBD=13,9% |

[ THC=0.1% || mc=0,§':ﬁ. ][ THC=1% || THC=5% || THC=10% || THC = 15% | THC=18,6% |

Figura 30- Resultados obtidos na aplicagdo do teste do sal Fast Blue BB a duas amostras, A11 e A8. Na fila superior surge a
amostra Al1 rica em CBD, produzindo uma cor laranja na rea¢do, a diferentes niveis de concentra¢do. Na fila inferior, a
amostra A8 rica em THC total revela um vermelho vivo, que se vai intensificando com o correspondente aumento no teor do
composto.

O teste colorimétrico do sal Fast Blue BB permitirda um estudo prévio do contetido da
amostra, bem como informagdo sobre a diluicdo que podera ser necessaria realizar,
previamente a andlise por HPLC, permitindo assim estender a vida util da coluna

cromatografica bem como de todo o equipamento.

Relativamente a sensibilidade do método, é possivel observar diferengas entre o nivel de
THC de 0,1% e 0,2%. Este resultado levanta a possibilidade da aplicacdo deste teste de
forma a possuir informacao sobre a legalidade de uma determinada amostra. No entanto,
sera necessario desenvolver estudos com replicados, diversas amostras e controlo de
parametros para a constru¢ao de uma reta de calibracdo aplicavel nos casos previamente

descritos.

Revelou-se uma opc¢ao viavel, pratica e de simples manuseamento, podendo ser utilizada
in loco aquando apreensdo, em campanhas e atividades de rastreio e informagdo da
populagdo, ou ainda como etapa preliminar, efetuada por servicos de Drug Checking
aquando rece¢do de uma amostra. Mais especificamente com vista ao método aqui
sugerido, ter uma primeira ideia da constituicdo da amostra e do fator de dilui¢do que sera

necessario aplicar.
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4. Conclusao e Perspetivas Futuras

O controlo da canabis e dos produtos dela provenientes revela-se de extrema importancia.
Para tal, a determinagdo e quantificacdo dos principais canabinoides ¢ a abordagem mais
aplicada, permitindo estabelecer o quimiotipo da planta, € com ele determinar se a sua
utilizacdo para a finalidade pretendida ¢ legal. Isto permite determinar a veracidade dos
teores de canabinoides reportados nos rotulos de produtos alimentares, industriais ou “de
colecao”. Pode ainda permitir averiguar a extensdo da atividade farmacologica e
psicotrépica dos produtos disponiveis no mercado, bem como, em conjunto com outros

indicadores, levar a atribui¢do taxonémica da planta.

A otimizac¢do do processo de SLE, com recurso a desenhos experimentais, surge como
algo inovador neste trabalho. Os resultados permitiram otimizar o processo, de forma a
ser apenas necessario um ciclo de extra¢do, com recurso a banho de ultrassons por um
minuto e com 10 mL de solvente extrator. Este foi determinado como sendo 6timo pela

mistura 50:50 de etanol:acetonitrilo, composi¢ao essa nunca antes descrita na literatura.

O método desenvolvido, apds otimizacao e validacdo, provou ser eficiente na recuperagao
dos analitos alvo, eficaz para a andlise dos seis fitocanabinoides, através de uma
quantidade minima de amostras reais de canabis herbaceas e de 6leos da planta. Provou
ser sensivel, e seletivo, com 6timos valores referentes a sua precisdo e veracidade. A
excelente linearidade na gama de trabalho desenvolvida, de 0,5 a 25,0 pg/mL, foi
demonstrada pela aplicacdo de testes estatisticos e analise de graficos de residuos, bem
como calculo do R2 (>0,997 para todos os canabinoides avaliados). Foram ainda
avaliadas a estabilidade dos compostos, bem como a repetibilidade, com resultados

excelentes comparando com os esperados pela natureza heterogénea da matriz.

Em suma, a metodologia proposta na presente dissertacdo, apds otimizagdo experimental,
provou ser de facil manuseamento através de poucas etapas laboratoriais; verde, pela
redu¢do do volume utilizado de solventes, e de rapida aplicagdo, com 6timo desempenho
analitico. Por outro lado, o HPLC-DAD provou ser uma abordagem analitica rapida e
conveniente, permitindo uma quantificagdo precisa dos fitocanabinoides selecionados em

matrizes reais.

A comparacgdo entre as andlises de amostras reais demonstrou que, para as amostras

obtidas em lojas, o canabinoide predominante era o CBD, com valores compreendidos
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entre 1,32% e 13,58%. Contrastando, as amostras provindas da Kosmicare, eram ricas em

A°-THCA, com valores bastante variados, desde 0,45% a 17,43%.

Relativamente aos teores de canabinoides indicados nos seus rotulos, tanto para as
amostras dos Oleos analisados, bem como para as herbaceas, apenas uma das
quantificagdes resultou em informagdo concordante com a rotulada. Para os Oleos,
constatou-se que os niveis de A’-THCT, se encontravam dentro dos limites legais
estipulados (<0,2% THC), porém nas amostras herbaceas, menos de metade se
apresentaram em conformidade com a lei. Em relacdo aos niveis de CBD/CBDA, a
maioria das amostras continha um teor muito abaixo da informacdo fornecida. Estes
factos demonstram a necessidade do controlo dos produtos disponiveis nestas lojas, bem
como a importancia de servigos de prestagdo de anélise e informagdo ao publico em geral.
O controlo de qualidade, quando exercido, tera de ser representativo dos varios lotes do
produto, bem como tendo em conta a influéncia das condi¢des de transporte e

armazenamento na possivel alteragdo dos teores de fitocanabinoides.

Em relagcdo a componente taxonomica, a recolha e conservagdo do germoplasma (recursos
genéticos de um organismo) das variedades primitivas das duas subespécies, nos seus
centros de diversidade ¢ urgentemente necessaria, para a conservagdo da diversidade
genética. No contexto atual de alteragdes climaticas e de necessidades vindouras

imprevisiveis, a preservacdo em bancos de sementes surge como uma prioridade.

A nomenclatura inequivoca fornecida por McPartland e Small (2020) que foi utilizada
como base nesta dissertacao, pode contribuir para evitar a extingao das formas originais
da planta. Considera-se de extrema relevancia a atribuicdo de uma s6 nomenclatura, de

forma a evitar a confusdo popular e termos errados atribuidos.

Na mesma linha de pensamento, considera-se necessario o estabelecimento que permita
o término da dificuldade de entendimento em contexto legal, das substancias que se
encontram sob controlo, bem como a uniformizagdo das formas de calculo para a
determinag¢do do que € considerado contetido admitido pela lei, nomeadamente a inclusao
da forma 4cida do A°>-THC. Refor¢a-se o dificil acesso a informacio completa sobre a
legalidade do consumo, das suas condi¢cdes bem como a importancia de um documento
unico com toda a informacao relativa ao tema, de forma clara e objetiva, sem margens

para interpretacdes erroneas.
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Uma vez que o teor dos canabinoides pode variar dependendo da parte da flor que ¢é
selecionada e utilizada para analise, pois diferentes partes da planta produzem diferentes
teores de compostos, retém-se a necessidade da homogeneizagdao das amostras ou seu
conjunto antes de serem analisados, de forma a minimizar tais flutuagdes e garantir uma

amostragem correta e representativa.

Apesar de nas amostras analisadas, apenas numa ter sido detetado o A>-THC, pela recente
popularidade e recorréncia da sua presenga reportada pela literatura (Bernhard et al.,
2022), e pela falta de informacao acerca do composto, a sua inclusao no estudo mantém-
se pertinente, até pela previsivel necessidade de cuidados médicos para um numero
crescente de pacientes que estdo sob a influéncia da substancia. Como de forma natural
surge em quantidades minimas, no que reporta ao A®-THC, niveis incomuns deste
composto detetados em amostras indicardo que poderao ter sido fortificadas com o
mesmo. A literatura supramencionada, bem como a prdpria associagdo Kosmicare
reportam o recente aumento na procura de servigcos de analise de plantas da canabis,
maioritariamente para amostras herbaceas, procura esta que pode ser apoiada pelo método

desenvolvido.

Como perspetivas futuras, propde-se a aplicacdo da metodologia analitica desenvolvida
a outros fitocanabinoides de potencial interesse, como o CBNA, CBG ¢ a sua forma 4cida,
CBC, entre outros. A analise de um maior niumero de amostras, de forma a ter um niimero
estatisticamente significativo e representativo, permitiria caracterizar a realidade atual do
consumo destas substancias, auxiliando e participando na criagdo de dados para
observatorios de consumo de substancias de abuso. Para além disso, a analise de amostras
de diferentes naturezas e formas, como resina de canabis, ou ainda produtos alimentares

ou farmacéuticos contendo os compostos referidos, permanece como objetivo vindouro.

Para trabalhos futuros, propde-se ainda, a reducao da quantidade de amostra necessaria
para a quantificagdo dos compostos; aplicar o desenho experimental a otimizagao
instrumental, de forma a compreender a influéncia e interacdo entre fatores e
possivelmente aumentar a sensibilidade e a seletividade da metodologia. A realizagdo de
ensaios laboratoriais permitiria ter no¢ao da reprodutibilidade do método desenvolvido,

bem como corroborar os resultados obtidos.

Por ultimo, a combinagdo da técnica cromatografica proposta, com sistemas de detegao

para além do DAD, como o detetor por espetrometria de massa, ou mesmo com
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instrumentagdo de alta resolu¢do (UHPLC), no sentido de aumentar ainda mais a
seletividade, resolugdo e sensibilidade, bem como diminuir o tempo da corrida, € os

limites de detecdo e quantificacdo dos compostos analisados, sdo fatores a ter em conta.
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Anexos

Otimizag¢ao instrumental

Tabela Al- Resolugdo (Rs) obtida entre cada pico de composto analisado e o seguinte pico a surgir no
cromatograma.

Composto Rs
Phenprocoumon

(PI)

CBD 7,08
CBDA 1,89
CBN 6,63
A°-THC 4,71
AS-THC 1,01
A’-THCA 7,31

Desenho experimental: Escolha do solvente

Tabela A2 - Condigoes obtidas para a determinagdo do solvente extrator. Consta a ordem de andlise,
bem como a propor¢do de metanol, etanol e acetonitrilo (ACN) a utilizar em cada extragdo.

StdOrder | RunOrder | PtType |Blocks |Metanol |Etanol |ACN
1 1 1 1 1 0 0
9 2 -1 1]0,166667 | 0,666667 | 0,166667
4 3 2 1 0,5 0,5 0
8 4 -1 1]0,666667|0,166667 | 0,166667
7 5 0 1]0,333333|0,333333|0,333333
5 6 2 1 0,5 0 0,5
2 7 1 1 0 1 0
3 8 1 1 0 0 1
10 9 -1 1]0,166667|0,166667 | 0,666667
6 10 2 1 0 0,5 0,5
Contour plots
Mixture Contour Plot of CBD Mixture Contour Plot of CBDA
(component amounts) (component amounts)
Metanol Metanol
- : o |
W s W 5500 - 5750
B sso - Bl 5750 - €000
1 560 - B 6000 - 6250
- ;53: B = 6250
B 550
| > 500

Figura Al- Contour plots obtidos para o CBD e CBDA.



Mixture Contour Plot of THC

(component amounts)

Mixture Contour Plot of CBN

(component amounts)
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Figura A2- Countor plots obtidos para o CBN e A°-THC (THC).

Desenho experimental: Numero de extracdes, Volume e Tempo necessario

Anexos

Tabela A3- Desenho experimental obtido, Desenho Fatorial Completo, para a determinagdo do volume

de solvente, tempo necessario para a extragdo e numero de extragoes (N extragoes).

StdOrder | RunOrder | PtType |Blocks | Volume |Tempo |N extragoes
19 1 1 1 10 11
1 2 1 1 3 1)1
17 3 1 1 3 202
5 4 1 1 3 202
8 5 1 1 10 12
4 6 1 1 3 201
15 7 1 1 3 1/3
24 8 1 1 10 20|3
11 9 1 1 10 202
10 10 1 1 10 201
20 11 1 1 10 12
21 12 1 1 10 13
7 13 1 1 10 11
22 14 1 1 10 201
23 15 1 1 10 202
3 16 1 1 3 13
14 17 1 1 3 12
9 18 1 1 10 13
12 19 1 1 10 20|3
2 20 1 1 3 112
6 21 1 1 3 20|3
13 22 1 1 3 11
18 23 1 1 3 20|3
16 24 1 1 3 2001
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Tabela A4- Valores obtidos na andlise dos resultados da otimizagdo da extra¢do, para cada canabinoide.

Apenas o Volume apresenta um P-value inferior a 0,05, ou seja, é significativo.

General Factorial Regression: 9THC versus Volume; Tempo; Nr de extr

Factor Information

Factor Levels Values
Volume 2 3; 10
Tempo 2 1; 20
Nr de extr 3 1; 2; 3

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 11 432943 39358 1,01 0,492
Linear 4 400952 100238 2,56 0,092
Volume 1 381320 381320 9,76 0,009
Tempo 1 12414 12414 0,32 0,583
Nr de extr 2 7218 3609 0,09 0,912
2-Way Interactions 5 11861 2372 0,06 0,997
Volume*Tempo 1 2611 2611 0,07 0,800
Volume*Nr de extr 2 8518 4259 0,11 0,898
Tempo*Nr de extr 2 731 365 0,01 0,991
3-Way Interactions 2 20130 10065 0,26 0,777
Volume*Tempo*Nr de extr 2 20130 10065 0,26 0,777
Error 12 469054 39088
Total 23 901996

General Factorial Regression: CBN versus Volume; Tempo; Nr de extr

Factor Information

Factor Levels Values
Volume 2 3; 10
Tempo 2 1; 20
Nr de extr 3 1; 2; 3

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 11 548,59 49,872 1,00 0,494
Linear 4 452,33 113,081 2,28 0,121
Volume 1 423,87 423,873 8,54 0,013
Tempo 1 23,86 23,858 0,48 0,501
Nr de extr 2 4,60 2,298 0,05 0,955
2-Way Interactions 5 71,92 14,384 0,29 0,910
Volume*Tempo 1 1,82 1,816 0,04 0,852
Volume*Nr de extr 2 68,89 34,444 0,69 0,519
Tempo*Nr de extr 2 1,22 0,608 0,01 0,988
3-Way Interactions 2 24,34 12,172 0,25 0,786
Volume*Tempo*Nr de extr 2 24,34 12,172 0,25 0,786
Error 12 595,90 49,658
Total 23 1144,49



General Factorial Regression: CBDA versus Volume; Tempo; Nr de extr

Factor Information

Factor Levels Values
Volume 2 3; 10
Tempo 2 1; 20
Nr de extr 3 1; 2; 3

Analysis of Variance

g
|

Source
Model
Linear
Volume
Tempo
Nr de extr
2-Way Interactions
Volume*Tempo
Volume*Nr de extr
Tempo*Nr de extr
3-Way Interactions
Volume*Tempo*Nr de extr
Error
Total

—
S e

WNDNDNDNNDNDE N

N -

Adj SS Adj MS F-Value
403948 36723 1,09
354264 88566 2,62
329240 329240 9,73
7346 7346 0,22
17679 8839 0,26
19517 3903 0,12
8644 8644 0,26
9197 4598 0,14
1677 838 0,02
30166 15083 0,45
30166 15083 0,45
405907 33826
809855

P-Value
0,442
0,088
0,009
0,650
0,774
0,987
0,622
0,874
0,976
0,650
0,650

Anexos

General Factorial Regression: 9THCA versus Volume; Tempo; Nr de extr

Factor Information

Factor Levels Values
Volume 2 3; 10
Tempo 2 1; 20
Nr de extr 3 1; 2; 3

Analysis of Variance

Source DF
Model 11
Linear 4
Volume 1
Tempo 1

Nr de extr 2
2-Way Interactions 5
Volume*Tempo 1
Volume*Nr de extr 2
Tempo*Nr de extr 2
3-Way Interactions 2
Volume*Tempo*Nr de extr 2
Error 12
Total 23

Adj SS
90014217
79993390
77552074

923610

1517706

3388945

1018508

2302642

67795

6631882

6631882
87336868

177351084

Adj Ms
8183111
19998348
77552074
923610
758853
677789
1018508
1151321
33898
3315941
3315941
7278072

F-Value P-Value
1,12 0,420
2,75 0,078

10,606 0,007
0,13 0,728
0,10 0,902
0,09 0,992
0,14 0,715
0,16 0,855
0,00 0,995
0,46 0,645
0,46 0,645
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General Factorial Regression: CBD versus Volume; Tempo; Nr de extr

Factor Information

Factor Levels Values
Volume 2 3; 10
Tempo 2 1; 20
Nr de extr 3 1; 2; 3

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 11 2784,88 253,17 0,98 0,511
Linear 4 2471,06 617,77 2,39 0,109
Volume 1 2394,54 2394,54 9,25 0,010
Tempo 1 6,72 6,72 0,03 0,875
Nr de extr 2 69,80 34,90 0,13 0,875
2-Way Interactions 5 155,87 31,17 0,12 0,985
Volume*Tempo 1 37,43 37,43 0,14 0,710
Volume*Nr de extr 2 87,86 43,93 0,17 0,846
Tempo*Nr de extr 2 30,58 15,29 0,06 0,943
3-Way Interactions 2 157,95 78,97 0,31 0,743
Volume*Tempo*Nr de extr 2 157,95 78,97 0,31 0,743
Error 12 3105,41 258,78
Total 23 5890,30
Validagao do método
Tabela A5- Homocedasticidade. Ftab e Fcalc para cada canabinoide.
Varl Var2 Fcalc Ftab
CBD 4,39E-07 | 9,89E-05 0,0044 | 19,00
CBDA 8,51E-07 | 2,12E-05 0,0401 | 19,00
CBN 2,44E-06 | 0,000361 0,0068 | 19,00
N°-THC 5,41E-07 | 2,08E-05 0,0260| 19,00
N8-THC 9,21E-07 | 1,08E-05 0,0852 | 19,00
A°-THCA | 7,33E-07 | 0,002796 0,0003 | 19,00
Graficos de residuos
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Figura A3 - Grafico de residuos para o CBD.



Anexos

CBDA Residual Plot
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Figura A4 -Grdfico de residuos para o CBDA.
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Figura A5 - Grdfico de residuos para o CBN.
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Figura A6 - Grdfico de residuos para o A°-THCA.
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Goodness-of-fit (GoF)

Tabela A6- Teste estatistico Goodness-of-fit. Constam os Fcalculados e os Ftabelados para cada
composto analisado.

Fcalc Ftab
CBD 0,43 9,55
CBDA 0,45 9,55
CBN 0,41 9,55
A°-THC 0,40 9,55
AS-THC 0,42 9,55
A°-THCA 0,22 9,55

Tabela A7 - Estabilidade. Valores obtidos para a mistura padrdo dos 6 canabinoides a 10 ug/mL, nos
ensaios de estabilidade apresentados no grafico S. O RSD apresentado foi calculado entre as dreas
normalizadas do primeiro dia (19.07.2022) e ultimo (20.09.2022)

Mix10st 19.07.2022 Mix10st 26.07.2022 Mix10st 02.08.2022

ANormal ANormal ANormal
PI PI PI
CBD 0,46977 CBD 0,470993 CBD 0,467644
CBDA 0,297989 CBDA 0,292251 CBDA 0,299934
CBN 0,612098 CBN 0,620498 CBN 0,614294
A9-THC 0,247971 A9-THC 0,248885 A9-THC 0,249029
A8-THC 0,205713 A8-THC 0,207789 A8-THC 0,209271
A9-THCA | 0,40272 A9-THCA | 0,399465 A9-THCA | 0,400655
Mix10st 13.09.2022 Mix10st 20.09.2022

A ANormal A ANormal
PI 961,707 PI 993,186 RSD
CBD 452,825 | 0,470855 CBD 465,302 | 0,468494 0,19%
CBDA 289,787 | 0,301326 CBDA 296,971 | 0,299008 0,24%
CBN 598,337 | 0,622161 CBN 622,574 | 0,626845 1,68%
A9-THC 244,827 | 0,254575 A9-THC 242,149 | 0,24381 1,20%
A8-THC 200,963 | 0,208965 A8-THC 208,215 | 0,209644 1,34%
A9-THCA | 393,376 | 0,409039 A9-THCA | 393,418 | 0,396117 1,17%
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Tabela A8- Atribui¢ao do quimiotipo com base na formula utilizada, comparando com a formula
sugerida por (Mandrioli et al., 2019). Amostras em que o cdlculo ndo é possivel pela ndo dete¢do de
canabinoide (A4) e ainda no caso dos oleos de canabis, consta N.A (Nao Aplicavel).

THCT+CBN/CBDT THCA/CBDA
A9-
Amostras | CBD CBDA |CBN A9-THC | THCA Calculo | Classificacao | Calculo | Classificacao
Al 0,03% 2,38% 1,48% | 11,81% | 0,45% |5,690754 Drug 0,189825| Industrial
A2 0,05% 2,22% 0,69% 2,23% 8,61% |5,082508 Drug 3,87411 Drug
A3 0,04% 0,48% 0,02% 0,81% | 17,43% |35,65388 Drug 36,57774 Drug
A4 0,02% - 0,86% 0,07% 0,45% |78,38156 Drug N.A N.A
A5 7,87% 2,02% 0,02% 0,19% 0,25% 10,046894 | Industrial |0,125082 | Industrial
A6 0,08% 1,38% 0,04% 1,98% | 13,63% |10,71526 Drug 9,878078 Drug
A7 0,04% 0,78% 0,09% 2,26% 7,94% |12,44659 Drug 10,15445 Drug
A8 0,04% 0,74% 0,02% 6,68% | 12,18% |24,17816 Drug 16,4715 Drug
A9 7,36% 2,33% - 0,20% 0,15% |0,036083 | Industrial |0,064406| Industrial
A10 1,32% 5,69% - 0,05% 0,05% |0,013136| Industrial |0,007957 | Industrial
All 13,58% | 1,87% - 0,21% 0,60% |0,052613| Industrial |0,320754 | Industrial
Al2 9,93% 2,68% - 0,28% 0,26% | 0,04266 Industrial | 0,095822 | Industrial
Al3 2,68% 1,12% - 0,11% 0,06% |0,044318| Industrial |0,054969 | Industrial
Al4 2,72% 1,85% - 0,12% 0,06% |0,039095| Industrial |[0,034271| Industrial
Al5 3,89% 7,38% 0,03% 0,30% 0,05% ]0,034106| Industrial 0,00638 Industrial
Bl - 2,59% 0,01% 0,11% - N.A N.A N.A N.A
B2 0,03% 3,78% 0,08% 0,02% - N.A N.A N.A N.A
Teste colorimétrico
—

o/t

Figura A7- Branco do teste colorimétrico Fast Blue BB, feito com lupulo. Pode ser observado que ndo ocorreu
reagdo, ndao apresentando cor.
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