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Introducio

A Cannabis sativa L. ¢ utilizada para diferentes finalidades, incluindo aplicagdes
terap€uticas e recreativas (Andre; Hausman; Guerriero, 2016; Downer, 2020). Seu amplo
potencial de utilizagdo estd relacionado a complexidade de sua composi¢do quimica, que
retne cerca de 200 fitocanabinoides, destacando-se o canabidiol (CBD) e canabinol (CBN),
associados aos efeitos terapéuticos da espécie (Sun, 2023; Fernandez ef al., 2023; Neto et al.,
2023).

A escolha do processo extrativo também deve considerar a quantidade de biomassa
processada, a estabilidade e as propriedades fisico-quimicas dos canabinoides, e aspectos
econdmicos ¢ ambientais (Nahar et al., 2021). Além disso, varidveis como temperatura,
tempo de processamento, tamanho das particulas e tipo de solvente devem ser controladas,
pois podem influenciar a recuperagdo dos compostos € a composi¢ao final (Fathordoobady et
al., 2019; Naviglio et al., 2019).

Entre os métodos extrativos, destaca-se a mecanoquimica, que utiliza forcas mecanicas
para provocar modifica¢des fisicas e, em determinadas condi¢des, quimicas nos materiais
processados (Obregon; Wang, 2024; Saenz et al., 2025). Na extracdo de produtos naturais, a
aplicagdo dessas forcas favorece a desestruturacio da matriz vegetal, aumenta a
disponibilidade dos compostos, promove a reducao e a homogeneizagdo das particulas. Logo,
a matriz vegetal pode adquirir uma estrutura mais porosa e acessivel, facilitando a liberacdo
dos compostos, ampliando seu contato com o solvente e proporcionando maior efici€éncia
extrativa (Ozer, 2021; Pan et al., 2017). Dessa forma, a extracao para fins analiticos ndo busca
produzir grandes quantidades de extrato, mas proporcionar a recuperagdo representativa e
reprodutivel dos compostos para sua posterior quantificagdo (Chauthe et al., 2012).

Os processos mecanoquimicos podem ser realizados em diferentes equipamentos,
como os moinhos de bolas, nos quais a energia cinética das esferas ¢ transferida para a
amostra por meio de choques, compressdo e atrito (Arfelis et al., 2024; Cuccu et al., 2022,
Reynes; Leon; Garcia, 2024). Uma das modalidades de aplicagdo da mecanoquimica ¢ a
moagem assistida por liquido. O liquido favorece a transferéncia, a dispersdo e a solubilizagao
dos compostos liberados durante a fragmentagdo da matriz vegetal (Ying; Yu; Su, 2021).
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A Figura 1 ilustra o processo de homogeneizacao de compostos Cannabis, o qual tem
inicio com o pré-tratamento do material vegetal para reduzir seu tamanho (1), seguido da
adi¢do do solvente ao moinho de bolas (2 e 3) e da homogeneizacgao (4). As forcas de impacto
e cisalhamento promovem a fragmentagdo dos tecidos e das paredes celulares (5.1) e dos
tricomas (5.2), reduzindo as particulas e favorecendo a liberacdo dos compostos-alvo
intracelulares. As moléculas liberadas podem participar de reagdes mecanoquimicas,
facilitando sua transferéncia e solubilizacdo. Assim, a técnica pode aumentar a taxa de
extragdo (6), reduzir o tempo de processamento e otimizar a obtencdo de canabinoides da
Cannabis.

Figura 1: Exemplo do processo de extragdo por homogeneizagio da Cannabis.
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A aplicacdo da mecanoquimica na recuperacao de produtos naturais ja foi descrita em
diferentes matrizes vegetais, incluindo espinheiro-maritimo (Guo et al., 2021), farelo de arroz
(Zheng et al., 2023) e Receptaculum Nelumbinis (Bao et al., 2023). No processamento de
materiais derivados de Cannabis, a agdo mecanica tem sido empregada principalmente como
etapa de pré-tratamento da biomassa, visando modificar suas caracteristicas fisicas e facilitar
os procedimentos subsequentes (Akatan et al., 2021; Julakanti et al., 2023; Khan et al., 2009;
Mano-Sousa et al., 2023). Entretanto, sua aplicagdo como método de preparo de amostras
para o doseamento de fitocanabinoides e sua comparagdo com o método ultrassdnico proposto
pela Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024) ainda nao foi explorada.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a mecanoquimica como método de
preparo de amostras para o controle de qualidade de inflorescéncias de Cannabis sativa L.,
investigando a influéncia do tempo de homogeneizagdo e do nivel de agitagdo na extracdo de
CBD e CBN. Para isso, os teores de foram comparados aos obtidos pelo método de extracao
por banho ultrassonico descrito na Farmacopeia Brasileira, 7* edigao.

Material e Métodos
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Foram utilizadas inflorescéncias com dois quimiotipos de Cannabis sativa L. doadas
por associagdes ao Grupo de Pesquisa e Extensdo Tecnologica em Cannabis Medicinal
(GPETCAM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os estudos foram autorizados
pela Justica Federal Brasileira (Alvara n® 4058308.27221716), pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (autorizagdes n° 009/2025 e 028/2025) e pelo Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (cadastro n°
AC1D09D).

A quantificagdo dos canabinoides foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia associada a deteccdo por arranjo de diodos (CLAE-DAD), Shimadzu LC-2030C
NT, utilizando método adaptado e validado de Carvalho et al. (2020). A fase movel foi
composta pela solucdo A, constituida de tampao formiato de amoénio 10 mM, pH 4-5, e pela
solugdo B, constituida de metanol grau CLAE. A separagao ocorreu em coluna C18 Agilent®
(250 x 4,6 mm; 5 um), utilizando eluicdo em gradiente. O fluxo foi de 0,8 mL/min, o volume
de injecao de 10 pL e a detecgdo realizada a 240 nm. Foram construidas curvas de calibracao
para o CBN e o CBD, utilizando-se padrdes nas concentragdes de 1, 10, 25, 50, 75 ¢ 100
pug/mL.

Para extragdo por mecanoquimica, foi realizado um planejamento experimental com
razdo de 1 mg de inflorescéncia por 1 mL de solvente, avaliando tempos de 5 e 15 minutos e
niveis de agitagdo 3, 6 e 8. Posteriormente, foram utilizados 5 mg de amostra de cada
quimiotipo, 5 mL de metanol e quatro esferas de vidro, avaliando tempos de 2 e 5 minutos e
niveis de agitagao 2, 4 e 8. ApoOs a extragcdo, as amostras foram filtradas em membrana de
PTFE de 0,45 pum, analisadas por CLAE (Figura 2).

Figura 2: Preparo da amostra para doseamento das inflorescéncias por mecanoquimica.
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Para comparagdo, utilizou-se o método de ultrassom, descrito na 7 edi¢do da
Farmacopeia Brasileira (Figura 3). Foram utilizados 20 mg de inflorescéncia para cada
quimiotipo, com granulometria de 250 um, ¢ 4 mL de metanol. A amostra foi submetida a
banho ultrassonico a 40 kHz durante 10 minutos e centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos. O
procedimento foi repetido com o residuo vegetal. Apds completar o volume com metanol,
obteve-se uma solu¢do de 1 mg/mL, filtrada em membrana de PTFE de 0,45 um, analisadas
por CLAE.
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Figura 3: Preparo da amostra para doseamento das inflorescéncias por ultrassom.
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Resultados e Discussao

Para viabilizar a quantificagdo dos canabinoides, inicialmente foram realizados os
estudos preliminares de detec¢do e identificagdo do CBD e do CBN, nos quais foram
determinadas as caracteristicas cromatograficas e espectrais desses compostos. A andlise
revelou um tempo de retengdo de aproximadamente 12 minutos para o CBD e
aproximadamente 18 minutos (Figura 4) para o CBN no método cromatografico utilizado, Os
maximos de absor¢do ocorrem em 196 € 211 nm, para CBD, e em 220 e 282 nm, para CBN
(Figura 5), sendo utilizados ambos os comprimentos para a quantificacdo dos canabinoides.
Essas condigdes foram utilizadas na constru¢do das curvas de calibragdo de cada composto.

As curvas de calibragao de CBD e CBN (Figura 5) foram lineares entre 1 ¢ 100 pug/mL
(R* > 0,99). Os pontos ficaram bem ajustados a reta, mostrando que a 4area aumenta
proporcionalmente a concentragcdo na faixa. As barras de desvio padrao foram pequenas, por
isso, ndo estdo perceptiveis nos dois graficos, indicando boa repetibilidade entre as réplicas e
estabilidade do sistema durante as andlises. Assim, a faixa de 1 a 100 pg/mL se mostrou
adequada para a quantificacdo de CBD e CBN nas amostras.
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Figura 4: Cromatograma e espectros dos padrdes de CBD e CBN (100 ug/mL) obtldos com 0 CLAE

Absorbancia (mAU)

Figura 5: Curva de calibragdo com os desvios padrao para quantificagdo do CBD (a) e CBN (b).
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Nos resultados do 1° planejamento (Tabela 1 e Figura 6), todos os parametros variados
na mecanoquimica forneceram concentragdes de CBD superiores ao método da Farmacopeia
(1,69 pg/mg). O menor aumento absoluto em relagdo a Farmacopeia ocorreu com 5 minutos e
nivel 3 de agitacdo, sendo de 0,23 pg/mg. As principais diferencas foram observadas nos
procedimentos de 5 e 15 minutos com nivel de agita¢do igual a 8, com aumentos de 0,72 e
0,71 pg/mg, respectivamente (Tabela 1 e Figura 6). Os resultados sugerem que aumentar o
nivel de agitacdo tende a aumentar a extragdo de CBD, enquanto prolongar o tempo de
homogeneizagdo de 5 para 15 minutos, quando ja se adota um nivel alto de agita¢do, nao
causa mudancas na concentra¢do de CBD extraido.

As concentragdes de CBN obtidas por mecanoquimica foram menores do que as
obtidas pelo método da Farmacopeia (1,72 pg/mg) (Tabela 1). Isso pode ser interpretado
positivamente, uma vez que o CBN esta correlacionado com a degradacdo do THC, de modo
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que a concentracdo de CBN pode aumentar a medida que o THC se degrada (Zamengo et al.,
2019).

Tabela 1: Quantificagdo dos fitocanabinoides (em pg de canabinoide/mg de amostra) por mecanoquimica no 1°
planejamento (com tempos de 2 e 15 minutos com os niveis de agitagdo iguais a 3, 6 e 8) e no 2° planejamento
(tempos de 2 ¢ 5 minutos com os niveis de agitagdo iguais a 2, 4 ¢ 8). E apresentado o resultado obtido com o
método da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024). As plantas utilizadas no 1° e no 2° planejamento foram
diferentes, por isso, as concentragdes variaram.

1° Planejamento

5 Minutos 15 Minutos
Farmaco
Compostos cia
3 6 8 3 6 8 P
(m(é?i]a? n 1,93+ 1,97+ 2,41+ 2,22+ 2,28+ 2,40+ 1,69+
- 0,16 0,005 0,04 0,17 0,21 0,005 0,08
DP)

CB-|I\-I l()n;e):dla 0,53+ 0,56+ 091+ 0,60+ 0,61+ 0,95+ 1,72+
- 0,04 0,02 0,01 0,06 0,06 0,08 0,17
2° Planejamento

2 Minutos 5 Minutos
Farmaco
Compostos cia
2 4 8 2 4 8 P

B g‘};‘)’dla 22,70+ | 2674+ | 3132+ | 2066+ | 1820+ | 1894+ | 3047+

- 1,62 2,03 3,70 3,97 2,20 2,63 2,08
CB_I;I I()n}l)(;dla 751+ 8,77+ 9,95+ 6,92+ 6,93+ 6,40+ 115+

- 0,49 0,62 1,40 1,92 1,41 0,80 0,75
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Figura 6: Concentragdes (em pug/mg) de CBD ¢ CBN obtidas no 1° (a) e 2° (b) planejamento utilizando a
mecanoquimica com diferentes niveis de agitagdo e tempo. As linhas horizontais em vermelho e azul indicam as
concentragdes de CBD e CBN obtidas utilizando o método da Farmacopeia Brasileira (7* ediggo).
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No 2° planejamento, foi utilizada uma planta de diferente quimiotipo da obtida no 1°
planejamento. As concentracdes de CBD foram reduzidas ao utilizar 5 minutos de
homogeneizacao e niveis mais elevados de agitagao reduziram menos essa queda, mantendo
valores mais proximos dos obtidos pelo método da Farmacopeia (Tabela 1 e Figura 6). Em
particular, com 2 minutos de homogeneizagao e nivel 8, a concentragao de CBD ficou dentro
da variacdo do desvio padrao da Farmacopeia, indicando que combinag¢des de menor tempo
com maior nivel de agitacdo podem gerar resultados mais condizentes com a extracao por
ultrassom. Os niveis 2 e 4 com 2 minutos resultaram em concentragdes menores, mas ainda
mais proximas do que as observadas com 5 minutos (Tabela 1 e Figura 6).

Ainda no segundo planejamento, as concentragdes de CBN foram maiores (entre 7,51
e 9,95 ng/mg) do que as observadas pelo método da Farmacopeia Brasileira (1,15 + 0,75
ng/mg) (Tabela 1 e Figura 6). Esse resultado pode ser considerado desfavoravel, por indicar
que houve maior degradagdo de THC ou formacao preferencial de CBN, sugerindo que as
condi¢des mecanicamente assistidas podem favorecer a transformacdo de THC a CBN sob
certas combinagdes.

Portanto, a utilizacdo de menores tempos e maiores niveis de agitagdo no moinho de
bolas resulta na preparacdo de extratos com maiores concentragdes de CBD. Contudo,
dependendo da espécie de Cannabis utilizada, as concentragdes de CBN podem ficar maiores
ou menores do que as obtidas pelo método de ultrassom, tornando necessarios mais estudos
sobre as concentragdes desse ¢ de outros canabinoides, como o THC. Além disso, deve-se
destacar que a mecanoquimica foi proposta neste trabalho como um método para preparagao
de extratos para quantificacdo voltada ao controle de qualidade e que pode ser distinto
daqueles métodos empregados para a producao industrial de extratos de Cannabis. Logo, a
escolha do método de extragcdo deve ser orientada pelos objetivos especificos de cada etapa do
processo, desde a caracterizagdo analitica até a produgdo de insumos e formulagdes finais.

Conclusoes
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A mecanoquimica demonstrou potencial como estratégia alternativa de extragdo para
doseamento dos canabinoides como o CBD e CBN em inflorescéncias de Cannabis sativa L.
No primeiro planejamento experimental, todas as condi¢des mecanoquimicas resultaram em
maiores concentragdes de CBD em comparacdo ao método de ultrassom proposto na 7* edi¢ao
da Farmacopeia Brasileira, especialmente nos maiores niveis de agitagdo. O prolongamento
da homogeneizagdo de 5 para 15 minutos ndo promoveu aumento relevante quando utilizada
agitacdo elevada, indicando que a intensidade da agitagdo do moinho de bolas exerceu maior
influéncia sobre a extracdo do que o tempo de processamento.

No segundo planejamento, realizado com outra variedade de Cannabis, a condigdo de
2 minutos e nivel de agitacio 8 apresentou resultado de CBD préoximo ao método
farmacopeico, refor¢ando o potencial de combinac¢des entre menor tempo e maior intensidade
de agitacdo. Entretanto, as maiores concentragdes de CBN observadas nesse planejamento
sugerem que as condi¢cdes mecanicas, associadas as caracteristicas da matéria-prima, podem
interferir no perfil dos canabinoides.

Portanto, a mecanoquimica pode reduzir o tempo de preparo, favorecer a extragdo de
CBD para fins analiticos e diminuir o consumo de solventes, tornando o processo mais
eficiente e alinhado aos principios da quimica verde. Essas vantagens tornam a técnica
promissora para o controle de qualidade de compostos de Cannabis. Para trabalhos futuros,
pretende-se ampliar o nimero de amostras, diferentes tempos e niveis de agitagdo, bem como
investigar outros canabinoides, especialmente o THC e suas formas acidas.
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