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RESUMO

As plantas do género Cannabis possuem substancias especificas chamadas
canabindides. O canabidiol (CBD) e o A%tetrahidrocanabinol (A%-THC) séo
canabindides que possuem importantes aplicabilidades medicinais. Altos teores de
canabindides sdo encontrados na resina de flores de plantas fémeas nédo polinizadas.
O CBD e o0 A°-THC estdo em baixas concentracGes em flores recém-colhidas, mas sdo
potencializados com o aquecimento de uma amostra. O canhamo é uma variedade de
Cannabis com baixos teores de canabindides e suas sementes séo ricas em acidos
graxos poli-insaturados. A obtencao destes principios ativos com alta pureza e livre de
solventes sdo amplamente requisitadas. Este trabalho tem como objetivo aplicar a
tecnologia de fluidos pressurizados analisando a variagdo de parametros para otimizar
a obtencdo de extratos com propriedades bioativas a partir de flores e sementes de
Cannabis. Foram analisadas trés variedades de flores em parceria com a Universidade
da Republica do Uruguai, utilizando um método cromatografico certificado. Foi avaliado
0 comportamento térmico das amostras de flores a 90, 100 e 140 °C, a umidade, bem
como a influéncia do tamanho de particulas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As extracdes de flores foram feitas com diéxido de carbono supercritico (CO»-
SC) sendo comparadas as metodologias de pré-aquecimento das amostras, de uso de
co-solvente e de extracdo fracionada. Avaliou-se a atividade anti-tumoral dos extratos
por um método quantitativo colorimétrico chamado MTT. Devido ao grande interesse
medicinal no CBD foi analisado o equilibrio sélido-fluido deste com o CO,-SC a fim de
determinar condi¢fes favoraveis de manipulacao. Foi utilizado o método sintético visual
na faixa de temperatura e fracdo molar de 45 a 65 °C e 2 a 3 (10*), respectivamente.
Paralelamente foi analisada a composicdo centesimal de sementes descascadas de
cadnhamo, bem como extragbes com CO»-SC e propano pressurizado, sendo ainda
avaliada nos extratos a composi¢do de acidos graxos, tocoferdis totais e fS-caroteno,
bem como os indices de acidez e umidade. Os extratos de flores obtidos com co-
solvente apresentaram maiores rendimentos, porém menores concentracdes de
canabindides. Por outro lado nos extratos com pré-aquecimento foi possivel obter
elevadas e distintas concentracbes de CBD e AS-THC. A extracdo fracionada para
flores também se apresentou eficiente. Os melhores resultados de atividade anti-
tumoral foram relacionados ao cancer de Utero. As analises de equilibrio de fase
apresentaram baixos desvios e bons ajustes. O propano pressurizado se demaostrou
uma alternativa interessante para a obtengéo de 6leo das sementes frente ao CO»-SC,
visto que foi necessaria uma menor quantidade de solvente, obteve-se maiores teores
de tocoferdis totais e f-caroteno, menores indices de umidade e acidez, bem como os
mesmos elevados teores de acidos graxos poli-insaturados.

Palavras-chave: Cannabis; canabindides, extracdo sob alta presséo, atividade anti-

tumoral; equilibrio de fases; flores fémeas néo polinizadas; sementes de canhamo.
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ABSTRACT

Plants of the genus Cannabis have specific substances called cannabinoids.
Cannabidiol (CBD) and A°-tetrahydrocannabinol (A°-THC) are cannabinoids that have
important medicinal applications. High levels of cannabinoids are found in the flower
resin of non-pollinated female plants. CBD and A®-THC are at low concentrations in
freshly harvested flowers, but are potentiated by heating a sample. Hemp is a variety of
Cannabis with low levels of cannabinoids and their seeds are rich in polyunsaturated
fatty acids. Obtaining these active substances with high purity and solvent-free are
widely required. This work aims to apply pressurized fluid technology analyzing the
variation of parameters to optimize the obtaining of extracts with bioactive properties
from Cannabis flowers and seeds. Three varieties of flowers were analyzed in
partnership with the University of the Republic of Uruguay using a certified
chromatographic method. The thermal behavior of flower samples at 90, 100 and 140
°C, moisture, as well as the influence of particle size by scanning electron microscopy
(SEM) was evaluated. The flower extractions were made with supercritical carbon
dioxide (SC-CO.), comparing the sample pre-heating, co-solvent and fractionation
extraction methodologies. The antitumor activity of the extracts was evaluated by a
guantitative colorimetric method called MTT. Due to the great medicinal interest in the
CBD the solid-fluid equilibria of this with the SC-CO, was analyzed in order to determine
favorable conditions of manipulation. The visual synthetic method was used in the
temperature and molar fraction range from 45 to 65 °C and 2 a 3 (10%), respectively. In
parallel, the centesimal compaosition of hulled hemp seeds was analyzed, as well as SC-
CO; and pressurized propane extractions. Compositions of fatty acids, total tocopherols
and p-carotene were evaluated in the extracts, as well as acidity and moisture indexes.
The extracts of flowers obtained with co-solvent showed higher yields, but lower
concentrations of cannabinoids. However in extracts with preheating it was possible to
obtain high and different concentrations of CBD and A%-THC. The fractionated extraction
for flowers was also efficient. The best results of anti-tumor activity were related to
cervical cancer. The phase equilibrium analyzes showed low deviations and good
adjustments. The pressurized propane showed an interesting alternative to obtain oil of
the seeds compared to SC-CO., since a smaller amount of solvent was required, higher
contents of total tocopherols and S-carotene, lower moisture and acidity indexes, as well
as the same high levels of polyunsaturated fatty acids.

Keywords: Cannabis; cannabinoids, extraction under high pressure, anti-tumor activity;

phase equilibria; non-pollinated female flowers; hemp seeds.
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NOMENCLATURA

AS-THC: A°-tetrahidrocanabinol;

AS-THCA: &cido A®-tetrahidrocanabindlico;

AHeys: entalpia de fuséo

AHsug: entalpia de sublimacao

AHyap: entalpia de vaporizacao

o: fator acéntrico

»3: 6mega 3

®6: dmega 6

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil);
CBD: canabidiol;

CBDA: acido canabidiolico;

CBN: canabinol;

CBNA: &cido canabindlico;

CO,-SC: dioxido de carbono supercritico;

ECE-PR: equacéo cubida de estado de Pening-Robinson;
EtOH: etanol;

HPLC: cromatografia liquida de alta performace;

Hz: Hertz

IRCCA Instituto de Regulacéo e Controle de Cannabis (Uruguai);
MPa: Mega Pascal;

Pc: pressao critica

T¢: temperatura critica;

Tm: temperatura de fuséo

Tp: temperatura de vaporizagéo

UdelaR: Universidade da Repuplica (Uruguai);
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

As plantas do género Cannabis ja foram classificadas entre as espécies Cannabis
sativa L. (*LANNAEUS, 1753), Cannabis indica Lam. ((LAMARK, 1785) e Cannabis
ruderalis Janisch. (3JANISCHEVKY, 1924). Apesar disso, ndo existe uma definicdo
cientificamente unanime e muitas vezes o0 género é considerado monotipico, tendo
apenas a espécie Cannabis sativa L. (*FASSIO et al.,, 2013), como é reconhecida
atualmente no Brasil (PANVISA, 2017), por exemplo. Estas plantas foram uma das
primeiras a serem cultivadas pelos seres humanos sendo que ao longo da histéria suas
fibras foram utilizadas em téxteis e papel, suas sementes como alimento e suas folhas e

flores como medicamento (°HIU-LIN, 1973).

No inicio do século XX paises das Nac¢des Unidas comecaram a discutir sobre
possiveis riscos relacionados a bioatividade da resina presente em flores de plantas
fémeas ndo polinizadas ("WILLOUGHBYM, 1925). Na década de 40 as substancias
presentes na resina comegaram a ser isoladas em laboratorio e suas estruturas quimicas
foram parcialmente definidas (BADAMS et al., 1940; °*JACOB & TODD, 1940). Na década
de 60 as plantas de Cannabis com alto teor de resina foram classificadas como droga e o
cultivo ficou restrito a pesquisas cientificas, porém o cultivo de plantas com baixo teor de
resina direcionado exclusivamente a producéo industrial de fibras e sementes n&o foi
proibido (*°SCND, 1961). Na mesma década foi finalmente identificada a estrutura do
principal bioativo, o AS-tetrahidrocanabinol (A%>-THC) (**MECHOULAM & GAONI, 1967),
bem como de um importante isdmero chamado canabidiol (CBD) (**MECHOULAM &
SHVO, 1963). Foi observado que estas e outras substancias com estruturas quimicas
semelhantes presentes na resina eram exclusivas do género Cannabis e, com isso, criou-
se uma classificagdo chamada canabindides (**GAONI & MECHOULAM, 1971). Nas
dltimas décadas do século foram feitos muitos estudos em aplicacbes medicinais
relacionadas aos canabindides (**CARLINI et al., 1972; ®CUNHA et al., 1980;).
Atualmente no Brasil a aplicabilidade do CBD e A®-THC séo restritas a importagdo visto
que ainda ndo existe a producdo de medicamentos com essas substancias no pais
(*°ANVISA, 2016).

As sementes ndo apresentam canabindides em sua composicdo (Y*TURNER et al.,
1981; ¥LACHENMEIER & WALCH, 2005; **UNODC, 2009), mas durante o processo de
industrializacdo essas substancias, presente em outras partes da planta, podem ser
aderidas na superficie externa das cascas (?’GROTENHERMEN et al., 1998; 2!ROSS et
al., 2000; #?BRENNEISEN, 2007). Por esse motivo, para a produgdo industrial de
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sementes se utiliza uma variedade conhecida como canhamo que possuem baixo teor de
canabinéides (*MECHTLER et al., 2004). Atualmente a produ¢do mundial de semente de
canhamo tem aumentado significativamente (**CRAWFORD et al., 2012; FAOSTATIC,
2014; %Alberta, 2015). O rendimento de 6leo obtido das sementes de canhamo é alto,
sendo superior a 32 % quando utilizadas com cascas (?CALLAWAY, 2004; 2GRIJO &
MELO, 2016) e aproximadamente 44 % quando utilizadas sem cascas (*°CALLAWAY &
PATE, 2009). Dentre a composicao de acidos graxos do 6leo tem-se que mais de 75 %
sdo de poli-insaturados com uma proporcdo de émega 6 e dmega 3 proxima de trés
(¥CALLAWAY, 2004; #GRIJO & MELO, 2016). Esta propor¢do é indicada como
excelente para um bom funcionamento do metabolismo (**SIMOPOULOS et al. 2000).
Atualmente algumas aplicabilidades j4 descritas desse Oleo foram para alimenticios
(®**MOLLEKEN, 1998; **KOLODZIEJCZYK et al., 2012; *MIERLITA, 2016), cosméticos
(®*LESON & PLESS, 1998; *PLESS & LESON, 2001; *KOLODZIEJCZYK et al., 2012;
3K OWALSKA et al., 2015; *'LIGEZA et al., 2016), biodiesel (*LI et al., 2010; **SU et al.,
2013) e polimeros (**SURENDER et al. 2016), por exemplo.

A obtencédo de extratos de derivados de Cannabis utilizando diéxido de carbono em
condigdo supercritica (CO.-SC) é o foco de alguns estudos cientificos utilizando flores
ricas em canabindides (*EORY et al., 2001; “PERROTIN-BRUNEL, 2011; *OMAR et al.,
2013; “ROVETTO & AIETA, 2017) e sementes de canhamo (“*KRIESE et al., 2004;
4647DA PORTO et al., 2012; “TOMITA et al., 2013; ALADIC et al., 92014 e 5°2015; 5:DA
PORTO et al., 2015; S2ALADIC et al., 2016). Esta técnica também é utilizada pelas
principais indUstrias produtoras de medicamentos derivados da planta. Estas industrias
costumam misturar o 6leo com propriedades medicinais, rico em canabindides, obtidos
de flores, com o 6leo de alto valor nutricional, obtido das sementes de canhamo, a fim de
se obter também um produto com boa emulsificacdo (**HEMPMEDS, ®*‘BLUEBIRD,
SSENDOCA, **BREDOCAN, 2015). O estudo do equilibrio de fases nestas condicbes é
importante para garantir a eficiéncia do processo (*’FUKNE-KOKOT et al., 2000), porém
ha poucos estudos reportados na literatura cientifica para estas matérias primas. Alguns
dados relacionado a interacdo entre canabindides e CO,-SC foram reportados por
S859pERROTIN-BRUNEL et al. (2010).

A partir dessas informacBes tem-se como objetivo deste trabalho os seguintes

objetivos especificos:

. Viabilizar métodos que possibilitam qualificar e quantificar substancias presentes

em derivados de Cannabis;
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. Analisar em amostra de flores ricas em canabindides o processo de aquecimento

visando potencializar a concentracdo de canabindides de interesse medicinal;

. Obter extratos de flores fémeas nao polinizadas, bem como de sementes de
canhamo, utilizando fluidos pressurizados sob diferentes condicdes, a fim de se analisar
influéncias de variagcdes de parametros como: pré-tratamento da amostra, pressao de

extracdo, temperatura de extracao e uso de co-solvente;
. Viabilizar ajuste matemético que possa descrever as cinéticas das extracoes;

. Estudar experimentalmente o comportamento de fases de sistemas relacionados
aos extratos obtidos, bem como estimar termodinamicamente os equilibrios e parametros

de interagdo binaria utilizando a equacao cubica de estado de Peng-Robinson (ECE-PR);

. Analisar atividade antitumoral de extratos obtidos a fim de se comprovar e
potencializar aplicabilidade dos mesmos;

Considerando os objetivos especificos descritos, apresenta-se no Capitulo 2 uma
revisao cientifica dos topicos: diferenciacdo das matérias primas utilizadas, ou seja, flores
fémeas néo polinizadas e sementes de canhamo, bem como extragdo com fluidos

pressurizados e analise da composicdo dos extratos.

O Capitulo 3 descreve materiais e métodos utilizados, como por exemplo, os de
extrac@o e equilibrio de fases, com suas respectivas modelagem mateméticas para ajuste
aos dados experimentais, bem como técnicas para aferir a bioatividade de extratos e a

composicao destes.

Os resultados e discussfes sdo apresentados no Capitulo 4 e no Capitulo 5 as
conclusbes. Por fim, estdo dispostas as referéncias cientificas, Capitulo 6, utilizadas

neste trabalho.
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CAPITULO 2 — REVISAO CIENTIFICA

2.1 FLORES FEMEAS NAO POLINIZADAS

Mais de 500 compostos ja foram identificados nas plantas do género Cannabis. Estas
plantas produzem um grande ndmero de metabolitos secundarios, como os canabindides,
terpenos e flavonoides ((°PERTWEE, 2014). Os canabindides sdo os mais relevantes,
dada a sua atividade biolégica ((:*THOMAS & ELSOHLY, 2015) e producéo especifica
pelo género (*GAONI & MECHOULAM, 1971). Até a data, foram notificados 104
canabinodides, que por sua vez podem ser classificados em onze subclasses estruturais
(S°PERTWEE, 2014).

Na Cannabis, as flores fémeas, quando ndo polinizadas, produzem por células
chamadas tricomas glandulares alta quantidade de resina que concentra a maior parte
dos canabindides da planta ((°PERTWEE, 2014). O fenétipo da planta é o principal fator
gue indica a quantidade de canabindides que pode ser produzidos ((FETTERMAN et al.,
1971; *SMALL & BECKSTEAD, 1973), porém submeter a mesma a certas condicdes
ecoldgicas durante seu desenvolvimento também é uma maneira de potencializar isto
(**BOUQUET, 1950). ®BAZZAZ et al. (1976) afirmam, por exemplo, que em locais frios é

possivel produzir uma maior quantidade de canabindides.

Em materiais vegetais frescos a maior parte dos canabindides de interesse estdo na
forma de A&cido canabididlico (CBDA) e &acido A°-tetrahidrocanabindlico (AS-THCA)
(**STAMBOULI et al., 2005). Estes, através de uma reagdo ndo enzimatica de
descarboxilacdo, ou seja, perda uma molécula de diéxido de carbono, como mostrado na
Figura 4, sdo transformados aos respectivos canabindides neutros, CBD e A°-THC
((’GAGNE et al. 2012), atualmente requeridos na medicina brasileira (*°)ANVISA, 2016).
Um estudo demonstrou, por exemplo, uma porcentagem de AS-THCA aproximadamente
5,5 vezes maior que de AS-THC em material fresco (*TACHWER & SCHMID, 2015). E
interessante citar que o A>-THCA néo é psicoativo e possui propriedades farmacoldgicas
interessantes (*®ROCK et al, 2013). A modelagem cinética de descarboxilacdo do A°-

THCA em A°-THC foi estudada por “PERROTIN-BRUNEL (2011).

Alguns fatores que podem ocasionar a descarboxilacdo sdo o tempo de
armazenamento ("*MASOUD & DOORENBOS, 1973; ?TURNER et al., 1973), o
aquecimento (“KIMURA & OKAMOTO, 1970; "“DE ZEEUW et al., 1972) e o uso de
condi¢des alcalinas ("?GRLIC & ANDREC, 1961). O aquecimento controlado é uma

técnica simples, porém é necessario analisar a influéncia da temperatura e do tempo de
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aquecimento ("®SMITH, 1975; "KANTER et al., 1979; ®TURNER & MAHLBERG, 1984;
VERESS et al.,, 1990), também porque, o aquecimento transforma os produtos
desejaveis em indesejaveis, como, por exemplo, o A°>~-THC em canabinol (CBN) e/ou A8-
tetrahidrocanabinol ((°GARRET, 1974), e o CBD em cannabielsoin (CBE) (¥'SHANI &
MECHOULAM, 1974) e/ou em A%-THC (3*GRIJO & CARDOZO-FILHO, 2017). Uma
vertente cientifica afirma que o CBN né&o ocorre naturalmente e que € obtido apenas da
degradacéo do A°-THC (**UNODC, 2009), outra afirma que este canabindide também é
oriundo do acido canabindlico (CBNA) ((*STAMBOULI et al., 2005) e uma terceira fonte
afirma ainda que o CBNA é uma forma oxidada do AS-THCA (33RYMANOWSKY, 2014).

OH OH
COOH COOH
HO o

CBDA AS-THCA
\ Conversao ndo enzimatica
(-CO2)
OH OH
HO o
CBD A9-THC

Figura 1 — Descarboxilacdo dos canabinoides ((GAGNE, et al. 2012).

Outro detalhe importante é que durante o aquecimento em estufa ocorre a perda dos
6leos essenciais (3*ROMANO & HAZEKAMP, 2013) presentes em alta quantidade
(®®*HANUS, 1975; ®HENDRICKS et al., 1975) e que contribuem para o odor caracteristico
da Cannabis (8HOOD, 1973). Este fato pode ser responsavel pela perda de massa
durante a descarboxilacdo, reportada por “PERROTIN-BRUNEL (2011). Nos Ultimos
anos foram feitos alguns estudos de aplicabilidade dos 6leos essenciais da Cannabis, por
exemplo, na medicina (3RUSSO, 2011) e na industria de cosmeéticos e alimentos (2*DA
PORTO et al., 2014). Além de contribuir para as propriedades organolépticas da planta,
0s terpenos contribuem para a atividade farmacolégica, modulando os efeitos dos
canabindides (**THOMAS & ELSOHLY, 2015). Apesar disso, recentemente um estudo
com uma planta da mesma familia analisou a toxicidade de alguns 6leos essenciais e,
com isso, potencializou a aplicacdo inseticida (*°BEDINI et al., 2016), caracteristica ja
descrita para os 6leos essenciais da Cannabis (**BOUQUET, 1950; *KHARE et al.,
1974).
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De acordo com *2DE MEIJER (1992) as plantas de Cannabis podem ser classificadas
em trés tipos: droga, intermediaria e fibra. Essa classificacdo € feita de acordo com as

concentracdes de A°>-THC e CBD, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo da planta pelo teor de A°>-THC e CBD (°*?DE MEIJER, 1992).

Tipo quimico AS-THC (g/g) | AS-THC/CBD

Droga 1,0~20,0% 2,30 ~7,40
Intermediaria 0,3~1,0% 0,50 ~ 2,00
Fibra <0,3% 0,06 ~ 0,50

Atualmente, canhamo ndo é apenas a denominacdo dada para as fibras da planta e
sim variedades de Cannabis com baixo teor do AS-THC. Na Europa, por lei, estas
variedades ndo podem ultrapassar 0,3 % de A°-THC, apesar de que nos Paises Baixos e
na Bélgica, por exemplo, esse limite foi reduzido para 0,2 % (**DECORTE, 2011). No
Canada o limite também é de 0,3 % (**CANADA, 1998). Recentemente o Uruguai
autorizou o cultivo de Cannabis, sendo o cdnhamo variedades com teor de A°-THC

inferior a 1,0 % classificadas como Cannabis ndo psicoativa (*URUGUAY, 2013).

ZMECHTLER et al. (2004) demostra que, de fato, a concentracdo de CBD nas
variedades que podem ser consideradas como canhamo, ou seja, tipo intermediaria e tipo
fibra, estdo dentro do esperado. Em seu estudo a maioria das amostras analisadas
mostrou o teor de CBD entre 0,8 e 1,6 % e entre 0,6 e 2,5 %, respectivamente. As

plantas do tipo fibra também séao classificadas como tipo “ndo droga”.

2.1.1 ENERGIA DE ATIVACAO DOS CANABINOIDES

A base do entendimento sobre a energia de ativacao esta relacionada com a equacéo
de %VANT HOFF (1884) (Equacdo 1), que descreve relagdes termodinamicas
fundamentais que controlam o deslocamento do equilibrio de uma reacdo com a
temperatura. Foi demonstrada uma dependéncia exponencial da taxa de reacdo com o
inverso da temperatura assumindo que as constantes de equilibrio obedecem a essa

relacéo,
k = A. e~ [86/(RT)] (D

onde AG é a variacdo da energia livre (*CALIFANO, 2012). Apesar disso, essa relacéo é
universalmente conhecida como equacdo de *®ARRHENIUS (1889) (Equacéo 2), ja que
este foi 0 primeiro a oferecer sua interpretacdo fisica. Na verdade, Van't Hoff, ndo fez

nenhuma hipétese sobre o significado fisico do fator pré-exponencial, A, e Arrhenius
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sugeriu que, para que uma reacao pudesse ocorrer, as moléculas reagentes teriam que
possuir uma energia maior do que um valor limitante que chamou de energia de ativacéao,
E,. A uma temperatura T, a fragdo de moléculas possuindo energia cinética maior que Ea
é dada pela lei de distribuicdo estatistica de **BOLTZMANN (1892) e é proporcional ao
fator e~1Ea/(RD] Na equacdo de Arrhenius, a fracdo de energia livre disponivel para dar

origem a reacao €, portanto, apenas aquela superior ao valor de E,.
k = A. e~ [Ea/(RT)] (2)

A energia de ativagdo é determinada experimentalmente conduzindo a reagdo em
diferentes temperaturas e aplicando o logaritmo natural a equacdo de Arrhenius
(Equagédo 3). Com isso, é possivel analisar os dados da reta In(k) versus (1/T) obtida,
onde a energia de ativagdo esta relacionada com o coeficiente angular e o fator pré-

exponencial com o coeficiente linear (*°®FOGLER, 2009).

In(k) = In(A) — [&. (1)] 3)
R \T

A constante de velocidade de reacgéo, k, também chamada de velocidade especifica
de reacgdo, € quase sempre fortemente dependente da temperatura. Na realidade néo é
uma constante, e sim, apenas, independente das concentragfes envolvidas na reacao.
Em reacdes em fase gasosa, que dependem de catalisador, pode ser uma fungédo da
presséo total, e em sistemas liquidos, de parametros como forca ibnica e o solvente
escolhido. Essas outras variaveis exercem um efeito muito menor sobre a velocidade
especifica de reacdo do que a temperatura, com excecao dos solventes supercriticos,

tais como agua supercritica. Para uma reacao do tipo
X — Produtos

, conduzida em batelada e a volume constante, o balangco molar fornece:

W = kx. Cxa

Esse tipo de analise é aplicada para obter os valores de ky em uma determinada
temperatura, sendo que a integracdo dessa equacgdo fornecerd uma reta para um «
especifico, chamado de ordem da reacédo (***FOGLER, 2009). “12PERROTIN-BRUNEL
(2011) fez essa andlise para a descarboxilacdo do A°-THCA e observou especificamente

uma reagdo de primeira ordem, a=1, com E, = 84,8 KJ.mol' e A=3,7.108 s,
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2.1.2 APLICACOES FARMACOLOGICAS

Atualmente existe um grande numero de estudos de possiveis aplicacbes para 0s
extratos de flores de Cannabis. Alguns destes sdo de sua atividade antimicrobiana
(*INAVEED, et al. 2014; “2SARMADYAN, et al., 2014; 1MONIKA et al., 2014),
antioxidante (***SRIVASTAVA et al.,, 2012; TIWARI et al.,, 2014), anti-protozoarios
(*°®*CROXFORD, et al., 2005) e anti-cancer (*°’TARIQ & REYAZ, 2012), por exemplo.

Muitos estudos sobre aplicabilidades farmacol6gicas de derivados da Cannabis citam
também, de uma forma geral, que canabindides podem ser eficientes para o tratamento
de austimo (}®®KURZ & BLAAS, 2010; ®°LOPES, 2014), esclerose mdltipla (**°ZAJICEK &
APOSTU, 2011) e dor (**!RUSSO, 2008). Apesar disso, até o0 momento, a maior parte
dos estudos estdo direcionados para o uso do CBD no tratamento de epilepsia (**CUNHA
et al.,, 1980), Alzheimer (*'*WATT & KARL, 2017) e neuroinflamacdo (***MORI et al.,
2017). Ha alguns anos um estudo demonstrou que em condi¢des artificiais acidas
similares a do suco gastrico do estdmago humano o CBD poderia ser convertido em A®-
THC (*™WARANABE et al., 2007), porém um estudo mais recente demostra que em

condicdes do trato gastrointestinal isto ndo é possivel (**>*NAHLER et al., 2017).

2.2 SEMENTES DE CANHAMO

Analises demonstraram propriedades antibioticas em sementes de Cannabis que as
protegeram de micro-organismos facilitando a germinacéo (***FERENCZY, 1956), isso
possivelmente é devido a resina, rica em canabindides e terpenos, aderida na superficie
externa das cascas (Y’PATE, 1994), jA que possuem essa propriedade (***FERENCZY,
1958; 19GAL & VAJDA, 1970). A planta também pode evitar outros tipos de pragas
devido a composicéo de sua resina e a emissdo de terpenos volateis com caracteristica
inseticida como os pinenos e os limonenos que correspondem a 75 % da atmosfera
circundante, mas apenas 7 % do 6leo essencial (?HOOD et al., 1973). De uma forma
geral os terpenos podem ajudar a suprimir o crescimento de vegetagdo circundante
(**MULLER et al., 1964; »!MULLER & HAUGE, 1967), e isto também pode ser valido
para a Cannabis (**HANEY & BAZZAZ, 1970). Além disso, a resina protege a planta de
raios ultra-violeta e perda d’agua (***BDE, 2006) devido ao revestimento formado, que
também, devido sua caracteristica pegajosa (**’PATE, 1994), pode dificultar a locomocéo
(***LEDBETTER & KRIKORIAN, 1975) ou a mastigacdo de predadores (***LEVIN, 1973).

Na Figura 2 é possivel ver uma alta concentragcéo de resina proxima as sementes.
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Figura 2 — Auséncia de resina nas sementes (*?*HOC, 2013).

De modo geral, é possivel reduzir o teor de A>-THC com pré-processamentos das
sementes, sendo que com o0 avango dessas técnicas diminuiram significativamente os
teores destas substancias nos 6leos obtidos das sementes (**’LESON et al., 2001;
128E SOHLY, 2003). Algumas indUstrias estdo testando fluidos para limpeza em grande
escala (**MAASI, 2000). O uso de peneiras, ventilacdo forcada e secagem sdo técnicas
comuns em indlstrias que trabalham com outras matérias primas (**°LINK, 2011) e
podem também ser alternativas viaveis para sementes de canhamo. Em seres humanos,
quantidades por via oral maiores do que 1 a 2 ug de AS-THC por quilograma corporal
podem induzir efeitos neurolégicos e psicomotores (**'Bgvv, 1997). Em um estudo atual
com sementes de canhamo descascas néo foi detectado A®-THC dentro do limite de
quantificacdo, j& o CBD foi quantificado em pequena quantidade (**PERKIN-ELMER,
2015), repetindo a tendéncia de resultados reportado por *3LEIZER et al. (2000). Isso
esta de acordo com o descrito por 2MECHTLER et al. (2004), de que as variedades de
canhamo possuem baixa quantidade de canabindides, sendo o de CBD superior ao de
AS-THC.

A Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) possui
dados estatisticos de muitos paises produtores de canhamo desde 1961, inclusive
direcionado a producgdo de sementes (**FAOSTATIC, 2014), como mostra a Figura 3a.
Apesar disso, ndo é contabilizado, por exemplo, paises como o Canada, que produz
grandes quantidades de canhamo desde 1998, e que 80% do cultivo é dedicado a
producédo de sementes (ALBERTA, 1342012 e %2015). A Figura 3b mostra os principais
paises responséaveis pela producdo de mais de 122 mil toneladas de sementes de

canhamo em 2014.
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Figura 3 — Producdo mundial de sementes de canhamo até 2014: a) sem o Canada
(®*FAOSTATIC, 2014); b) estimativa com o Canada (*®Alberta, 2015; 2FAOSTATIC, 2014).

2.3 FLUIDO SOB ALTA PRESSAO

A Extracdo com Fluido Supercritico (EFS) consiste em submeter um material a um
fluido sob condicdes de temperatura e pressdo acima do ponto critico, permitindo que o
mesmo seja utilizado como solvente em extracdes sélido-fluido (***CAVERO et al., 2006)
ou até mesmo liquido-fluido (***NI et al., 2015). De maneira geral entre as vantagens da
EFS, em relagcdo aos métodos convencionais, destaca-se que préximo do ponto critico
qualquer alteracdo na temperatura ou pressao resulta em grandes variagbes na
densidade, e consequentemente no poder de solvatacdo (***McHUGH & KRUKONIS,
1986), possibilitando assim obter fluidos altamente seletivos com densidades altas como
a dos liquidos usados convencionalmente (*®KING & BOTT, 1993). A EFS apresenta
elevada taxa de transferéncia de massa devido também a caracteristicas do fluido
semelhantes a dos gases como a alta difusividade, baixa viscosidade e tenséo superficial
menor do que os solventes liquidos convencionais, tornando os fluidos supercriticos um
meio de processamento adequado para técnicas de extracéo e separacéo (**SIHVONEN
et al., 1999).

Para a concepgéo e simulacdo da EFS é necessario conhecer propriedades fisicas e
termodindmicas dos compostos envolvidos, porém nem sempre é possivel encontrar 0s
valores experimentais requeridos. Alternativamente estas propriedades podem ser
estimadas por métodos chamados de “contribuicdo de grupos” (***MARRERO & GANI,
2001).

2.3.1 ESTIMATIVA DE PROPRIEDADES TERMODINAMICAS
(CONTRIBUICAO DE GRUPOQS)

No principio as propriedades dos componentes puros eram determinadas pela

arquitetura das moléculas, bem como, em certos casos, por variaveis de estado tais
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como temperatura e pressao. Para as propriedades que sdo Unicas, como a temperatura
critica, ou que séo funcbes apenas da temperatura, como a capacidade calorifica de um
gas ideal, tornaram-se muito utilizado os métodos que consideram a contribuicdo de
grupos moleculares para estimar valores numéricos (**'REID et al.,, 1987). Nestes
métodos, a propriedade de um composto é uma funcdo dependente da soma da
frequéncia de cada grupo de uma molécula vezes a sua contribuicdo (**LYDERSEN,
1955; 3AMBROSE, 1978; “*KLINCEWICZ & REID, 1984; *SJOBACK, 1984; 1“6 JOBACK
& REID, 1987; *'LYMAN et al., 1990; *HORVATH, 1992). Esses métodos fornecem a
vantagem de estimativas rapidas sem exigir recursos computacionais substanciais,
porém muitos possuem exatidao questionavel, séo incapazes de distinguir entre isbmeros
e tém aplicabilidade limitada devido a simplificacdo excessiva da representacdo da
estrutura molecular, devido a uma abordagem de contribuicdo de grupo simples e pelo
pequeno grupo de dados para estimativa (***®MARRERO & GANI, 2001).

Para superar estas limitacdes, foram relatadas vérias tentativas na literatura. Uma
técnica, baseada em elétrons de valéncia, é capaz de fazer uma estimagao precisa, bem
como diferenciar isdbmeros, porém ndo € trivial e requer um ambiente computacional
simbdlico (***PRICKETT et al., 1993; CONSTANTINOU et al., *°1993 e °11994). Um
método menos complexo foi proposto por 2CONSTANTINOU & GANI (1994), baseado
em dois niveis de contribuicdo de grupo. O nivel basico usa grupos de primeira ordem
simples, enquanto o segundo considera, em certa medida, os efeitos de proximidade e,
com isso, permite distinguir isdmeros. **MARRERO & PARDILLO (1999) propuseram
outra técnica que considera as contribuicdes de interacdes entre grupos de ligacdo em
vez das contribuicbes de grupos simples, o que permite a distingdo de um grande niumero
de isbmeros. Para estimar com precisdo, também, substancias grandes, complexas e
poli-funcionais. *°MARRERO & GANI (2001) desenvolveram um método baseado em
trés niveis: o nivel basico com um grande conjunto de grupos simples, o segundo nivel
gue permite melhorar a descricdo dos efeitos de proximidade e diferenciacdo entre os
isbmeros, e o terceiro nivel que permite uma melhor analise da estrutura de compostos,

incluindo complexos com até 60 carbonos, por exemplo.

2.3.2 EXTRACAO SUPERCRITICA COM DIOXIDO DE CARBONO

O dioxido de carbono supercritico (CO.-SC) tem sido amplamente utilizado por ser
considerado um solvente atoxico, ndo inflamavel, altamente compressivel, de baixo custo
e impacto ambiental, prontamente disponivel, facilmente removivel do produto extraido,

além de apresentar condicbes supercriticas, relativamente, de facil obtencao
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(Temperatura Critica = 31,06 °C e Pressao Critica = 7,38 MPa) e com isso possibilitar a

ndo degradacdo de componentes termolabeis (***LIN et al., 1999).

O uso do CO, como solvente segue alguns dos principios basicos da quimica verde
delineados por SANASTAS & WARNER (1998) possibilitando processos mais
sustentaveis em comparacdo com métodos convencionais. Entre eles podemos citar por
ser um solvente mais seguro exibindo um impacto ambiental menor ao prevenir a
geracao de residuos problematicos e por ser naturalmente abundante favorecendo o uso
de matérias primas renovaveis (***BECKMAN, 2004). Além disso, tem-se 0 aumento das
exigéncias dos processos de separacdo para obtencdo de produtos mais seguros, livre
de residuos de solventes e como o diéxido de carbono se apresenta em estado gasoso
em condicdes ambientes, a despressurizagcdo € favorecida, pois o mesmo é
automaticamente separado do extrato, sendo possivel ainda ser recuperado e reutilizado
de forma limpa (*’BOTT, 1993). Além disso, é interessante citar que a utilizacdo de
diéxido de carbono supercritico na obtencdo de 6leos convencionais da industria pode
eliminar processos como a degomagem, desodorizacdo, refino e o branqueamento
(**3NASIR et at., 2012).

O procedimento de extragdo se delimita em alimentar o extrator com a matriz
desejada, que serd aquecida por um permutador de calor até uma temperatura
estabelecida. O CO; pressurizado flui através da matriz, dissolve o extrato solavel e
segue até a valvula que libera a pressdo. A solubilidade do extrato muda com as
condi¢gbes de presséo e temperatura do separador, com isso o extrato é sedimentado e o
CO; pode ser condensado e reutilizado como solvente. Além disso, pode ser instalado
um sistema para transferir o calor do condensador para o separador (***LAITINEN, 1999).
A extracdo com CO,-SC é uma alternativa promissora para obter produtos de alto valor
agregado (***MANSOORI et al., 1988) e tem sido aplicada em diversos tipos de matrizes
vegetais como frutos, sementes e cascas, flores, rizomas, folhas, bracteas, raizes e
caules (***MELO et al., 2014).

Solutos apolares e de alto peso molecular sdo altamente sollveis em CO,-SC
(***REVERCHON & DE MARCO, 2006), como é o caso dos canabindides neutros. Pelo
contrario, possuem baixo potencial para dissolver os canabindides éacidos, devido a
caracteristica polar destes (*'EORY et al., 2001). Os canabinéides acidos podem ser
extraidos ao se utilizar um co-solvente polar, normalmente o etanol (*OMAR et al., 2013;
“ROVETTO & AIETA, 2017). A adi¢do do co-solvente em quantidades pequenas nao
reduz as vantagens de obtencdo de um extrato livre de solventes orgénicos porque o

mesmo € evaporado rapidamente na saida do extrator. Assim como o etanol, acetato de
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etila e diclorometano estdo entre os mais utilizados para extracdo de componentes
bioativos (1**KITZBERGER et al., 2007). O pré-processamento da matriz, como secagem,
descamacédo e otimizacdo do tamanho, também sdo parametros que pode influenciar o
desempenho de extracdo (***REVERCHON, 1992).

Muitas indastrias vém utilizando o cAnhamo como matéria prima para medicamentos
devido a possibilidade de obter concentracdo de CBD maior do que AS-THC. Mesmo
sabendo que as flores fémeas tem maior potencial de producdo de canabindides as
principais industrias vém utilizando os caules do cadnhamo, devido & possibilidade de
producdo em larga escala. Estes caules sdo prensados e posteriormente o extrato obtido
é purificado utilizando CO,-SC (*®*HEMPMEDS, **BLUEBIRD, **ENDOCA, **BREDOCAN,
2015). Atualmente existem também algumas industrias visando a producdo de
medicamento a base de CBD a partir de flores, seja da variedade canhamo (*%*PIAUHY,
2017) ou de outra variedade que tenha relativamente baixo teor de AS-THC
(***ENTOURAGE, 2017). Recentemente, em Israel, a empresa Tikun Olam desenvolveu
uma variedade de Cannabis chamada Avidekel com alta concentracdo de CBD e baixa
de AS-THC (*¢’GALLILY, 2015). A variedade contém aproximadamente 15% de CBD e
1,5% de A°-THC (***TIKUNOLAM, 2015). A producdo de canabindides utilizando plantas
de Cannabis pode ser uma técnica viavel, até porque existem efeitos colaterais descritos

em literatura devido ao uso de canabindides sintéticos (***GURNEY et al., 2014).

2321 EXTRACAO FRACIONADA COM DIOXIDO DE CARBONO

A extracdo fraccionada € um conceito que pode ser util para melhorar a seletividade
do processo. Um exemplo s@o aplicacdes de extragbes sequenciais, aumentando as
pressdes utilizadas de forma gradativa para obter o extrato requerido, altamente sollvel
nas condi¢bes utilizadas. Em vérios casos, ndo é possivel evitar a co-extragdo de
algumas familias compostas de substancias semelhantes (***REVERCHON, 1992).
“0OMAR et al. (2013) realizaram a extracdo fracionada em flores de Cannabis, iniciando
com 10 MPa e 35 °C para tentar extrair 6leos essenciais, e depois utilizando pressdes

mais altas para extrair os canabindides.

Utilizando substancias padrdes purificadas, °8°°*PERROTIN-BRUNEL (2010)
reportaram diferentes condicdes Otimas de pressdo e temperatura para solubilizar
diferentes canabindéides em CO,-SC. Foram observados melhores resultados de
solubilidade do CBD em uma presséo préxima de 15,5 MPa e para o A%>-THC a 22,0 MPa,
como mostram as Tabela 2 e 3, respectivamente. No estudo n&o foi possivel aplicar um

fracionamento experimental com flores de Cannabis porque a variedade utilizada
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apresentava alta concentracdo de A°-THC e baixa de CBD (*PERROTIN-BRUNEL,

2011).

Tabela 2 — Solubilidade do CBD em CO,-SC (*®PERROTIN-BRUNEL, 2010).

Tabela 3 — Solubilidade do A>-THC em CO,-SC (**PERROTIN-BRUNEL, 2010).

40 °C

50°C

60 °C

P = 15,5 MPa

1,87 .10%+0,19

2,67 .10%+0,27

1,79.10%+0,18

50°C

60 °C

70°C

P =22,0 MPa

1,42 .10%+ 0,07

2,33.10%+0,12

2,95.10%+0,15

As extragBes com CO,-SC, com ou sem uso de co-solvente, tem o potencial de extrair
ceras, além dos 0leos essenciais e canabindides. O processo de separacdo das ceras
pode ser muito viavel, também porque estas podem ser aplicadas em diversos produtos,
como cosméticos, por exemplo (*""WARTH, 1956). Uma forma de fracionamento utilizada
€ a aplicacdo de separadores em série, a diferentes pressfes e temperaturas. O ambito
desta operacao € induzir a precipitacdo seletiva de diferentes familias de compostos em
funcdo das suas diferentes condicdes de saturacdo no fluido supercritico. Este
procedimento € muito utilizado na separacdo de Oleos essenciais, por exemplo
(***REVERCHON, 1992), e foi aplicado a Cannabis por DA PORTO et al. (2014), que
demonstraram também que a metodologia é energeticamente viavel quando comparado
ao método tradicional de hidrodestilacdo. ““ROVETTO & AIETA, 2017 utilizaram

separadores em série na obtencao de canabindides de flores de Cannabis.

2.3.3 EXTRACAO COM PROPANO PRESSURIZADO

O propano apresenta temperatura critica de 96,70 °C e pressao critica de 4,25 MPa
(B®’"MCHUGHw & KRUKONIS, 1986), mas apesar da temperatura critica ser maior que a
do CO:; alguns estudos mostram que este em condi¢gbes subcriticas também tem sido
utilizado para extracdo de produtos naturais. Algumas das motivacdes para esse uso sao
porque também ndo deixa residuo toxico nos extratos e permite maiores solubilidades
dos solutos. Além disso, apresentam alto rendimento em um menor tempo, menor
consumo de solvente e operacdo em pressdes e temperaturas mais baixas, o que gera
menor custo de extracdo (*"*ILLES et al. 1997; Y2CORSO et al., 2010).

2.3.4 CINETICA DE EXTRACAO

O processo de extracdo com fluidos pressurizados néo é linear em relagdo ao tempo
de extracdo e, em geral, possui trés periodos: (1) periodo de taxa de extragdo constante

(CER — Constant Extraction Rate), onde a transferéncia de massa € governada pelo
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mecanismo de conveccdo na interface entre o sélido e fluido; (2) periodo de queda na
taxa de extracdo (FER — Falling Extraction Rate), onde a conveccdo na superficie e a
difusdo no interior do sélido sdo importantes; e (3) periodo controlado pela difusdo (DCR
— Diffusion Controlled Rate), caracterizado pela transferéncia de massa no sdélido
(**CHRISTIANSON et al., 1984).

Do ponto de vista da engenharia, € necessario o conhecimento dos parametros
relevantes do processo, como cinética e equilibrio de transferéncia de massa, e a
otimizacéo das condicOes de operacao para realizar o scale-up. Estes parametros podem
ser obtidos usando descricdes matematicas cuidadosas do processo de extracdo e 0s
dados experimentais de laboratério (*’*CARVALHO-Jr et al., 2005).

A modelagem matematica da extracdo com fluidos pressurizados de produtos
derivados de matrizes vegetais € dificil devido a existéncia de estruturas diferentes no
material, como sementes, cascas e folhas. O material vegetal é geralmente triturado,
antes do processo de extracdo, para aumentar a area de contato com o solvente e
também para aumentar a acessibilidade ao soluto presente no interior da estrutura
celular, aumentando assim a cinética de transferéncia de massa. Isto permite descrever
as particulas resultantes utilizando geometrias béasicas como cilindro ou esfera
(* OLIVEIRA et al., 2011). A reducéo da granulometria do sélido ndo pode ser realizada
indefinidamente, pois particulas muito pequenas podem formar aglomerados e

interromper a passagem do solvente pelo leito (2"*BRUNNER, 1994).

Ha véarios modelos empregados para descrever a extracdo. Todos eles consideram
gue as particulas estdo empacotadas dentro da coluna do extrator. As simplificacbes
empregadas pela maioria dos autores sdo que a operagdo € isotérmica, a queda de
pressdo no interior do extrator é desprezivel, e a porosidade do leito e a densidade do
solido sdo constantes durante a extracdo. Além disso, é usual assumir que o fluido tem
densidade, velocidade e dispersdo axial quase constantes. Essas suposi¢des reduzem o
namero de equacbes necessdrias usadas no balanco de massa, relacdes de equilibrio e

leis cinéticas para descrever o processo de extracdo (** McHUGH & KRUKONIS, 1986).

O balanco de massa para a fase solida dentro do extrator é condicionado pelas
simplificacbes assumidas por cada autor, levando em conta a composicdo da matriz
sélida e a cinética de extracdo. Existem na literatura diferentes tipos de modelagem de

extracdo. Os modelos mais utilizados sédo os empiricos, os difusivos e os logisticos.

Os modelos empiricos de cinética de extracdo ndo consideram a variacdo da

concentracdo do composto no interior da particula, e por isso sdo chamados também de
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modelos de parametros concentrados. Com isso, o esforco computacional é reduzido,
pois a concentracdo desta substancia na matriz soélida depende apenas do tempo e da
posicéo das particulas no interior do leito (*’ESQUIVEL, 1999).

O modelo logistico considera o balanco diferencial de massa na fase sélida e na fase
fluida, dentro do leito de extracdo. O acumulo e a dispersdo na fase fluida séo
negligenciados, pois se assume que ambos os efeitos ndo tém influéncia significativa no
processo quando comparados a conveccdo. O termo de transferéncia de massa
interfacial € representado por uma das solu¢des da equacéo logistica. O modelo pode ser
aplicado considerando-se o0 extrato como um Unico pseudocomponente ou, ainda, como
uma mistura de varios grupos de compostos, ou seja, sistema multicomponente,
classificados de acordo com suas estruturas quimicas. No modelo logistico, quando o
tempo tende ao infinito, a massa de extrato tende a um valor fixo, assintoticamente. Este
valor fixo pode ser considerado como o total de massa extraivel, para determinadas
condicdes operacionais de processo (®*MARTINEZ et al., 2003).

Os modelos difusivos requerem que sejam conhecidas a geometria e a porosidade da
matriz sélida. Além disso, para estes modelos o esforco computacional para a resolugéo
das equacbes € grande, em virtude da necessidade de se determinar o perfil de

concentracdo do composto a ser extraido na particula (*?’REVERCHON, 1997).

N&o foram encontrados estudos de modelagem matematica da cinética de extragcédo
com extratos de derivados de Cannabis, apesar de estudos da cinética sem modelagem
ja terem sido reportados tanto para as flores (**‘ROVETTO & AIETA, 2017) quanto para as
sementes (DA PORTO et al., 2012; “TOMITA et al., 2013; ALADIC et al., 92014,
%02015;%1DA PORTO et al., 2015).

2.3.5 EQUILIBRIO DE FASES

Para um bom conhecimento de técnicas de separagdo sob altas pressdes €
necessario analisar o comportamento de fases de misturas binérias ou multicomponentes
(*’FUKNE-KOKOT et al., 2000). As técnicas experimentais utilizadas sdo classificadas
pelo método empregado para determinar as composi¢des, com isso tém-se 0os métodos
analiticos, também chamados de diretos, e os métodos sintéticos, também chamados de
indiretos ou estequiométricos. Geralmente os métodos analiticos requerem amostragem
e andlise de composicdo apds a obtencdo do equilibrio (***FORNARI et al., 1990), sendo
esta uma dificuldade experimental em sistemas a alta pressdo porque perto das
condicBes criticas podem ocorrer grandes disturbios ao equilibrio quando se retira uma

amostra da célula, e existe a possibilidade de amostrar preferencialmente os constituintes
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mais volateis da mistura (**:DEITERS & SCHNEIDER, 1986). Atualmente alguns métodos
analiticos utilizam abordagens fisico-quimicas e ndo necessitam de amostragem. A
principal vantagem dos métodos analiticos é que eles podem ser usados para sistemas

com mais de 2 componentes sem complicagGes significativas (**?DOHRN et al., 2010).

A nao necessidade de amostragem durante o procedimento experimental de métodos
sintéticos os tornam, muitas vezes, faceis, rapidos e de custo experimental acessivel
(***SCHNEIDER, 1975), e, além disso, possibilita medicdes perto de condicGes criticas
(**FORNARI et al., 1990). Geralmente um pseudocomponente é criado quando se tem
componentes com propriedades semelhantes (*¥**FONSECA et al., 2011). O
procedimento para os métodos sintéticos € inicialmente a obtencdo de uma mistura de
composi¢cdo conhecida, e posteriormente a observacdo do comportamento de fase na
célula de equilibrio (***DEITERS & SCHNEIDER, 1986). Para isso temperatura é fixada e
a pressao € inicialmente elevada para homogeneizacao da mistura. Depois, a pressao é
reduzida até a formacdo de uma nova fase (***SUPPERS & McHUGH, 1989).

Existem duas subdivisdes dos métodos sintéticos, uma para os que as propriedades
de equilibrio séo calculadas utilizando o balango de material e outra em que a deteccao
da transicéo de fase é possivel de ser feita de maneira visual ou ndo (***DOHR et al.,
2010). A vantagem do método sintético visual € que a separacdo de fases pode ser
observada diretamente na célula de equilibrio através de uma janela para visualizagéo
(**'FORNARI et al., 1990), com a identificacéo de turbidez ou de um menisco (**DOHRN
& BRUNNER, 1995), por exemplo.

Devido ao interesse em se obter extratos da Cannabis utilizando fluidos pressurizados
€ necessario analisar o equilibrio de fases relacionado, principalmente, com o0s
canabindides de interesse. Atualmente tem-se reportado por célculos tebricos as
propriedades criticas de alguns canabindides, bem como dados experimentais de
solubilidade em CO,-SC do CBD (*®PERROTIN-BRUNEL, 2010), bem como do A°-THC
(**PERROTIN-BRUNEL, 2010), porém esses estudos ndo identificam pontos de

transi¢Oes de fases.
2.4  ANALISE DA COMPOSICAO DOS EXTRATOS

Os canabindides sé@o termoldbeis por isso geralmente as andlises sédo feitas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que n&o trabalha com altas temperaturas,
ou com cromatografia gasosa (GC) depois de uma etapa de derivatizagdo para estabilizar

termicamente estas substancias (**UNODC, 2009). Logo, observa-se que tentar
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gquantificar via GC sem derivatizacdo, ou seja, sem estabilizacdo térmica dessas
substancias, € complexo devido as altas temperaturas intrinsecas do procedimento
(*LEHMANN & BRENNEISEN, 1992; 8DUSSY et al., 2005; ¥TIPPARAT et al., 2012;
82GRIJO & CARDOZO-FILHO, 2017). Mesmo utilizando HPLC a escolha do método de
deteccdo se torna importante para néo interferir na estabilidade dos canabindides.
Normalmente utiliza-se deteccdo por massas (HPLC/MS) (**°®OLAIZOLA et al. 2014),
mobilidade de ions (HPLC/lonic Mobility) (**®TOSE et al. 2017) ou rede de diodos
(HPLC/DAD) (**UNODC, 2009; *°2DE BACKER et al., 2009).

Atualmente os estudos aplicados vém demonstrando o interesse de se obter extratos
com maior pureza em canabindides. Por isso, caso as ceras ainda ndo tenham sido
removidas durante o fracionamento, € comum a realizacdo de um procedimento a baixa
temperatura chamado “winterizacdo” para remové-las. Neste procedimento o extrato
obtido com fluido pressurizado é resuspendido, geralmente em hexano ou etanol,
homogeneizado sob agitacdo e resfriado, ocasionando a compactacdo e decantagéo
destes interferentes. Um processo de filtracdo a vacuo pode ser aplicado de forma
complementar ao processo. Por fim, o solvente organico é removido e tem-se um extrato
composto basicamente de canabindides (““PERROTIN-BRUNEL, 2011; *3JOSEPH,
2016; “ROVETTO & AIETA, 2017). O AS%-THC, por exemplo, apresenta caracteristicas
importantes relacionadas a esse processo, pois 0 6leo hidrofébico viscoso (***GARRETT
& HUNT, 1974) resiste a cristalizacdo (*GAONI & MECHOULAM, 1971) e possui baixa
volatilidade (**>ADAMS et al., 1941).

A identificacdo dos Oleos essenciais geralmente é feita com o auxilio do uso de
hidrocarbonetos com 0 mesmo nimero de carbonos e calculando os tempos de retengéo
pelo indice de Kovats ou equivalente. Geralmente os cromatografos utilizados sdo em
fase gasosa com detector de ionizagdo de chamas (GC-FID) ou massas (GC-MS). Além
disso, a técnica chamada Head Space, em que a volatilizagcado prévia dos compostos é
feita antes da injecdo cromatografica € muito utilizada (***NISSEN et al.; ¥’ BERTOLI et
al.; 1®FISCHEDICK et al., 2010; *HAZEKAMP & FISCHEDICK, 2012; “OMAR et al.,
2013; DA PORTO et al., 2014; 2°MARCHINI et al., 2014; **BEDINI et al., 2016).

A técnica de GC-FID utilizada por 2GRIJO & MELO (2016) na anélise de &cidos
graxos de sementes de canhamo apresentou boa resolugcdo, porém uma pequena
melhora na programacdo dos parametros cromatogréficos pode ser suficiente para a
resolucdo 6tima de todos os &cidos graxos. Uma maneira simples de se analisar os
tocoferdis presentes no 6leo das sementes de canhamo é a utilizagdo de HPLC com
detector de fluorescéncia (*“*ANDRIKIPOULOS et al., 1991), por exemplo.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

O Capitulo 3 apresenta os materiais e métodos utilizados durante as analises de
obtencéo de extratos de flores de Cannabis e sementes de canhamo utilizando fluidos

pressurizados, bem como importantes dados relacionados a esta aplicabilidade.

3.1 EXTRACAO SOB ALTA PRESSAO

As extracdes foram realizadas utilizando dois equipamentos em escala laboratorial.
Os mesmos foram identificado como extrator 1 e extrator 2. As diferencas entre eles
usufruidas durante as extracGes foram as possiveis condigbes de pressao e temperatura
de extracdo. O extrator 1 possui uma bomba que possibilita extragbes a 40 MPa, porém a
extracdo ndo pode ser realizada com temperatura menor que a ambiente, o que foi
possivel com o extrator 2. Foi utilizada a modelagem matematica descrita por 22SOVOVA

(1994) como método de ajuste a cinética de extragao.

3.1.1 EQUIPAMENTOS

O extrator 1, Figura 4, é constituido de uma bomba do tipo “seringa” (Thar
Technologies) com capacidade de 300 mL, que comprime o CO; a pressao de trabalho.
Depois, com a valvula V fechada, abre-se a valvula VS para que o CO; pressurizado
entre na célula de extracdo com a amostra moida. A célula de extracdo (Thar
Technologies) tem capacidade de 25 mL, sendo aproximadamente 8,4 cm altura e 2,0 cm
didametro, e é mantida a uma temperatura sob controle de um forno termostatizado.
Depois de aproximadamente 15 minutos, com a valvula micrométrica (Sitec) devidamente
aquecida e parcialmente aberta, abre-se a valvula V. O vial coletor de amostra se
encontra em condigbes atmosférica e o CO, gasoso é filtrado e conduzido para um
medidor e totalizador de fluxo. Este equipamento foi descrito anteriormente por
203MARGENAT et al. (2008).

G'M EX

TD"@

Figura 4 — Extrator 1. VE: vélvula de entrada; B: bomba seringa; CB: controlador da

bomba; BT: banho termostatico da bomba; VS: valvula de saida; M: manbmetro; E:
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extrator; V: valvula de extracdo; Vm: valvula micrométrica; f. fonte de voltagem
(aquecimento); S: separador com vial coletor de extrato; F: banco de filtros; GFM:

medidor de fluxo; Ex: exaustor).

No extrator 2, Figura 5, o cilindro extrator tem o volume aproximado de 58 mL, sendo
19,4 cm de altura e 1,95 cm de didmetro. As bombas do tipo seringa sdo da marca ISCO,
Modelo 500D, sendo uma abastecida com solvente e outra com co-solvente. A amostra,
com seus devidos processamentos prévios, € adicionada no cilindro extrator. O solvente
e 0 co-solvente séo pressurizados por meio das bombas até o extrator onde entram em
contato com a matriz vegetal e permanecem por 20 minutos a fim de atingir o equilibrio
entre o soluto e o solvente. A valvula é aquecida a uma temperatura de aproximadamente
90 °C, para evitar o congelamento do solvente e o entupimento da mesma. A mistura é
levada até a saida do extrator, com uma vazéo pré-determinada, e o extrato é
instantaneamente separado do solvente por meio da despressurizagcdo. O extrator 2 foi
descrito anteriormente por 2*GONCALVES et al. (2013).

BT BT-2

[ | EEEE |

Figura 5 — Extrator 2. C: Cilindro de CO3; A e B: Bombas do tipo seringa; IP: Indicador
de presséo; IT: Indicador de temperatura; Vg: Valvula globo que permite a passagem do
solvente do cilindro até a bomba; Va: Vélvula agulha para saida dos solventes saturados
de extrato; Vm: Valvula micrométrica que permite regulagem do fluxo de solventes; R:

Resisténcia; BT-1 e BT-2: Banhos termostatizados.

3.1.2 MODELAGEM MATEMATICA (CINETICA DE EXTRAGCAO)
O primeiro passo foi aferir a densidade dos sélidos com Multipicnometro da marca
Quantachrome Instruments modelo 440-C Stainless Steel, com gas Hélio (99,99999 %

White Martins) a 20 psi. Foram feitas sete replicatas (n=7) para cada material.
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Devido ao dificil controle manual da vazao do solvente durante a extracdo, bem como
a tentativa de utilizar a mesma massa inicial de amostra, foram feitas analises de
rendimento versus quantidade de solvente dividida pela massa inicial de amostra. Isso

elimina possiveis erros de manipulacdo do equipamento durante os experimentos.

No extrator 1 o fluxo de CO- foi aferido em condi¢cdes normais de temperatura e
pressdo. Com isso, teve-se o objetivo de controlar a vazdo em 0,5 L de CO- por minuto.
Como a densidade do CO, a 20 °C e 1 atm, condicdo laboratorial, € 0,00184 g.mL* as
equagdes que transformam o tempo em uma funcdo da razéo de massa de CO: (mco,)
por massa inicial de amostra (m,) estéo descritas na Equagéo 4. No extrator 2 o fluxo de
solvente foi aferido com fluido nas condi¢cbes de extragdo e, com isso, a densidade do

mesmo era especifica em cada de extragéo.

05LCO, 0,00184gC0, 092gC0, meo, (9) me Mo, @

min mL min t (min) = - 0,92 " m,

Foi utilizado o modelo matematico difusivo de 2°2SOVOVA (1994). Algumas das
variaveis importantes durante esta modelagem sé@o: a massa da amostra utilizada (m,, g),
o rendimento maximo de 6leo obtido da matriz utilizando determinado solvente (rend,,sy),
a massa de amostra disponivel (mp, g) e massa de amostra livre de soluto (mg, g). Neste
modelo, considera-se que a porcentagem do 6leo no material estd dividida em duas
fracOes, uma de facil acesso (mp;, g) e outra de dificil acesso (mp,, g) (Equacéo 5).

.0,
rendyix%

szma. 100

=Mp1 + Mpy ~ Mg =My —Mp (5)

Como o soluto é depositado em células da planta protegidas pelas paredes celulares,
durante o processo de moagem parte destas paredes sdo rompidas expondo facilmente
parte do soluto ao solvente. Por isso, 0 6leo de facil acesso (mp1) € obtido a uma taxa
constante (CER), sendo este fenbmeno controlado pela transferéncia de massa que
ocorre durante a difusdo no filme externo do soluto, ou seja, apenas influenciado pelo
coeficiente de transferéncia de massa do solvente (kr, min?'). Para a andlise de
rendimento obtido durante este periodo é utilizado o parametro adimensional (Z)
(Equacéo 6). Para isso, torna-se necessario analisar também a densidade do fluido (pr) €
a porosidade do leito (eLerro) (Equacado 7), que é obtida a partir das densidades do leito
(pLermo) e do sdlido (ps). O volume do leito, obtido com a altura (h) e didmetro (D), também

€ muito importante.

kp.mg. pp
7 = — 6
me. (1 — €,5170)- Ps ()
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( mS ) ( 4‘ mS )

_ 4 _Pierro _ o \Vigiro/ _ . \h.m.D?

eLpro = 1 =1 =1 (7)
Ps Ps Ps

Neste trabalho néo foi realizado calculos experimentais para obtencdo do coeficiente
de transferéncia de massa do solvente (kr), e considerou-se um valor arbitrario ao
adimensional Z que depois, durante o ajuste do modelo, é convergido a um valor
adequado. Outros adimensionais importantes sdo gerados a partir da razdo de massa
disponivel em relacdo a massa de material inerte (Equacéo 8). Assim, torna-se possivel
obter o tempo de extracdo a velocidade constante (t.zz, min) (Equacéo 9), relacionado
com a razdo de facil acesso (q;) e a solubilidade do 6leo no solvente (Ys, g Oleo/g
solvente). Para diminuir as variaveis também é gerado o adimensional r. Com isso, para t

< tcgr tem-se a massa de extrato obtida em fungéo do tempo descrita pela Equacéo 10.

Mp Mpy  Mp
—_— = + S = + 8
m,  m, | om, Qo =9q1 T Q2 (8)
9 _ 92
o (9o — q2)-ms _ (qo qo)-ms-% _ (1—-r7).ms.qq ©
R YeZorig Ys. Z.1hy Y. Z 1y
m(t) = mg. Y. t[1 — exp(—2)] (10)

Quando a difusdo no interior do soluto comecga a ser significativa torna ndo constante
a taxa de extracdo, e com isso tem-se a contribuicdo do coeficiente de transferéncia de
massa do soluto (kg, min't), que também n&o foi experimentalmente obtido neste estudo.
Com isso, outro parametro adimensional, W, que também tem um valor inicial arbitrario
gualquer, € usado para os calculos em que a difusédo no soluto € significativa (Equacgéo
11). O tempo até o qual o decaimento da taxa de extracdo ocorre esta relacionado com
esse adimensional (Equacdo 12). Com isso, para tegg < t < typg tem-se que o0s dois
parametros adimensionais, Z e W, sao importantes para se calcular a massa de extrato

obtida com tempo (Equagéo 13), e para t > trer apenas o adimensional W (Equagéo 14).

W= mg . kg an
mg . (1— &gro)
mg W.q,
tFER == tCER + W th . ln [T + (1 - T). exp( Y:S )] (12)

W.qo [(1—=7) mg

m(t) = mp. Yot — tCER.exp{Z' s ln[ ! [exp (W' mF) (t —tegr) — r] — Z} (13)

m(t) = mg zqo - % ln{l + [exp (W' qo) — 1] .exp (W' thr- (Eorr = t)> r}} (14)

Ys mg
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Seja conhecida a variedade e tamanho de particula de uma amostra, bem como o tipo
de solvente que sera aplicado a esta, existirdo valores especificos dos adimensionais r e
go. Com isso, tem-se a criacdo de uma funcdo objetivo (Equacdo 15) que deve ser
minimizada como primeiro passo deste ajuste matematico. Durante a solucdo serdo

variaveis v, Z e W (*®SILVA et al. 2016), sendo n.,, 0 nimero de experimentos

realizados e N o nimero de dados experimentais de cada experimento.

Nexp N

FO = z z - e"p (15)

i=1 j=

Com o valor de r definido cria-se uma segunda funcdo objetivo (Equacdo 16), que
também deve ser minimizada, com apenas Z e W como variaveis. Estes agora

convergiréo para os valores exatos para cada extrago.

N
z cal __ exp 2 (1 6)

No fim, o percentual de desvio relativo médio (DRM %) de cada extracdo (Equacédo
17) é analisado a fim de ser verificar a eficiéncia do ajuste.

100
DRM (%) = — Z

3.2 EQUILIBRIO DE FASES SOB ALTA PRESSAO

(rendgxp —rendcay)

(17)

rendcyy,

Foi analisado o sistema binario CBD (99,40 %, Phama Hemp) e CO»-SC (99,99 %,
White Martins) utilizando como referéncia dados de temperatura e fragdo molar descritos
por SPERROTIN-BRUNEL et al. (2010). Utilizou-se um equipamento que permite
detectar a mudanca de fase de forma visual, com validagdo recente reportada por
208QLIVEIRA et al. (2016). Também foi analisada a modelagem matemética para
adequacdo dos dados experimentais a partir da equacéo clbica de estado de ?°’PENG-
ROBINSON (1976), sendo utilizados diferentes métodos de contribuices de grupo para
estimar propriedades necessarias dos canabindides estudados. Além das estimativas
também foram feitas analises empiricas de algumas destas propriedades utilizando

termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial de varredura (DSC).

As analises foram feitas em triplicata nas temperaturas 45, 50, 55, 60 e 65 °C e nas
fragdes molares 3,00; 2,69; 2,37 e 2,21 x 10*. A massa de CBD a ser usada foi calculada
a partir do seu peso molecular de 314,5 g/mol! (*®PERROTIN-BRUNEL et al. 2010). Para
o célculo do volume de CO: utilizou-se o peso molecular de 44,009 g.mol*! e a densidade
de 0,85631 g.cm3 (2°8NIST, 2017), ja que 100 bar e 20°C foram as condi¢des na adigédo.
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3.2.1 EQUIPAMENTO

No presente caso, o comportamento de fases foi analisado por meio do método
sintético visual, adequado para transicdes proximas do ponto critico, devido a nao
necessidade de amostragem, que pode provocar perturbacbes no sistema,
principalmente na zona onde a densidade é muito elevada. Assim sendo, este método é
considerado mais preciso. A disponibilidade do aparato instrumental foi também um fator
determinante na escolha do método. O diagrama esquematico apresentado na Figura 6
representa o aparato utilizado nos experimentos de equilibrio de fases.

e

53 |

2332
e ~—eJF BT

Figura 6 — Aparato experimental equilibrio de fases método sintético visual. C) cilindro
com fluido de trabalho; V1, V3, V4, V5, V6) valvulas; V2) valvula de retengdo; BS) bomba
de alta pressédo do tipo seringa; VB) vaso da bomba; BT) banho termostatico; TP)
transdutor de pressao; Pl) indicador de presséo; CE) célula de equilibrio; RE) resisténcia
elétrica; JF) janela de safira frontal; JL) janela de safira lateral; P) pistdo, CT) sensor do

controlador de temperatura; AM) agitador magnético.

O cilindro armazena o dioxido de carbono utilizado nos experimentos. A primeira
valvula (V1), quando aberta, permite o fluxo do CO do cilindro para a bomba e a valvula
de retencgédo, V2, impede a volta do mesmo da bomba para o cilindro. A bomba de alta
pressao é do tipo seringa, marca ISCO, modelo 260D, com capacidade maxima de 260
mL e 500 bar de pressdo. O banho termostatico (Marca TECNAL, Modelo TE-184) é

utilizado para controlar a temperatura no cilindro da bomba.

A célula de equilibrio consiste de um cilindro de aco inox 316, com capacidade
maxima de 25 mL. No interior da célula ha um pistdo mével que tem por objetivo controlar

0 volume e, consequentemente, a pressdo do sistema. A célula possui duas entradas
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superiores, uma para conexao com o termopar e outra com a valvula de alimentacao,
bem como possui uma entrada lateral onde ¢é fixada uma janela de safira para entrada de
luz e uma entrada frontal onde é fixada uma janela de safira frontal para permitir a

visualizacdo do interior da célula.

O pistéo é inserido no interior da célula e possui dois anéis BUNA N90 localizados em
suas extremidades, permitindo seu deslizamento pelo interior da célula para controle de
pressdo, garantindo a vedacgéo entre a camera do fundo e da frente da célula. A V3 e V4
sdo valvulas agulha (Marca HIP, Modelo 15-11AF2), sendo que a primeira permite o fluxo
de solvente, e a segunda é utilizada para descarga da célula. A V5 e V6 sao valvulas
agulha (Marca HIP, Modelo15-11AF1), sendo que a primeira permite a alimentacédo de
solvente a célula por meio de uma abertura gradual e, consequentemente, uma
regulagem do fluxo de solvente alimentado & célula, e a segunda é utilizada para a
compressdo do fundo da célula. Essa compressdo € feita com CO, e observada
utilizando a janela de safira frontal.

O controlador de temperatura (Marca COEL, Modelo HW4200) € composto por um
termopar do tipo T e um indicador de temperatura. O termopar € inserido diretamente no
interior da célula para leitura da temperatura do sistema, e o controlador PID (DIGI MEC
mark, SHM 112 model) possui incerteza de + 1,0 K. O transdutor de pressdo (Smar LD
301) é conectado a linha proveniente da bomba para medir a pressdo do sistema. O
indicador de pressdo (Smar HT2) recebe um sinal digital do TP e indica a pressédo na

linha.

O agitador magnético (Marca IKA) proporciona a agitacdo do sistema no interior da
célula, acionando uma barra magnética revestida com teflon. O mesmo aparato foi
utilizado em trabalhos anteriores (*®*DE SOUZA et al., 2008; 2°GIUFRIDA et al., 2011;
2LPINTO et al., 2013; #2LIMA et al., 2015).

Para a montagem do aparato experimental utilizado no estudo de comportamento de
fases, o pistdo foi ajustado dentro da célula de equilibrio, 0 que garantiu resisténcia
adequada e deslizamento de forma uniforme, e o fundo da célula foi fechado. Uma
guantidade exata de massa de soluto foi colocada dentro da célula, juntamente com uma
barra magnética. Na parte anterior foi primeiramente colocado um anel de teflon que
garantisse a vedacdo da mesma, além da janela de safira e um anel de cobre. Entéo, ela
foi fechada. A linha de alimentacdo e o termopar foram conectados na célula e uma

guantidade exata de solvente foi inserida, por meio de diferenca no volume da bomba.
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Ao atingir a proporcdo soluto/solvente desejada, o sistema foi aquecido a uma
determinada temperatura e mantido em constante perturbacdo por meio de um agitador e
da barra magnética dentro da célula. O sistema é mantido em equilibrio por 30 minutos
e, entdo, a pressdo na célula foi diminuida de forma gradativa, até ser observada a

transicao de fases.

3.2.2 MODELAGEM MATEMATICA (SOLIDO-FLUIDO)

O equilibrio entre duas fases de uma mistura é descrito através da igualdade de
fugacidade para cada componente nestas fases. Neste caso temos que para o equilibrio
sélido-fluido a fugacidade do CBD na fase sdlida é igual a fugacidade do CBD no fluido
(Equacéo 18). Algumas variaveis ainda néo citadas e importantes para essa analise sao

o coeficiente de fugacidade (@) e o volume molar do soluto (V;) (*3SPILIOTIS et al., 1994).

sub

V.. (P _ stub)

S F sat
=f" - P
fh =1l 0Py R.T

.exp [ = 0,.P.y, (18)
A partir desta igualdade tem-se a fragdo molar do CBD em equilibrio com o CO,-SC

(Equacso 19), sendo que para o sistema estudado P,**’ << P e ¢,*? = 1 (**ANITESCU
& TAVLARIDES, 1997).

Y2 = (19)

stub. Q)Zsub Vs (P _ stub) ‘ stub
P.0, R.T

Utilizando a equacao de Clapeyron é possivel estimar a pressao de sublimacédo

do CBD (P,*"?) (Equac&o 20), sendo C uma constante que depende de propriedades
do sistema (?*®*PLASCENCIA & JARAMILLO, 2017).

AHZ sub

sub\ __ _
In(P,***) =C T

(20)

Utilizou-se a equacéo cuUbica de estado de Peng-Robinson (ECE-PR) (**°PENG-

ROBINSON (1976) para ajuste das pressdes experimentais obtidas, no qual T é a

temperatura absoluta e V é o volume molar da mistura. Para o célculo dos coeficientes a
e b foi empregada a Regra de Mistura Quadratica de Van der Waals (**VAN DER
WAALS, 1873). As Equacdes 21-25 representam estas relacées (**’SOUZA et al., 2015).

R.T a

P == —= =
V—b V24+2.b.V—-D>b2

(21)
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n n
azz. 12' 1xi.xj.,¢aii.ajj.(1—kij) (22)
l= ]=

b=y S x ( ) (1-1y) (23)
i=1 j= 1
2

0,4572.R?.T;* ) T
a; = |1+ (0,37464 + 1,5422. @ — 0,26992.w?).| 1 — |— (24)

Pe; Tei

Tei

by = 0,07779.R. 2= (25)

Ci

Atualmente, poucos estudos sobre as propriedades termodinamicas dos canabindides
foram feitos, inclusive do CBD. Portanto, algumas propriedades foram estimadas usando
métodos de contribuicdo de grupos, bem como experimentalmente aferidas:
termogravimetria (TG) (PerkinElmer, model STA 6000) e calorimetria diferencial de
varredura (DSC) (Shimadzu, model DSC-60). As analises foram realizadas em atmosfera
inerte (N2) e oxidativa (ar sintético) a 30 mL.min. Além disso, utilizou-se taxas de
aquecimento de 10, 20 e 50 °C.min?, sendo a temperatura inicial de 30 °C até a
temperatura final de 500 °C.

Os valores das propriedades criticas do CO, foram descritas por 2*ANGUS et al.
(1976). Os parametros de interagéo binaria k;; e [;;, para cada temperatura, bem como a
constante C (Equacédo 30), foram calculados minimizando o valor da funcdo objetivo
(Equacdo 26), onde N e referente a mudanca de concentracdo e n,,, a mudanca de

temperatura. Todos os célculos foram feitos utilizando o software XSEOS (*°CASTIER,
2008). Também fez-se as analise de desvio relativo médio (DRM) do ajuste aos dados

experimentais em cada temperatura (Equacéo 27).
Nexp N

O = Z Z <y2exp _ex:); Calc> (26)

i=1 j=

DRM (%) =

100 exp __ calcy 2
<)’2 Y2 ) 27

N ) Vo exp
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3.2.3 ESTIMATIVA DE PROPRIEDADES TERMODINAMICAS
(CONTRIBUICAO DE GRUPOS)

A pressdo e temperatura critica dos trés canabindides estudados, bem como a
temperatura de ebulicdo (Ty), a temperatura de fusdo (Tm), a entalpia de vaporizagcdo
(AHvar) e a entalpia de fus@o (AHrus) foram estimadas utilizando trés métodos de
contribuicdo de grupos. O fator acéntrico € um adimensional de componentes puros
importante para estimar diversas propriedades termodindmicas. Este parametro foi
definido por #°PITZER et al. (1955) e diversos autores desenvolveram expressdes
analiticas para calcula-lo (***SCHREIBER & PITZER 1989; 222BRANDANI, 1993; ?2TWU
et al., 1994), porém utilizou-se as expressdes de ?AMBROSE & WALTON (1989) para

estimar o valor deste, como mostra a Equacao 28 descrita na Tabela 4.

Utilizaram-se trés metodologias distintas, como mostra na Tabela 4, definidas como
contribuicdo de grupo. No método de **JOBACK & REID (1987) a temperatura de
ebulicdo, além de ser usada para estimar o fator acéntrico, é também importante para a
estimativa da temperatura critica. No método *°*CONSTANTINOU & GANI (1994) tem-se
que as propriedades podem ser calculadas utilizando grupos de 12 e 22 ordem, e que 0
fator acéntrico também pode ser estimado diretamente (*>CONSTANTINOU et al., 1995).
Por ultimo, utilizou-se um método mais atual, descrito por “**MARRERO & GANI (2001),

em que sdo considerados grupos de contribuicdo em trés ordens.

Além disso, utilizando o método de ??°ELBRO et al. (1991) também foi estimado o
volume molar (V;) desses canabindides. Essa propriedade depende da temperatura como
mostra a Equacao 29, sendo n; o numero de espécies do grupo i na substancia e 4;, B; e
C; as constantes especificas do grupo i. Obtido o volume molar torna-se possivel estimar
a densidade, sendo a massa molecular dos isbmeros CBD e A%-THC 314,5 g.mol* e do
CBN 310,5 g.mol! (*®PERROTIN-BRUNEL et al., 2010).

VS = Z'(Tli.AUi) = Z_[ni. (Al + Bi' T + CLTZ)] (29)



Tabela 4 — Métodos de contribui¢cdo de grupos
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146JOBACK & REID (1987) 149CONSTANTINOU & GANI (1994) 1O\ ARRERO & GANI (2001)
Ty 1982+ ) (N.T,0) 204,359 . 1n | > (V. Tyi : : :
) i ,359. - Tol) + ) (M. Tyj) 222,543. In| ) (N.T,0) + ) (M;.Tyj) + ) (Ok.Tpk)
i D) Tounor
(I?;mgl) 15,30 + Z(Ni.AHVAPi) 6,829 + Z(Ni.AHVAPi) + Z(Mj. AHy ap)) 11,733 + Z(Ni.AHVAPi) + Z(Mj.AHVAPj) + Z(ok.AHVAPk)
T 122 5+Z(Ni Tn) 102,425.In | Y (Ny.Tni ' ' '
) : 425, - Tmi) + ) (M. Tyj) 147,450. In| > (N.Tpi) + ) (Mj.Toj) + ) (Op.Trk)
@ i 20670+ 2 200 LT+,
(K%ﬁéo 0,88 + Z(Ni- AHpysi) i 2,806 + Z(NL-. AHpyst) + Z(Mj- AHpys)) + Z(ok. AHpysk)
2 -1
T, ) . ) .
(KE) T, {0,584+O,965 Z(N"'T‘i) - Z(Ni'Tfi) } 181,128.1In Z(Ni.Tcl)+Z(Mj.TC]) 231,239 . In Z(Ni.TCL)+Z(Mj.TC])+Z(0k.TCk)l
i i i J i j k
2 -2 -2
PC . . . . .
) ) - Vatom i . i-Ic i ¢ 7] ) i-fe ji- fc e ’
(bar) [0 113 4 0,0032. Na¢omos — Z(Nl F:i) 1.3705 + Z(N Pi) + Z(M, Pj)+0 10022] 5,9827 + Z(N Pi) + Z(M, Pj)+ Z(ok Pk)+0 108998]
i i j i j k
0,505071
® - 0,4085.{In| ) (N.w) +W. ) (M. wj) +1,1507 -
gy
~ . In(Pc/1,01325)+ O (T},) T
Equacdo 28: w=— O () L T=1—-T,, Tpr = =
O = —5,97616(7) + 1,29874(1)"® — 0,60394(1)*° — 1,06841(7)° F = —5,03365(7) + 1,11505(7)*° — 5,41217(1)%° — 7,46628(1)°

0,6285

0,6285
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3.3 FLORES FEMEAS NAO POLINIZADAS

Em parceria com o “Nucleo Interdisciplinario de Estudios sobre Cannabis da
Universidad de la Repuplica Uruguay (UdelaR)” foram feitas analises quantitativas de trés
canabindides, CBD, A°-THC e CBN, em trés variedades de flores fémeas néo polinizadas.
As quantificacBes foram feitas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), técnica
cientifica adequada j& que trabalha em temperatura préxima a ambiente e ndo ocasiona

possiveis reacdes de descarboxilagdo e degradacao.

A primeira variedade foi chamada de A, Figura 7a, e tinha informagfes sobre espécie
e composicdo desconhecida. A segunda, B, Figura 7b, conhecida como “Girl Scout

Cookies”, € uma variedade hibrida, sendo 60 % C. sativa e 40 % C. indica, bem como

possuia a informacdo de composicdo prévia de aproximadamente 25 % de A°-THC
(¥'TCC, 2017). A terceira, C, Figura 7c, chamada de “Durga Mata Il CBD”, também é
uma variedade hibrida, 90 % C. indica e 10 % C. sativa, e tinha a informacdo de
composicdo prévia de 6,5 % de CBD e 7,5 % de A°-THC (**PARADISE SEEDS, 2017).

Foi utilizado, respectivamente, 55, 45 e 40 g das variedades citadas.

Figura 7 — Amostras de flores utilizadas: a) variedade A; b) variedade B; ¢) variedade
C.

3.3.1 ANALISE DA UMIDADE

As amostras passaram por um procedimento de secagem antes de serem fornecidas,
visto ser um procedimento extremamente necessario em flores recém-colhidas para
evitar o crescimento de bactérias e fungos (**COHEN & ZISKIND, 2013). A umidade
residual das trés variedades foi analisada em quadruplicata. A variedade A foi moida com
um triturador manual e as variedades B e C foram trituradas com um moinho de facas da
marca Solab modelo SL-30. As trés variedades foram secas em estufa a 35 °C, com
circulacio de ar, por aproximadamente 20 horas utilizando amostras de

aproximadamente 3 g, até atingirem peso constante.
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3.3.2 ANALISE DA COMPOSICAO

As composicbes de canabindides e 6leos essenciais das amostras in natura e dos

extratos obtidos foram analisadas separadamente.

3.3.2.1 CANABINOIDES
3.3.2.1.1 CURVA DE CALIBRACAO

As curvas de calibracéo foram feitas utilizando padrées dos canabindides A°-THC, em
etanol, e CBD e CBN, em metanol, todos em concentracdo de 1 mg.mL? e obtidos da
Grace Davison Discovery Science. Seguiu-se o procedimento descrito em UNODC
(2009) utilizando cromatografia liquida de alta resolu¢cdo (HPLC) com pequenas
modificagbes, como mostra a Tabela 5. Para fazer a curva de calibragdo de cada
canabinoide preparou-se diluicdes nas concentra¢des 0,001, 0,005, 0,010, 0,050 e 0,100
mg.mL?!. Também foi preparada uma mistura dos trés canabinéides, com concentragdo

individual de 0,003 mg.mL*, para andlise de resolugcdo quando injetados juntos.

Tabela 5 — Par@metros para andlise de canabin6ides em HPLC.

Coluna: SUPELCOSIL (TM) LC-8 (250 x 4,5 mm; 5um)
Temperatura: | 35 °C

Fase moével: [acetonitrila:agua (8:2 v.v?), isocratico

Tempo: 10 min

Vazéo: 1 mL.min?

Detector: arranjo de diodo (A=220 nm)
Injecao: 10 pL

3.3.2.1.2 COMPOSICAO NAS FLORES

As analises de composi¢cdo dos canabindides das trés variedades foram feitas em
duplicata utilizando aliquotas de amostra moida de aproximadamente 150 mg, seguindo a
metodologia PUNODC (2009). Estas foram colocadas em tubos falcons e depois se
agregou 3 mL de uma solugdo metanol:cloroférmio (9:1 v.vt). Em seguida agitaram-se 0s
tubos em vértex por 10 segundos e depois em banho ultrassoénico, a 37 Hz e 40 °C, por 5
minutos. O procedimento de homogeneizacdo da amostra foi repetido por 3 vezes,
totalizando 15 minutos de agitacdo sob ultrassénico. Por fim, a amostra foi agitada mais
uma vez em vortex e centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi entéo
transferido para novo tubo falcon e deste foi transferido 200 uL para um vial e agregado
800 uL de metanol. A mistura de 1 mL foi entdo homegenizada em vortex e desta aferiu-
se 100 pL para um vial de 2 mL. Por fim, adicionou-se mais 900 puL de metanol neste

daltimo vial que foi homogeneizado antes da analise em HPLC.
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3.3.2.1.3 COMPOSICAO DOS EXTRATOS

A composicdo de extratos brutos e extratos submetidos ao método de purificagdo a
frio chamado “winterizagdo”, que visa a tentativa de eliminacdo das ceras como
interferentes, foram comparadas. Para o método de purificagdo, devido a caracteristica
apolar do CO,, foi adicionado a cada extrato obtido hexano (Panreac, 95,0 % HPLC),
também apolar, na propor¢do de 10 mL.g. O extrato foi homogeneizado em vértex e
resfriado por 20 horas, a -18 °C (Freezer: Coder) para a variedade A e -80 °C (Ultra-
Freezer: ColdLab, CL580-86V) para as variedades B e C. O sobrenadante foi transferido
para um novo vial e ao residuo inicial adicionado mais hexano e hovamente submetido a
“winterizagdo”. Depois ambos sobrenadantes foram filtrados para um novo vial. Para a
variedade A o solvente foi eliminado com N; (g) e para as variedades B e C com um rota-
evaporador (Fisatom, modelo 802), ambos utilizando 40 °C. Tentou-se também a
separacao das ceras utilizando de modo alternativo, utilizando uma centrifuga refrigerada
(Beckman Coulter, modelo Avanti J-26 XP).

Os extratos foram analisados transferindo aproximadamente 30 mg para um tubo de
ensaio com tampa rosca e adicionado a este 20 mL de metanol, seguido de uma rapida
agitacdo em vortex e agitacdo por banho ultrassénico em 37 Hz, 30 minutos e 40 °C.
Uma aliquota da amostra homogénea foi diluida na proporcao de 1:10 e agitada por mais
20 minutos em banho ultrassoénico (**‘ROVETTO & AIETA, 2017). Por fim, transferiu-se
parte da solucdo para um vial especifico de andlise em HPLC, e fez-se a injecdo de 10 uL
de amostra. A partir das curvas de calibracdo aferiram-se as concentracfes de cada

canabindides nos extratos obtidos.

3.3.2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Para a analise dos 6leos essenciais das diferentes variedades in natura, bem como
dos extratos obtidos, pesou-se, em vials ambar de 2 mL, duplicatas de aliquotas de
aproximadamente 30 e 10 mg, respectivamente. Estas foram envoltas em papel aluminio
e colocadas em um bloco de aquecimento, Tecnal TE-021 Dry Block, a 120 °C por 1 hora.
Foi coletado com uma seringa, de forma manual, 2,5 mL do vapor para inje¢cdo no modo
Head Space em um cromatografo da Thermo Fisher Scientific, modelo FOCUS GC, com
injetor a 280 °C, Hélio (Linde, 99,999 %), 1 mL.min!, como gas de arraste, split 1/10,
coluna DB5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O forno do equipamento seguiu a seguinte
programagédo de temperatura: 50 °C (1 min), até 250 °C (8 °C.min!), depois até 300 °C
(30 °C.mint) e mantido a esta por 3 minutos. Utilizou-se 280 °C como temperatura do
transfer, bem como do detector de massa quadrupolo da marca DSQ Il, sendo este

reportado a partir de 4 minutos. Para identificacdo dos compostos utilizou-se a relacao
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massa carga (*®NIST, 2017) oriunda da fragmentagdo 20 a 400 uma, bem como a
comparacdo do Indice de Retencdo de Temperatura Linear Programada (LTPRI)
mostrado na Equacéo 30 (¥°DOOL & KRATZ, 1963), relativo a alcanos C9-16 (Sigma-
Aldrich), descritos em literatura (** BERTOLI et al., 2010; Z'BABUSHAOK et al., 2011).

tp; — t
LTPRI = 100.n + 100. (M> (30)

trR(m+1) — trn

3.3.3 COMPORTAMENTO TERMICO DOS CANABINOIDES

A analise de comportamento térmico da variedade A foi realizada sob aquecimento a
100 e 140 °C em estufa com circulagdo de ar, utilizado aliquotas entre 100 a 150 mg.
Para as variedades B e C as analises foram feitas sob 90, 110 e 140 °C, em estufa da
marca Nova Etica, modelo 400/4ND, com circulagdo de ar, utilizando aliquotas de
aproximadamente 30 mg. Todas as analises foram feitas em duplicata e em tempos pré-
determinados. A partir de cada extrato obtido nas etapas de aquecimento foi preparada

uma solucdo de 1 mg.mL* e analisada a composicdo em HPLC (**UNODC, 2009).

3.3.3.1 ENERGIA DE ATIVACAO DOS CANABINOIDES

Foi considerado que a constante de velocidade de reagdo depende apenas da
temperatura. Devido a importancia do comportamento térmico relacionado aos
canabinoides foram calculadas as ordens das reacles, energias de ativacdo e as
constantes pré-exponenciais de degradacdo térmica do A>-THC e da formacdo do CBN

durante as andlises de descarboxilacao da variedade A.

3.3.4 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS (EXTRACOES)

As extracdes foram feitas utilizando diéxido de carbono supercritico, um solvente
apolar. Devido a baixa concentracgédo inicial de canabindides neutros, também apolar, nas
amostras, foram feitas andlises comparativas utilizando duas metodologias. A primeira foi
realizando um pré-aquecimento da amostra baseando-se nos dados obtidos durante as
andlises de comportamento térmico, para potencializar os canabindides neutros. A
segunda maneira foi utilizar um co-solvente polar para extrair os canabindides &cidos, ja
que esses sao majoritarios nas amostras brutas. As condicbes de extracdo foram
baseadas em dados descritos por *®°PERROTIN-BRUNEL, et al., (2010), onde indicam
que se pode obter uma solubilidade maior do CBD a 50 °C e do A°>-THC a 70 °C, como
mostrado nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. Para a realizacdo de um amplo nimero de
andlises foram utilizadas quantidades de amostra inferiores a capacidade maxima dos

extratores, sendo entdo a diferenca de volume dos mesmos de esferas de vidro.
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3.34.1 VARIEDADE A

Os parametros de extracdes aplicados nas amostras da variedade A estdo descritos
na Tabela 6, em que se variou o tempo de aguecimento em estufa a 140 °C, bem como a
pressdo e a temperatura aplicadas durante a extracdo. A partir dos resultados destas
extracdes foram realizadas analises da influéncia de cada tipo de mudanca de parametro,
como mostra a Tabela 7. Estas extrac6es foram feitas com o extrator 1, utilizando 90 L de
CO:, aferido pelo medidor de fluxo. Em cada extracgao foi utilizado aproximadamente 5,5 g

de amostra.

Tabela 6 — Planejamento experimental das extracdes (variedade A).

Extracéo Aq. 140°C (h) | P (MPa) | T (°C)
#1 0,5 22 70
#2 0,5 40 70
#3 2,0 22 70
#4 2,0 40 50
#5 0,5 40 50

Tabela 7 — Planejamento da analise de influéncia de parametros (variedade A).

Efeito Comparacéo
Descarboxilacdo | #1e#3 | #4e#5
Presséo #le#2
Temperatura #2e#5

Para amostras da variedade A também foram realizadas extracdes, # 6 e # 7, com 0
objetivo de fracionar os 6leos essenciais dos canabindides, sendo em cada extracao
utilizada aproximadamente 3 g de amostra. Para isso aplicou-se uma etapa a 10 MPa e
35 °C (**OMAR et al., 2013), sendo utilizado 60 L de CO,, e em sequéncia 40 MPa e 70
°C, por mais 60 L. Para a extragcdo # 7 se pré-aqueceu a amostra por 30 minutos a 140

°C e utilizou-se 5 % de etanol na segunda etapa de extragao.

3.34.2 VARIEDADES B EC

As amostras das variedades B e C foram previamente moidas. Utilizou-se peneiras de
10, 14, 20, 28, 35, 48, 65 e 100 mesh, da marca Bertel, bem como um agitador mecanico,
da marca Bertel, tipo magnético e série 9702, para caracterizagdo do tamanho de
particulas. Para essas foi definido o Diametro de Sauter (Equacdo 31), em que AQ é a
razao entre a massa de amostra que ficou retida na peneira e a massa inicial de amostra
e o D é a média do didmetro da peneira em que a amostra passou e a qual fico retida
(**?GREEN & PERRY, 2008). Para essas duas variedades utilizou-se o extrator 2 e foram

feitas analises da cinética de extracdo e modelagem matematica de 2°?SOVOVA (1994).
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Dsquter = T (€29)

3.34.21 COM PRE-AQUECIMENTO E SEM CO-SOLVENTE

Para ambas as variedades foram aplicados planejamentos fatoriais 22 (Tabela 8), com
replicatas no ponto central, utilizando em média 2 g de amostra em cada extragéo.

Tabela 8 — Planejamento experimental das extracdes (variedade B e C).

Variedade Parametros -1 +1
B T (°C) 50 70

P (bar) 165 249

c T (°C) 50 70

P (bar) 128 240

3.34.2.2 SEM PRE-AQUECIMENTO E COM CO-SOLVENTE

Essas extracfes foram feitas utilizando 6 % de etanol (Panreac 99,8%, grau analitico)
como co-solvente, sendo em cada extracdo utilizados, em média, 6 g de amostra.
Realizaram-se as extragbes supercriticas das amostras da variedade B a 50 °C e 16,5
MPa e da variedade C sob 24 MPa, aplicando 20, 50 e 70 °C. Para o calculo da
densidade da mistura de solventes (mol.L) utilizou-se a funcédo prb2soundspeedl, ou
prb2soundspeedv, do software XSEOS (**°CASTIER, 2008), a partir das fracdes molares
experimentais e utilizando os dados de propriedades criticas e interagéo binaria, ki 0,048
e lj -0,079 obtidos pela Regra de Mistura de Van der Walls, descritos por 2*WU et al.
(2006). Para essa metodologia também foi avaliado a influéncia do tamanho de particulas
na obtencdo dos extratos para ambas variedades, bem como a andlise de algumas
superficies sélidas utilizando um Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) da marca

FEI Company, modelo Quanta 250.

3.3.5 ATIVIDADE ANTI-TUMORAL

Para a avaliacdo da atividade antitumoral das substancias foi utilizado o ensaio de
MTT (***MOSMANN, 1983). Este ensaio colorimétrico baseia-se na capacidade das
mitocondrias viaveis de converter o MTT, ou seja, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio em cristais de purpuras formazan. Para isso, uma suspensédo de células
tumorais, na concentracdo de 2,5x10° células.mL?* em meio RPMI 1640 ou DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), foi dispensada em placa estéril de 96
pocos e incubadas por 24 h, a 37 °C e 5% de tensdo de CO.. ApGs esse periodo, 0

sobrenadante foi retirado e adicionaram-se concentracfes crescentes dos extratos. Apos
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48 h de incubacdo, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente, as células foram
lavadas com PBS (tampéao salina fosfato) 0,01 M e adicionou-se 50 yL de MTT (2 mg.
mL™"?). Depois foram incubadas na auséncia de luz, a 25 °C. Apds 4 h, foi adicionado 150
ML de DMSO, a fim de romper as células e solubilizar os cristais de puarpuras formazan, e
a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (BIO-TEK Power WaveXS) a 570 nm. Com
isso, analisaram-se o0s valores de concentracao para 50 % de inibicdo das células (CCsyp).
Foram utilizadas 5 linhas celulares tumorais humanas: Caco-2 (intestino), PC3 (prostata),
Hela (dtero), SiHa (Utero) e C33 (utero), bem como 3 linhas de células normais: HaCat
(humana), Cell Vero (macaco) e Fibroblastos L929 (camundongo).

3.4 SEMENTES DE CANHAMO
As amostras de sementes de canhamo foram obtidas descascadas, sem potencial de

germinagao, da Indigo Herbs, localizada no Reino Unido, em pacote de 1 kg, como

mostra a Figura 8.

Figura 8 — Sementes de cAnhamo descascadas.

A partir destas foram utilizadas metodologias para andlises de composicao
centesimal, extracdo com fluidos pressurizados e analise de algumas propriedades fisico-

guimicas.

3.4.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Foram analisados os teores de lipideos, fibra bruta, proteinas, umidade, cinzas e

carboidratos, sendo este ultimo por diferenca.
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3.4.1.1 LIPIDEOS

As sementes foram moidas, em pequenas quantidades, em um triturador de graos
(Bosch) por 5 segundos. Pesou-se, em triplicata, aproximadamente 1 g de amostra em
falcons e adicionou-se 20 mL de uma mistura de solventes hexano:isopropanol (3:2).
Essa mistura foi utilizada por apresentar baixa toxicidade (¥*°*HARA & NORMAN, 1978) e
rendimentos equiparaveis ao comumente utilizado hexano (3**GANDHI et al., 2003). Esta
mistura de solventes foi aplicada anteriormente em sementes de canhamo com cascas
por 2GRIJO & MELO (2016), que apresentou teores de lipideos dentro do esperado
(*’KIRALAN et al., 2010).

A extracdo foi realizada em temperatura ambiente com agitagdo magnética vigorosa
por 1 hora. O extrato resultante foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos em uma
centrifuga da marca Hermle modelo Z 200A e posteriormente o liquido sobrenadante foi
transferido para um novo e respectivo falcon. O primeiro tubo foi lavado duas vezes com
5 mL da mistura para 0 esgotamento da matriz e os sobrenadantes foram juntados,
sendo o solvente eliminado com uma corrente de nitrogénio a 40 °C até obter peso

constante.

3.4.1.2 FIBRA BRUTA

O teor de fibra bruta foi aferido seguindo o método Ba 6a-05 da 2*AOCS (2009). Os
sélidos desengordurados obtidos de extracdo em triplicata foram secos em estufa a 60 °C
por 1 hora. Na sequéncia, aproximadamente 2 g foram colocadas em cada um dos
respectivos tubos do Determinador de Fibras da marca TECNAL, modelo TE — 146 8/50,
acoplados a um Controlador de Temperatura da marca TECNAL, modelo TE 007A. A
primeira etapa foi adicionar 150 mL de solucdo 1,25 % de acido sulfurico, grau analitico
da marca Alphatec (95 a 99 %), em agua destilada. O processo seguiu sob aquecimento

de 200 °C por 30 minutos ap6s o inicio da fervura.

Em sequéncia, com o liquido ainda quente, foi realizada a filtracdo utilizando um
papel filtro e um filtro de porcelana, sob vacuo, para um kitasato. O sélido retido pelo
papel filtro foi coletado com o auxilio de uma espéatula e colocado novamente em seu
respectivo tubo. Depois adicionou a este 150 mL de solucdo 1,25 % de hidroxido de sédio
em &gua destilada e repetiu o procedimento de aguecimento e filtragem sob mesmas
condicbes e especificagbes antes mencionadas. Paralelamente foram separados 3
cadinhos de porcelana. Os mesmos foram numerados, na parte de baixo, com um lapis,
fazendo uma marcacéo forte, e colocados em uma mufla da marca JUNG (2011), modelo

0712, com auxilio de uma pinca adequada, por 1 hora a 550 °C, para remoc¢ado da
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umidade. Depois foram colocados em um dessecador até atingirem peso constante. A

massa aferida foi registrada como respectiva massa do cadinho seco e sem amostra.

O solido entdo obtido depois da segunda filtracdo foi colocado em seu respectivo
cadinho de porcelana e levado a uma estufa, sem circulacdo de ar, a 105 °C, por 4 horas.
Depois desse tempo o cadinho foi deixado novamente em um dessecador e depois se
aferiu o peso do mesmo com o material sélido residual. Por fim os cadinhos com sdélidos
residuais foram colocados na mufla a 550 °C por 2 horas, seguindo o passo de deixa-los
em um dessecador antes da aferigdo das massas finais. As porcentagens de fibra bruta
foram calculadas pela Equacao 32, porém essa quantidade € menor do que o valor de
fibras alimentares, geralmente informada em embalagens, j4 que durante os tratamentos

quimicos ocorre perda de material fibroso (**DHINGRA et al., 2012).

, (A - B).100
Fibra bruta (%) = — (32)
Onde: A = massa do cadinho + residuo (em gramas);

B = massa do cadinho + cinza (em gramas);

C = massa da amostra seca (em gramas).

3.4.1.3 PROTEINAS

A andlise de proteinas foi feita em quadruplicata utilizando o Método de Kjeldahl. Para
isso aferiu-se aliquotas de aproximadamente 200 mg de sementes, sem moer, em
respectivos tubos de Kjeldahl. A cada um destes foi adicionado 5 mL de &cido sulfdrico
grau analitico da marca Alphatec com pureza de 95 a 99 %, bem como, com o auxilio de
uma espatula pequena, uma pequena quantidade de uma mistura catalitica, grau
analitico e na forma de po fino, de sulfato de potassio e sulfato de cobre pentaidratado,
na propor¢cdo 10:1. As amostras foram colocadas para serem aquecidas em um bloco
digestor dentro de uma capela. A temperatura foi manipulada utilizando um Controlador
de Temperatura da marca TECNAL, modelo TE 007D, sendo gradativamente aumentada
como mostra a Tabela 9. Em seguida desligou-se o bloco digestor e esperou-se o

esfriamento dos tubos.

Tabela 9 — Controle de temperatura durante a digestdo para analise de proteinas.

T(CC) Tempo (min)

100 15
150 15
250 45
350 45

400 180
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Em um Destilador de Nitrogénio da marca TECNAL, modelo TE 036/1 acoplou-se um
Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de &cido borico 2 % e 5 gotas de um indicador misto
preparado utilizando 0,132 g de vermelho de metila e 0,06 g de verde de bromocresol,
em 200 mL de alcool etilico 70 % (v.v?l) e reservado em frasco ambar. Depois, foi
adaptado o primeiro tubo de Kjeldahl e adicionado vagarosamente uma solucdo de
hidréxido de sodio 50 % até o escurecimento da solu¢do contida no tubo. Em seguida
iniciou-se o processo de destilagdo ligando a caldeira do equipamento e observando a
mudanca da cor rosada da solucdo do Erlenmeyer para uma cor verde. A destilacdo
procedeu até se obter aproximadamente 75 mL de solugdo. Por fim seguiu-se o0 processo
de titulagdo com &cido cloridrico 37 %, grau analitico, da marca NEON, 0,1 M até a
viragem do indicador para a cor rosa inicial. A porcentagem de nitrogénio total foi
calculada utilizando a Equacéo 33.

V.M.f.0,014.100

P
Onde: V = volume de solugéo de acido utilizado (mL);

Nitrogénio total (%) =

(33)

M = concentragdo molar tedrica da solugéo de &cido utilizado;
f = fator de correcao da solucao de acido utilizado = 0,9;
P = massa da amostra Umida (g).

Para calcular o percentual em proteinas a porcentagem de nitrogénio total foi
multiplicada por um fator de conversdo (F), como mostra a Equacdo 34. Para as
sementes de canhamo foram utilizados dois fatores distintos, visto que **°HOUSE et al.
(2010) utilizou 6,25, valor geralmente utilizado em matérias primas de forma geral (>**AL,
2008), e 2*2JONES (1941) e ?**USDA (2016) citam um valor mais especifico, de 5,30.

Proteina (%) = Nitrogénio total (%).F (34)
3.4.1.4 UMIDADE

As analises foram feitas em triplicata em cadinhos de porcelana secos de massas
conhecidas. Nestes foi adicionado aproximadamente 3 g de amostra. Depois levou-se
para estufa a 105 °C por 5 horas. As amostras permaneceram em um dessecador até

atingirem a temperatura ambiente para afericdo da massa seca (**'IAL, 2008).

3.4.15 CINZAS

A andlise do teor de cinzas foi feita utilizando o método de incineracao direta em uma
mufla 2*|AL (2008). Para isso separou-se 3 cadinhos de porcelana previamente limpos,
ndo trincados, ndo rachados, sem umidade e de massa conhecida. Depois se aferiu

massas de 3 g aproximadamente e seguiu-se para o processo de incineracao direta 550
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°C por 8 horas, obtendo no final do processo material esbranquicado ou ligeiramente

acinzentadas.

3.4.2 EXTRACAO COM FLUIDOS PRESSURIZADOS

As extracdes com fluidos pressurizados foram feitas variando parametros de pressao
e temperatura a fim de comparar os efeitos destes na obtencdo do éleo. Foram feitas
extracfes com CO.-SC, bem como com propano pressurizado, visto a aplicabilidade
deste como método pressurizado alternativo e ndo ter sido reportado estudos especificos

com sementes de canhamo.

3.4.2.1 DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

A obtencdo de extratos das sementes utilizando CO,-SC foi feita com o extrator 1.
Para cada extracdo foi utilizado aproximadamente 4 g de amostra moida. As extracdes
foram feitas sob pressdes de 30 e 40 MPa, bem como temperaturas de 40 e 60 °C.

3.4.2.2 PROPANO

Foi feito um planejamento experimental 22 com ponto central. Os niveis inferiores
utilizados foram 40 °C e 6 MPa, para a temperatura e pressdo, respectivamente, e 0s
niveis superiores iguais a 60 °C e 10 MPa. Com o objetivo de se obter uma extragdo em
condicédo de fase homogénea estes parametros foram baseados no estudo de **“NDIAYE
et al. (2006), que analisa dados de equilibrio entre o propano e a soja, visto que esta

possui teor similar do &cido graxo majoritario, acido linoleico.

3.4.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS OLEOS

Algumas propriedades fisico-quimicas foram determinadas com o objetivo de obter-
se uma caracterizacdo mais completa dessa interessante matéria prima. Foram feitas
andlises de composicdo de &acidos graxos, tocoferéis e p-caroteno, bem como

determinacédo do indice de acidez e da umidade dos 6leos obtidos.

3.4.3.1 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS

Os triglicerideos extraidos foram esterificados por metilacdo a frio (**IUPAC,1987).
Para isso pesou-se 80 mg do extrato a agregou-se 2 mL de hexano e 0,1 mL de KOH em
metanol (2N). Antes de se fechar o tubo foi adicionado também nitrogénio gasoso para
tornar a atmosfera do recipiente inerte. Aplicou-se agitagdo magnética por 30 minutos.
Em seguida foi adicionado Na,SO. anidro para remocdo da umidade e centrifugado, para

separacao dos ésteres metilicos correspondentes.

A analise cromatografica dos ésteres foi conduzida utilizando um cromatégrafo a gas

Shimadzu modelo GC-2010 equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e
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coluna capilar Supelco SP 2330 (30 m x 0,25 mm x 0,2 ym) na qual a fase estacionaria é
um copolimero de silicone (80% biscianopropil / 20% cianopropilfenil siloxano). Utilizou-se
nitrogénio de alta pureza a 70 kPa como gas de arraste, com relacdo de split de 1:80. O
programa de temperatura iniciou a 150 °C, seguido de um aquecimento de 4 °C.min*! até
230 °C, que depois se manteve por 10 min. Utilizou-se uma mistura de padrées
correspondentes: palmitico (16:0), palmitoleico (16:1w7), esteérico (18:0), oleico (18:1»9),
linoleico (18:2w6), a-linolénico (18:3w3), eicosenoico (20:1m9) e erucico (22:1»9) (Sigma
Aldrich).

3.4.3.2 COMPOSICAO DE TOCOFEROIS TOTAL

Os tocoferdis total foram quantificados empregando a metodologia descrita por
2IANDRIKOPOULUS et al. (1991). Aproximadamente 30 mg de amostra foi diluida em 1
mL de isopropanol grau HPLC, sendo injetado 10 uL em um (HPLC Shimadizu modelo
20A com coluna Macherey-Nagel C18 (comprimento: 25 cm; diametro: 4,6 mm; tamanho
de particula: 100 um) a 40 °C, equipado com detector de fluorescéncia Shimadzu RF 20A
XS, comprimento de onda de excitagdo de 290 nm e de emissdo de 330 nm. A fase
mével utilizada esta descrita na Tabela 10, e a curva de calibracdo, (mg tocoferdis total) =
(4rea - 602525) / (1,01.10%), foi validada em um trabalho anterior (***JACHMANIAN et al.,
2014) utilizando os padrdes a, B, y e dtocoferol (Sigma Aldrich).

Tabela 10 — Gradiente da fase mével em HPLC para analise de tocoferdis.

Tempo Fase movel (%)

(min) Acetonitrila | Metanol Isopropanol | Agua
0 47,5 42,8 4,7 5
6 47,5 42,8 4,7 5
10 50 45 5 0
45 50 45 5 0
46 0 0 100 0
53 0 0 100 0

3.43.3 COMPOSICAO DE BCAROTENO

As concentracbes de B-caroteno foram determinadas em amostras de 100 mg de
cada extrato e a estas adicionado 2,5 mL de hexano (Panreac, 95,0 %, grau HPLC). O
teor de B-caroteno foi determinado por meio da leitura da absorbancia a 450 nm em um
espectrofotbmetro UV/VIS da Thermo Fisher Scientific modelo Genesys 10-S. A curva de
calibracdo, (mg p-caroteno.L?) = (3,7197 . ABS) — (0,01265), foi obtida com solucées
padrdo de B-caroteno (Sigma-Aldrich) diluido em hexano nas concentragfes de 1 — 100
mg.L? (**'DIORIO et al., 2017).
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3.4.34 INDICE DE ACIDEZ

O indice de acidez foi determinado empregando amostras de aproximadamente 200
mg de cada Oleo extraido. As amostras foram acondicionadas em Erlenmeyer e 25 mL de
solucao éter de petréleo:etanol (2:1), ambos grau analitico da Anidrol, foi adicionado. Em
seguida, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina e fez-se a titulagdo com NaOH (99
%) (0,01 M) (ag,deionizada) (**!IAL, 2008). O indice é calculado como mostrado na
Equacéo 35.

mL de NaOH.(1073.0,01 mol.mL™Y).f.56,1 g KOH .mol™!
x g 6leo

Indice de acidez =

(35)

3.4.35 UMIDADE DO OLEO

A umidade de cada extrato foi aferida pelo Método de Karl Fisher (*¥SUPARTONO et
al. 1998). O procedimento de analise foi pesar uma seringa com um extrato e desta
adicionar 5 gotas em um titulador automatico Karl Fischer Coulometric, da marca
Metrohm, modelo 899, com reagentes: hydranal coulomat AG e CG (Sigma Aldrich). Em

seguida, transmite-se ao equipamento a massa de amostra injetada por diferenca.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 FLORES FEMEAS NAO POLINIZADAS

As curvas de calibracdo dos trés canabindides estudados, CBD, AS-THC e CBN
apresentaram R2 igual a 0,99950, 0,99997 e 0,99991, respectivamente. Observou-se que
mesmo com pequenas modificacdes da metodologia de identificacdo (**UNODC, 2009),
os resultados foram satisfatorios. As umidades residuais das amostras foram baixas,
sendo 3,19 + 0,39; 2,76 + 0,13; 2,30 + 0,03 % para as variedades A, B e C,

respectivamente.

4.1.1 COMPORTAMENTO TERMICO DOS CANABINOIDES

Observou-se que os tempos Otimos para otimizagcdo das concentracdes dos

canabinoides requeridos sdo especificos em cada espécie.

4111 VARIEDADE A

A variacdo da composicdo dos trés canabindides estudados, aquecidos a 140 °C e

110 °C, da variedade A estd mostrada na Figura 9.

140°C 110°C
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—e— DO-THC

7.5 T
..... - CBN \.\H.\B
5.0 /

T T T Y E_M&ﬂ&m.n.mm.r_._g ..... : ‘*--RJ?
0 1.375 2.75 4.125 5.5 0 1.625 3.25 4.875 6.5

Tempo (h) Tempo (h)

%

2.5

0.0

Figura 9 — Comportamento térmico dos canabindides (variedade A).

Devido as flores utilizadas néo terem um alto teor de CBD n&o foi viavel realizar a
tentativa de fracionamento de canabindides comentado por S8PERROTIN-BRUNEL
(2010), que observou ainda perda de massa durante o processo de aquecimento. A

perda de massa observada durante o aguecimento da variedade A esta na Tabela 11.

Tabela 11 — Perda de massa das flores sob aquecimento de 140 °C (variedade A).

Tempo (h) | Perda massa (%) | Numero de experimentos
0,5 8,11 +0,84 4
2,0 10,19 £ 0,28 2
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Utilizando 220 e 240 nm, mesmo has amostras sem aquecimento, ndo foi observado
respostas com areas significativas de A°-THCA no tempo de retencéo indicado por
1IUNODC (2009). O mesmo comprimento de onda, 220 nm, também foi indicado por
“2PERROTIN-BRUNEL (2011). Observa-se que esse canabindide pode apresentar outro
tempo de retengdo ou outro comprimento de onda adequado. Sugere-se fazer andalises
mais detalhadas para analisar o fenbmeno da descarboxilagdo, bem como testar
condi¢Bes cromatograficas reportada em literaturas mais atuais para analise também de
canabinodides &cidos. Talvez o aumento da concentragdo dos canabindides neutros pode
ser explicado pela perda de massa dos 6leos essenciais.

Os resultados da andlise de ordem de reacdo a 110 °C e 140 °C da variedade A,
obtidos pelo Método Integral (**FOGLER, 2009), foram de primeira ordem para a
degradacéo do A%-THC e de ordem zero para a formacdo do CBN (Figura 10). A Tabela

12 mostra as velocidades especificas obtidas em cada uma das condi¢6es analisadas.

Degradagio do A°-THC Formagdo do CBN
__30 60
.:'_). )5 ®140°C <0 /.
o 0110°C /’/' T o/
%, 20 S 40
£ > : /
S 15 / 2 30 /
@) —_
E 10 Z 20
o P R P
< 05 = 10
T, W . CW | |
0 2 4 0 2 4 6
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 10 — Degradacéo do A%-THC e formacé&o do CBN (variedade A).

Tabela 12 — Velocidades especificas de reacdes dos canabindides (variedade A).

T Degradag&o do A°>-THC Formagéo do CBN
12 ordem (h?) Ordem zero (umol.ht.dm3)
383.15 0,081 2,639
413.15 0,511 16,310

A energia de ativacao e o fator pré-exponencial foram obtidos aplicando Equacao de
Arrhenius (Equagéo 3), como mostra a Figura 11. Como esperado, os valores de energia
de ativacao obtidos foram proximos ao de energia de ativacdo para a descarboxilacdo do
A%-THCA, 85 KJ.mol?! reportado por “PERROTIN-BRUNEL et al. (2011), devido a

similaridade estrutural destas substancias.
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Figura 11 — Energia de ativacao e fator pré-exponencial (variedade A).
4.1.1.2 VARIEDADE B

N&o foi observada variagéo significativa da concentracdo do CBD, com aquecimento,
na variedade B, visto que como esperado essa variedade ndo apresentaria grandes
guantidades desse canabinéide. O comportamento térmico deste canabindide a 90 e 140

°C é mostrado na Figura 12, sendo obtido um valor maximo de AS%THC de

aproximadamente 15 %.

Comportamento térmico A°-THC (variedade B)
..
£ L 2
E ...‘... 90 OC
X —&—140°C
0 1 2 3
Tempo (h)

Figura 12 — Variacdo do teor de A>-THC sob aquecimento (variedade: B).
4.1.1.3 VARIEDADE C

Na variedade C, como esperado, foi observada a variagdo de ambos os canabindides
de interesse medicinal, CBD e A®-THC, a 90, 110 e 140 °C, como mostra a Figura 13. A

concentracdo maxima obtida destes canabindides foi de aproximadamente 6 e 5 %,

respectivamente.
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Figura 13 — Variacdo do teor de CBD e A°-THC sob aquecimento (variedade: C).

4.1.2 EXTRACAO SUPERCRITICA

4121

VARIEDADE A

Os extratos obtidos da variedade A sdo mostrados na Tabela 13. Para este foram

feitas andlises comparando os efeitos da pressao, temperatura e do pré-aquecimento.

Tabela 13 — Andlise comparativa dos extratos (variedade A).

Extrato Bruto Parametros Substancias | Purificado (%) | Relativo (%)
CBD 3,15 3,52
#1 .
qul4g ;CM FC)).5h AS-THC 83,58 93,29
Rendimento: = 2l
_ CBN 2,86 3,19
8,35 % T=70°C
Outros 10,41 -
CBD 3,08 3,79
#2 qu14(3u<)>clvzI F(?,Sh A-THC 75,30 92,61
Rendimento: = a
_ CBN 2,93 3,60
9,43 % T=70°C
Outros 18,69 -
CBD 0,25 0,37
#3 qu14g;CN:I |:2>’0h A%-THC 54,38 81,52
Rendimento: = &
_ CBN 12,08 18,11
5,88 % T=70°C
Outros 33,23 -
CBD 2,76 6,25
#4 :
qu142 (‘)’(IZVI IE,Oh AS-THC 40,43 91,49
Rendimento: = a
_ CBN 1,00 2,26
7.13 % T=50°C : :
Outros 55,81 -
CBD 2,71 3,66
#5 .
qu14(LJu;cN.I Fc3,5h ASTHC 68,31 92,25
Rendimento: = &
_ CBN 3,03 4,09
7.88 % T=50°C
Outros 25,95 -
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41211 EFEITO DA PRESSAO

Comparando os extratos # 1 e # 2 observou-se, como esperado, um maior
rendimento do extrato # 2 devido a aplicacdo de uma maior pressdo, porém ao analisar a
composicdo especifica de cada extrato observou-se que o em # 1 se continha menos
interferentes. Ao analisar a composicao relativa dos canabindides observou-se a mesma
tendéncia nos dois extratos. Logo, observa-se que apesar do maior rendimento na

extracdo com maior presséo, houve também uma maior extracao de interferentes nesta.

4,1.2.1.2 EFEITO DA TEMPERATURA
Comparando o extrato # 2 e # 5 observou-se um maior rendimento do primeiro, visto
gue como descrito por **PERROTIN-BRUNEL (2010) tem-se uma maior solubilidade do

canabinéide predominante, A°>-THC, na temperatura de 70 °C.

41.2.1.3 EFEITO DO PRE-AQUECIMENTO

Para discutir os efeitos do tempo de descarboxilagdo a 140 °C aplicado nas amostras
antes da extracdo € necessario lembrar que quando aplicado este pré-tratamento por 30
minutos teve-se 0 maximo em concentracdo de A>-THC e quando aplicado por 2 horas
teve-se relativamente uma concentracdo de A°>-THC baixa e de CBD alta, como mostrado

na Figura 14.

Aos extratos # 1 e # 3 foi aplicada uma temperatura de extragédo de 70 °C, a fim de se
tentar otimizar a extracdo de A°-THC (**PERROTIN-BRUNEL, 2010). Comparando estes
se observou um menor rendimento do extrato # 3 devido ao tempo excessivo de pré-

aguecimento.

Comparando os extratos # 4 e # 5 vemos que em ambos foram aplicadas extracdes a
50 °C, o que favorece uma possivel extracdo de CBD (*®PERROTIN-BRUNEL, 2010).
Observou-se, como esperado, uma maior concentracao relativa de CBD no extrato # 4, ja

gue este foi submetido a um pré-aquecimento de 2 horas.

4.1.2.1.4 EXTRACOES FRACIONADAS

Durante as extragOes fracionadas da variedade A, mostradas na Tabela 14, foi
possivel observar que o pré-aquecimento aplicado potencializou consideravelmente a
obtencdo de extrato com A%-THC, mesmo em condicdo préxima a do ponto critico do
CO,. Com a auséncia do pré-aquecimento a concentracdo obtida de AS-THC é baixa,
mesmo em condicées de temperatura e pressao favoraveis. Durante essas andlises foi
possivel comprovar que utilizando 5 % de metanol como co-solvente gera um aumento
consideravel na polaridade do solvente como um todo, ja que dessa forma a obtencao de

A%-THC foi fortemente desfavorecida.
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Tabela 14 — Andlise comparativa dos extratos fracionados (variedade A).

Extrato Bruto | Parametros Substancias | Purificado (%) | Relativo (%)
461 CBD 0,26 2,70
EtOH: 0% |Aq140°C:0,0h | Ao THC 9,22 94,25
P =10 MPa
Rendimento: T=350C CBN 0,30 3,04
1,267 % outros 90,22 -
#6.2 CBD 0,27 1,23
EtOH: 0% |AQq140°C:0,0h| A9THC 21,44 95,82
P =40 MPa
Rendimento: T=70°C CBN 0,66 2,95
5,357 % Outros 77,63 -
#71 CBD 1,99 3,04
EtOH: 0% |Aq140°C:0.5h | o Thc 60,93 93,33
_ P =10 MPa
Rendimento: T=35°C CBN 2,37 3,63
3,602 % outros 34,71 -
#72 CBD 0,05 2,07
EtOH: 5% |Aq140°C:0,0h |  roTHC 0,84 34,71
P =40 MPa
Rendimento: T=70°C CBN 1,53 63,22
5,413 % outros 97,58 -
4.1.2.2 VARIEDADES B E C

Utilizando metanol:cloroférmio (9:1 v.v't) (**UNODC, 2009) obteve-se, respectivamente,

rendimentos maximos durante as extraces de 37,32+ 1,44 e 30,78 £ 0,22 %.

4.1.2.2.1 COM PRE-AQUECIMENTO E SEM CO-SOLVENTE
Para as modelagens da variedade B (Tabela 15) tem-se qo = 3,28E-01 e r = 5,77E-01.

Tabela 15 — Modelagens das extracfes com pré-aquecimento (variedade B).

Extrato 1 2 3 | a4 510 | 52 | 53
T (°C) 50 70 60
P (MPa) 16,5 249 16,5 24,9 20,7
pr(g.mL?) | 0,732 0,833 0,566 0,736 0,734
mr (g.mint) 2,365 2,816 1,884 2,349 2,412 2,395 2,342
ms 1,597 1,555 1,508 1,598 1,555 1,748 1,638
€LEITO 0,957 0,956 0,955 0,953 0,956 0,950 0,953
Ys (9.97) 4,17E-03 | 7,80E-03 | 4,10E-03 | 8,20E-03 | 7,70E-03 | 7,90E-03 | 6,20E-03
VA 5,95E+00 | 6,15E+00 | 4,53E+00 | 1,08E+01 | 1,08E+01 | 4,72E+00 | 8,86E+00
W 5,32E-02 | 7,01E-02 | 9,24E-03 | 2,49E-02 | 3,09E-02 | 3,98E-02 | 5,99E-02
tcer (Min) | 3,87E+00 | 1,60E+00 | 5,98E+00 | 1,07E+00 | 1,08E+00 | 2,72E+00 | 1,77E+00
trer (Min) | 4,62E+01 | 1,86E+01 | 3,89E+01 | 1,59E+01 | 1,71E+01 | 2,15E+01 | 2,94E+01
Kr (mint) 6,78E-01 | 7,69E-01 | 5,84E-01 | 1,31E+00 | 1,31E+00 | 5,68E-01 | 1,06E+00
Ks (min) 3,42E-03 | 5,62E-03 | 5,19E-04 | 1,71E-03 | 2,12E-03 | 2,71E-03 | 4,06E-03
DRM (%) 3,79 2,14 3,51 1,29 6,36 4,69 4,68
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Para as modelagens da variedade C (Tabela 16) tem-se go = 2,26E-01 e r = 5,10E-01.

Tabela 16 — Modelagens das extragfes com pré-aquecimento (variedade C).

Extrato 1 | 2 3 | a4 51 | 52
T (°C) 50 70 60
P (MPa) 12,8 24 12.8 24 18,4
orgmLy) | 0627 | 0826 | 0390 | 0724 0,695
e (@.min?) | 1975 | 2677 | 1182 | 2422 | 2283 | 3,278
ms 1665 | 1,313 | 1,659 | 1,767 | 1,665 | 1,717
ELEmo 0959 | 0959 | 0959 | 0959 | 0959 | 0,959
Ys(g.g?) |4,10E-03 |7,20E-03 | 1,34E-03 | 1,00E-02 | 7,30E-03 | 8,40E-03
z 1,31E+01 | 5,48E+00 | 2,34E+00 | 4,07E+01 | 4,04E+01 | 4,02E+01
w 2.41E-02 | 4,41E-02 | 3,19E-07 | 8,27E-02 | 7,20E-02 | 5,44E-02
tcer (Min) | 1,14E+00 | 9,10E-01 | 4,96E+01 | 1,31E-01 | 1,81E-01 | 1,63E-01
trer (Min) | 2,36E+01 | 8,45E+00 | 1,66E+02 | 9,14E+00 | 1,34E+01 | 1,03E+01
Ke (min®) | 1,53E+00 | 8,40E-01 | 2,66E-01 | 4,79E+00 | 4,95E+00 | 4,77E+00
Ks (min?) | 1,18E-03 | 3,73E-03 | 8,69E-09 | 4,70E-03 | 4,09E-03 | 3,00E-03
DRM (%) | 5,25 1,44 7.8 2,54 2,03 1,41

Para as variedades B e C foram obtidas as densidades das amostras 1,30 + 0,15 e

1,50 £ 0,10 g.mL™, bem como o Diametro de Sauter de 0,24 e 0,32 mm, respectivamente.

Ambas as variedades foram aquecidas a 140 °C por 30 minutos, baseando-se nos dados

de comportamento térmico, sendo as cinéticas de extracdo apresentadas na Figura 14.

25

20

15

Rend (%)

10

Variedade B

20

40

(m CO,).(m amostra)? (g.g™%)

60

Variedade C

(m CO,).(m amostra)? (g.g™%)

Figura 14 — Cinética de extracdo com pré-aquecimento (variedades B e C): A 1,

mod1l, o2, === mod?2, o3,

Durante as andlises de

rendimento foi

mod 3,4, —-

possivel

= mod4, A5,

observa que em andlises

comparativas, nem sempre a maior densidade do solvente (pe) forneceu o maior
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rendimento. Comparando extra¢cdes sob mesma pressao observa-se a maior densidade
com a menor temperatura, porém na maior temperatura se tem a maiores solubilidades
do soluto no solvente (Ys). Esses dois efeitos sdo concorrente e, com isso, em alguns
casos 0 maior rendimento pode ser obtido com a menor densidade do solvente. Esse
fenébmeno é chamado “crossover” (3*’McHUGH & KRUKONIS, 1986).

De maneira geral obtiveram-se baixos desvios relativos médios de ajustes a partir da
modelagem matematica de 22SOVOVA (1994). Utilizando o software STATISTICA 8.0
foram feitas analises estatisticas dos rendimentos e composi¢des dos extratos.

4.1.2.2.1.1 ANALISES ESTATISTICAS DOS RENDIMENTOS

Os rendimentos foram comparados considerando uma razdo de massa de CO» por
massa de amostra (g.g™) de aproximadamente 55. Com a Andlise de Variancia (ANOVA,
Tabela 17) foi possivel calcular os coeficientes de correlacdo (R?) das superficies de
resposta (Figura 15), em 0,91 e 0,82, respectivamente, bem como comparar os valores
de F.,, com FB,,5(1,3;95%) = 10,13 e F€,,45(1,2;95%) = 18,51.

Tabela 17 — Tabela ANOVA das extragées com pré-aquecimento (variedades: B e C).

B C
SQ |G.L.| MQ | FcaL SQ |G.L.| MQ | Feca
T 23,67 1 |23,67|14,99| 10,14 1 (10,14 1,05
P 2195| 1 |21,95|13,90| 59,52 1 |59,52| 6,15
<P 0,60 1 0,60 | 0,38 | 19,40 1 (19,40 2,01
Residuo | 4,74 3 1,58 19,35 2 967
Total |50,96| 6 108,42 | 5
Variedade B Variedade C
rend (%) = 20,66 — 2,43.T + 2,34.P + 0,39.T.P rend (%) = 14,94 — 1,59.T + 3,86.P + 2,20.T.P

-2 M- 19
-2 -9
<23 | ERK
B <21 B <15
<19 <13
<17 B =11

I <9

Figura 15 — Superficie de resposta dos rendimentos com pré-aguecimento em
variaveis codificadas (variedades B e C).
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Também foi analisado o erro padrdo e os limites de confianca, Tabela 18, que
indicam, pelo p-valor, se a intensidade de uma variavel é estatisticamente significante,
como mostra o Diagrama de Pareto (Figura 16). Para estas andlises tem-se que
tBrap(39.1;95%) = 3,18 e t¢1,45(2 g.1;95%) = 4,30. Com isso, observou-se que para a
variedade B a temperatura e a pressdo sao individualmente significativas, visto que o

maodulo do valor de tcacc foi maior que trag, 0 que néo foi observado para a variedade C.

Tabela 18 — Tabela p-valor das extracdes com pré-aquecimento (variedades: B e C).

B C
Coef | Erro | tcacc p Coef |Erro| tecac P
Média | 20,66 | 0,47 | 43,49 | 0,000 |14,94|1,27| 11,75 | 0,007
T -2,43 |0,63| -3,87 |0,030|-1,59 |1,56| -1,02 | 0,414
P 2,34 |0,63| 3,73 |0,034| 3,86 |1,56| 2,48 |0,132
TxP 0,39 |0,63| 0,62 |0,581| 2,20 [1,56| 1,41 |0,293

S

(1)Var1 (2)var2

(Z)VarZ

=

Figura 16 — Diagrama de Pareto dos rendimentos com pré-aquecimento (variedades
B e C, respectivamente).

4.1.2.2.1.2 ANALISES ESTATISTICAS DAS COMPOSICOES

Cada extrato teve sua composicdo analisada em duplicata antes e depois do método

7@?@7323

1by2

p=05 p=05

de “winterizagdo” como mostram as Tabelas 19 e 20, respectivamente. Para ambas as

variedades observou-se que o procedimento de purificagdo ndo melhorou
significativamente a concentracao dos canabindides. A tentativa de separacdo das ceras
utilizando a centrifuga refrigerada também nao foi eficiente porque as mesmas voltaram a
se solubilizar com a aceleracdo do equipamento. Com isso, fizeram-se as analises

estatisticas desconsiderando esta etapa.

Tabela 19 — Composicéo (m/m %) dos extratos obtidos com pré-aquecimento (var: B).

Extratos Canabindides | 50°C;165bar | 50°C;249bar | 70°C;165bar | 70°C;249bar | 60°C;207bar
CBD 508+2,01 | 1,21+0,17 | 1,35+0,04 | 1,81+0,31 | 2,40 +0,15

Bruto AS-THC 87,91+1,10 | 80,80+ 0,85 | 77,00 +£ 0,22 | 88,29 + 1,94 | 80,82 + 5,29
CBN 0,53+0,59 | 0,62+0,04 | 050+0,07 | 1,18+0,41 | 0,74 £0,02

CBD 222+0,74 | 1,38+0,14 | 1,94+0,39 | 4,09+2,70 | 2,24 +0,10

Purificado AS-THC 85,41 +4,26 | 84,12 + 6,45 | 80,59 + 0,93 | 88,51 + 1,54 | 76,20 + 3,82
CBN 0,96 +0,09 | 3,56 £+0,28 | 2,18+0,03 | 3,71+0,66 | 2,54 +0,12
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Tabela 20 — Composicao (m/m %) dos extratos obtidos com pré-aquecimento (var: C).

Extratos Canabindides | 50°C;128bar | 50°C;240ar | 70°C;128bar | 70°C;240bar | 60°C;184bar
CBD 35,23+6,69 | 33,81+0,43 | 43,00 + 3,54 | 33,42 + 2,48 | 38,66 + 3,59

Bruto AS-THC 31,10+4,17 | 27,96 £ 0,57 | 30,45+ 3,44 | 29,42+ 1,51 | 38,72+ 1,14
CBN 0,31+0,02 | 0,23+0,13 | 0,50+0,29 | 0,22+0,08 | 0,39+0,01

CBD 29,18 + 8,66 | 29,48 + 0,94 | 43,08 +2,79 | 32,69 + 3,12 | 33,60 + 0,98

Purificado AS-THC 34,43+2,89 | 35,13+2,65 | 33,88+ 3,07 | 31,75+ 3,15 | 37,76 + 1,87
CBN 0,33+0,02 | 0,32+0,03 | 055+0,05 | 0,48+0,12 | 0,62+0,10

A andlise de otimizacdo de CBD sO pbdde ser feita na variedade C, visto que a
variedade B ndo apresentou alto potencial desse canabindide. Para esta, nenhuma das

variaveis foi estatisticamente significativa sendo a superficie de resposta igual a:
CBD(%) = 36,824 + 1,845.T — 2,75.P — 2,04.T.P, com R2 = 0,935.

Ainda analisando a variedade C, foi observado um maior teor de CBD quando
utilizando condi¢cdes mais brandas de extracdo. Essa condicdo € interessante visto que
atende as primeiras especificagbes da ANVISA para aplicacdo de extratos para epilepsia
e enfermidades semelhantes, de que a concentracdo de CBD deve ser maior do que a de
AS-THC (?*°ANIVISA, 2015). Observou-se ainda que no ponto central foi possivel obter
um extrato com concentracdes equilibradas de CBD e A%THC sendo também
interessante porque permite usufruir das propriedades medicinais do A°>-THC, que mesmo
sendo psicoativo é indicado na medicina quando em formulagdo balanceada com o CBD
(antipsicoativo) (>**°NIESINK, R. & VAN LAAR, 2013; 2!MOLNAR et al. 2014).

Analisando a otimizacédo de A°-THC foi observado que para a variedade B foi possivel
obter extratos com alta concentragéo, entre 75 a 90 %, assim como mostrado em estudos
anteriores (’PERROTIN-BRUNEL, 2011; “ROVETTO & AIETA, 2017). Nenhuma das

variaveis foi estatisticamente significativa sendo a superficie de resposta:
A°-THC(%) = 218,97 — 2,35.T — 6,32.10"%.P + 1,10.1072.T. P, com R2 = 0,941.
Para a variedade C obteve-se a superficie de resposta:
A°-THC (%) = 31,53 + 0,2025.T — 1,0425.P + 0,5275.T. P, com R2 = 0,080.
O baixo coeficiente de correlacao pode estar relacionado a alta concentracdo de CBD

A .
e sua possivel isomerizacéo (CBD — A°-THC) ((?GRIJO & CARDOZO-FILHO, 2017), bem
como a degradagdo do A%-THC em CBN e/ou A3-THC (®°GARRET, 1974), por exemplo.
Além disso, as diferentes temperaturas e pressdées também podem influéncias nestas

variacoes.
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41222 SEM PRE-AQUECIMENTO E COM CO-SOLVENTE

4.1.2.2.2.1 CINETICA DE EXTRAGAO E COMPOSICAO DE CANABINOIDES

Considerou-se como amostra fina a que passou pela peneira de 35 mesh, ou seja,
menores que 0,42 mm. Os dados de modelagem estdo descritos na Tabela 21 e as
cinéticas de extracdo sdo mostradas na Figura 17. Foi obtida €.ero = 0,776.

Tabela 21 — Modelagens das extracdes com co-solvente (variedades B e C).

Variedade B C
Extrato B1 B2 ct | c2 c3
Particulas (mm) | <0,42 > 0,42 <0,42 > 0,42
T (°C) 50 20 | 50 70
P (MPa) 16,5 24
pr(g.mL?Y) 0,763 0,763 0,981 0,846 0,745
mr (g.mint) 2,198 2,266 2,917 2,484 2,174
ms 4,489 4,467 4,144 3,287 4,899
qo 4,07E-01 | 3,40E-01 | 3,77E-01 | 3,56E-01 | 2,32E-01
r 8,29E-01 | 7,79E-01 | 9,56E-01 | 9,98E-01 | 9,99E-01
Ys (9.9%) 4,60E-02 | 5,02E-02 | 2,10E-02 | 1,40E-02 | 1,40E-02
Z 9,58E-02 | 8,30E-02 | 1,11E-01 | 8,05E-03 | 2,56E-03
W 7,39E-02 | 8,88E-02 | 1,00E+00| 2,74E-01 | 4,49E-01
Ke (min?) 9,02E-03 | 7,92E-03 | 1,14E-02 | 1,04E-03 | 2,23E-04
Ks (mint) 8,37E-03 | 1,12E-02 | 1,74E-01 | 5,19E-02 | 5,02E-02
tcer (Min) 3,13E+01 | 3,22E+01 | 9,05E+00 | 6,11E+00 | 7,06E+00
trer (Min) 3,52E+01 | 3,55E+01 | 2,81E+01 | 1,04E+01 | 9,99E+00
DRM (%) 9,00 26,29 4,31 1,44 3,48
Variedade B Variedade C
32 32
m
28 28
DF/A _A--A m o X — —A
24 A,—ﬂ 24 _ (=Y
g / s
=20 A — 20 L
x U/A x / —o
= / 20
© 16 ! ; 16 <4
c c 77
& 12 /K g é/ O Fino, 20 °C = (C1)
/ﬂj O Fino=(Bl) /BA Modelo (C1)
8 8 i A Fino, 50 °C = (C2)
ﬂ’ Modelo (B1) ’l@// — — — - Modelo (C2)
4 A Grosso = (B2) 4 a O  Grosso, 70 C = (C3)
--------- Modelo (B2) ‘ --------- Modelo (C3)
O T T T T T 1 0 T T T T
7 14 21 28 35 42 0 8 16 24 32
(mCO,).(my)? mC02/m0

Figura 17 — Cinética de extragdo com co-solvente (variedades B e C).
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Apesar de rendimentos maiores do que os obtidos com pré-aquecimento, as
concentracdes de canabindides foram inferiores. A concentracdo de AS-THC nas
amostras fina e grossa da variedade B foram, respectivamente, 12,65 e 11,84 %. Ja nos
extratos da variedade C as concentracdes de CBD e AS-THC foram, respectivamente,
2,40 % e 4,12 para o extrato 1; 5,57 % e 9,20 % para o extrato 2; 4,30 % e 10,05 % para
0 extrato 3. As amostras menores que 0,42 mm favoreceram os rendimentos, enquanto,
como esperado, 50 °C e 70°C favoreceu, respectivamente, a obtencédo de CBD e A%-THC
(*®*°PERROTINBRUNEL et al., 2010). Os 6leos essenciais foram conservados (Tabela
22), sendo os mais volateis parcialmente perdidos durante a extracdo. A razdo massa
carga é identificada por um pico base (100%), um pico secundario e um pico terciario,

sendo os dois ultimos com respectivas porcentagens em relagéo ao pico base.

Tabela 22 — Teor de 6leos essenciais in natura e em extratos (variedades B e C).

Oleo essencial; indice de retengdo %
m/z referéncia;
m/z experimental B B1 B2 C Cc1 c2 c3
a-Pineno ; 937

22,18 | 4,79 6,19 | 27,47 | 12,95 | 17,99 | 20,95

93;91(44);92(42) +276|+045|+026|+0,08|+0,78|+1,32|£2,19

93,02;91,00(45,30);92,04(41,62)

F-Pineno ; 983
93;41(61);69(36)
93,03;41,03(18,22);69,03(30,28)

Mirceno ; 992
41;93(87);69(80)
40,98(54,02);93,01(100);68,95(81,92)

D-Limoneno ; 1033
68;93(60);67(45)
68,04;93,02(76,53);67,06(78,93)

Cariofileno ; 1431
93;133(91);91(86)
93,03;133,02(93,99);90,99(77,93)

a-Humuleno; 1467
93;80(31);121(30)
93,03;80,04(23,62);121,06(30,48)

p-Panasinseno ; 1549
161;105(60);133(52)
161,04;104,98(50,97);133,05(51,93)
Selina-3,7(11)-dieno ; 1553
161;122(62);107(61)
161,06;122,07(62,71);107,05(53,30)

8,15 2,20 2,12 | 14,24 | 7,57 6,08 7,55
+1,38 | +0,08 | +0,06 | +0,22 | +1,44 | +0,86 | +0,85

30,57 | 15,35 | 16,81 | 17,99 | 23,56 | 12,34 | 14,49
+221+283|+0,01|+0,41|+395|+0,50 | +1,54

1,42 0,81 1,16 9,00 8,62 7,45 8,06
+0,23| 0,13 | +0,03|+0,15|+1,95|+0,44 | +0,84

15,18 | 31,67 | 24,70 | 12,80 | 23,11 | 20,97 | 21,05
+236|+0,28 | +0,80 | +0,59 | +283 | +1,78 | +1,30

4,85 | 11,09 | 9,78 4,35 7,40 8,75 7,63
+0,80|+063|+057|+0,19|+£0,99 | £0,26 | £1,35

492 | 12,62 | 1482 | 2,44 4,20 9,15 5,96
+147 | +157 | +0,54 | +0,38 | +0,95 | +1,96 | +1,32

6,69 | 16,49 | 18,63 | 3,18 509 | 11,17 | 7,64
+2,151+210 | +1,09 | +0,37 | +1,33 | +2,15 | +1,81

4.1.2.2.2.2 MISCROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As andlises em MEV foram feitas utilizando amostras menores que 0,42 mm. Foi
observado que para ambas as variedades, B (Figura 18) e C (Figura 19), as superficies
retilineas potencializadas pelo moinho de facas foram pouco modificadas depois de
submetidas a extragbes sob altas pressdes, e totalmente modificadas na extrac&o

convencional. Isso demonstra a alta seletividade das extragdes com fluidos pressurizados.
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Figura 18 — Comparacédo estrutural das superficies da variedade B por MEV: antes
(a), depois da extragdo supercritica a 50 °C e 16,5 MPa (b) e depois do processo de
extragcdo pelo método convencional em duplicata (c,d).

Figura 19 — Comparacédo estrutural das superficies da variedade B por MEV: antes
(a), depois da extragdo convencional (b), depois das extracdes supercriticas a 24,0 MPa
e 50 °C (c) e a 24 MPa e 20 °C (d).



4.1.3 ATIVIDADE ANTI-TUMORAL
As concentracdes citotoxicas (mg.mL™) de onze extratos para a inibicdo de 50 %
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(CCso) de 5 células tumorais e 3 células normais estdo descritas na Tabela 23. O objetivo

€ se obter menores concentracdes para células tumorais e maiores para células normais.

Tabela 23 — Concentracao citotoxica de extratos para inibir 50 % de células (CCsy).

CCso (mg.mLY): Células tumorais

CCso (mg.mL1): Células normais

Caco-2

PC3

Hela

SiHa

C33

HaCat

Cells Vero

L929

62,8 +3,9

80,4+4,1

27,5+£3,5

30,9+4,0

250+14

105,9+4,7

218,1+ 2,3

145,7+5,0

87,9+35

92,4+54

39,7+51

423+3,4

30,9+25

128,0+5,5

240,1+3,5

165,7 + 3,6

91,4+5,6

121,5+5,7

329+4,2

43,8 £4,7

23,5+3,0

130,5+3,9

225,8+3,9

1876 +1,1

116,7+5,1

136,9 + 3,9

42,3+5,4

54,8 +4,9

442 +5,1

139,1+4,6

2325+57

194,0+5,8

215+1,2

32,1+238

2,7+01

3,1+0,7

28+04

80,4+2,3

131,9+0,9

121,3+2,7

49,8 +0,9

54,3+1,2

140+27

146+1,4

8,3+0,9

93,7+5,7

146,7+4,5

1129+29

84,4 +39

96,3+0,9

325+2,6

36,9+3,3

324+4,7

102,7 + 3,8

198,5+5,3

131,0+3,7

52,8+54

67,9+ 3,6

134+21

15,7+0,9

10,3+0,4

116,5+5,3

207,7+5,6

146,3 £ 2,7

472+4,9

83,1+1,1

12,6 £ 0,9

132+1,4

9,6+1,3

101,9+5,9

225,8+5,3

138,1+3,0

39,6 2,7

62,9+3,9

9,8+0,6

10,2+1,8

71+11

97,4+5,7

187,1+5,1

131,5+4,2

495+1,4

50,8 +4,6

10,1+0,3

10,8+0,4

8,2+0,8

935+2,7

176,0+ 1,8

138,8 +5,8

NOTA: as composi¢des dos cinco primeiros extratos estdo descritas na Tabela 13 e dos extratos 6 e 7
na Tabela 14, sendo estes, respectivamente, # 6.2 e # 7.2. O extrato 8 foi o obtido com co-solvente da
variedade B e granulometria fina, sendo o 9 este purificado. O extrato 10 foi o obtido com co-solvente
da variedade C a 50 °C e o0 11 é este purificado.

Na Tabela 24 sdo mostrados os resultados dos indices de atividade anti-tumoral

(CCso célula normal).(CCso célula tumoral)? das 3 células normais usadas (N1 = HaCat,

N2 = Cells Vero e N3 = Fibroblatos L929) em relagdo as 5 células tumorais.

Tabela 24 — indices de atividade anti-tumoral dos extratos.

, NL [ N2 [ N3 | Nt [ N2 [ ns [ ne [ N2 [ N3 [Nt [ N2 [ N3 | e N2 | s

Caco-2 PC3 Hela SiHa C33
1 1,7 3512313 (2718 |39 |79 |53 |34 7,147 |42 |87 |58
2| 15 |(27|19|14 |26 |18 |32 |60 42|30 |57 |39 |41|78|54
3|14 |25(21|11|19|15|40 |69 |57 |30]|52)|43|56]96]8,0
4 1,2 20117110 |17 |14 |33 |55|46 |25 |42 |35]|31|53|44
5| 37 |61 |56]|25|41]|38[298|489|44,9|25,9 (42,5|39,1|28,7|47,1|43,3
6 1,9 2912317 |27|21)| 6,7 |105|81 | 64 100 7,7 |11,3|17,7|13,6
7 1,2 24116 |11 21|14 |32 |61 |40 |28 |54 |36]| 326140
8| 22 [39|28| 17 |31|22| 8,7 (155|109 7,4 |13,2| 9,3 |11,3|20,2|14,2
9 2,2 0512912031781 |18 |110| 7,7 | 1,7 |105|106| 2,4 |14,4
10| 25 |47 133 |15|30|21|99 |19,1|13,4| 95 |18,3|12,9|13,7|26,4|18,5
11| 1,9 36 1 28|18 |35 |27|93|17,4|13,7| 8,7 |16,3(12,9|11,4|21,5|16,9
NOTA: As células normais sdo: N1 = HaCat, N2 = Cells Vero e N3 = Fibroblatos L929.
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Observou-se que o extrato # 5 apresentou maiores indices de atividade anti-tumoral
em todos os casos (Tabela 24). Esse extrato foi obtido com um pré-aguecimento para
potencializar o A°-THC, temperatura de extracdo de 50 °C e pressdo de extracdo de 40
MPa. Ao analisar as concentragcbes CCsy do extrato # 5 na Tabela 23 observa-se que
esse tipo de extrato se demonstrou bastante eficiente para a inibicdo das trés células
relacionadas ao cancer no utero, Hela, SiHa e C33, indo ao encontro de estudos
especificos que demonstram esse potencial para o A>-THC (**2VELASCO et al., 2016),
CBD (***LUKHELE & MOTADI, 2016) e endocanabindides (®**CONTASSOT et al., 2004).

4.1.4 ANATISES COM O CANABIDIOL PURO
Algumas das estimativas de propriedades do CBD, por métodos de contribuicdo de
grupos, foram comparadas com andlises térmicas experimentais a fim de se obter

importantes dados para a modelagem de equilibrio de fases do mesmo com CO»-SC.

4141 ESTIMATIVA DE PROPRIEDADES TERMODINAMICAS
(CONTRIBUICAO DE GRUPOS)

A Tabela 25 apresenta as estimativas de pressédo e temperatura critica, bem como
fator acéntrico, obtidas utilizando o método de JOBACK & REID (1987) “JR’,
149CONSTANTINOU & GANI (1994) “CG” e "'MARRERO & GANI (2001) “MG”. Algumas
estimativas foram feitas considerando grupos de primeira ordem “120”, segunda ordem
“220” e terceira ordem “320”. Para 0 método de “CG” o fator acéntrico pode ser calculado
pelo método tradicional (Tabela 4) e pelo método especifico (Equagcdo 28), sendo

apresentado na linha de cima e linha de baixo da tabela, respectivamente.

Tabela 25 — Estimativas de propriedades criticas e fator acéntrico dos canabinéides.

Pc (MPa) Tc (K) ®
CBD | A°>-THC | CBN | CBD | A>THC | CBN | CBD | A°-THC | CBN

JR 1,77 1,67 1,82 | 1120 1074 1097 | 1,095 0,971 1,040

0,660 0,517 | 0,465
1,455 1,229 | 0,963
0,386 0,313 | 0,197
1,509 1,280 1,054

CG (120) | 1,57 1,60 1,72 | 870 853 898

CG (220) | 1,03 1,13 1,01 | 868 851 896

MG (120) | 1,65 1,58 1,82 | 891 854 848 | 0,588 0,621 | 0,629

MG (220) | 1,61 151 1,67 | 861 834 825 | 0,685 0,622 | 0,503

MG (320) | 1,61 151 2,02 | 861 834 862 | 0,685 0,622 | 0,222

PB 1,60 1,95 1,65 | 932 988 920 | 0,497 0,882 | 0,431




69

Foi observado que °®PERROTIN-BRUNEL et al. (2010), identificada por “PB’,
descreve estimativas distintas utilizando também o método de “CG”, apesar de nao citar
se utilizou “120” ou “220”. Além disso, também foi observado que as pressbes e
temperaturas criticas calculadas pelo método de “JR” foram iguais as disponiveis no site
5CHEMEO (High Quality Chemical Properties), que também utilizou este mesmo

método, porém as estimativas dos fatores acéntricos foram diferentes ao do mesmo site

Na Tabela 26 sdo apresentadas algumas estimativas relacionadas a propriedades
termodinamicas de transicdo de fase como a temperatura de ebulicdo (Ty,), entalpia de
vaporizagao (AHvap), temperatura de fuséo (Tm) e entalpia de fusdo (AHrus), bem como as

temperaturas de fusdo experimentais (*) reportadas por PB.

Tabela 26 — Estimativas de propriedades de transicao de fases dos canabinoides.

To (K) AHvap (KJ.mol™) Tm (K) AHrus (KJ.mol ™)
CBD | A°-THC |CBN | CBD | A°>-THC | CBN | CBD | A°>-THC | CBN | CBD | A°>-THC | CBN

JR | 888 846 863 | 91,8 | 83,1 | 85,7 | 590 578 613 |46,5| 44,8 |444

CG12 | 664 636 659 | 165,3| 138,8 |167,9| 348 334 376

CG22 | 661 634 660 | 184,9| 151,2 |185,3| 399 377 423

MG12 | 670 647 636 |164,0| 144,7 |145,0| 409 370 377 |41,1| 32,0 |23,7

MG22 | 657 635 612 |169,8| 151,1 |156,3| 372 313 326 |37,0| 253 |19,6

MG3?2| 657 635 604 - 372 314 346 |37,0| 25,3 |19,2

PB - - 340 | <298 | 350

Como apresentado na Equacdo 20 o conhecimento da entalpia de sublimacgéo
(AHsug) dos canabindides, especificamente do CBD, é uma propriedade importante para
a modelagem do equilibrio sélido-fluido. Os valores das entalpias de sublimagdo dos
canabindides foram reportados por “PB” (*PERROTIN-BRUNEL et al., 2010), sendo para
o CBD igual a 49,1 KJ.mol .

Por fim foram feitas as estimativas dos volumes molares (Equacéo 29) e densidades
dos canabindides estudados, sendo na Tabela 27 mostrada apenas para 25 °C. As
estimativas dos volumes molares do CBD nas temperaturas experimentais da analise de
equilibrio de fases, ou seja, 318,56, 323,81, 328,48, 333,18 e 339,15 K, foram 287,69,
288,56, 289,35, 290,17 e 291,24 cm3.mol?, respectivamente.
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Tabela 27 — Estimativa do volume molar e densidade dos canabindides a 25 °C.

Grupo Parametros 298,15 K Quantidade

A (cm3/mol) | 103B (cm3¥mol.K) | 10°C (cm3/(mol.K?)) Avi CBD | A>-THC | CBN
—-CHs 18,96 45,58 0 32,55 3 3 2
>CH:2 12,52 12,94 0 16,38 5 5 3
=CH: 20,63 31,43 0 30,00 1 0 0
>CH- 6,297 -21,92 0 -0,24 1 1 0
=CH- 6,761 23,97 0 13,91 1 1 0
=C< -0,3971 -14,1 0 -4,60 2 1 0
C 1,296 -59,66 0 -16,49 0 1 1
CO 30,12 -247,3 40,69 -7,44 0 1 1
AcCHz3 23,58 24,42 0 30,86 0 0 1
AcCH:2 18,16 -8,589 0 15,60 1 1 1
AcCH 8,925 -31,86 0 -0,57 1 1 0
AcH 10,09 17,37 0 15,27 2 2 5
AcC 7,369 -83,6 0 -17,56 0 0 3
AcOH 41,2 -164,2 22,78 12,49 2 1 1

Vs (cm®/mol) | 284,6 | 222,7 |172,9

p (g/cm?d) 1,11 1,41 | 1,80

4.1.4.2 ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS

Foi observado nas andlises termogravimétricas (Figura 20a) utilizando atmosfera de
nitrogénio que quando se aumenta a taxa de aquecimento & amostra degrada mais
lentamente. Esse comportamento também foi descrito por °LUCAS et al. (2001) em
andlises de polimeros. Além disso, observou-se que as faixas das temperaturas de
degradacdo foram similares as reportadas por 2’THUMMA et al. (2008), que analisaram
um derivado do isdmero AS-THC. Alterando a atmosfera para ar sintético a amostra
também demorou mais para degradar, porém esse comportamento foi oposto ao
apresentado por Z5LUCAS et al. (2001).

Nas andlises de calorimetria diferencial de varredura (Figura 20b), de forma geral,
observaram-se dois picos distintos em cada condicdo de analise. O primeiro esta
representando a fusdo do CBD, sendo a temperatura de fuséo (Tm) e a entalpia de fuséo
(AHrus) mostrada de forma comparativa. Observou-se que estes valores ndo foram
muitos distantes aos estimados seguindo o método de **MARRERO & GANI (2001)
(Tabela 26). Além disso, nota-se que a temperatura de fuséo foi préxima a 340 K, valor
experimentalmente reportado por °®PERROTIN-BRUNEL et al. (2010). Por ser
caracterizado por variacdo de massa o segundo pico em cada analise ndo representa
uma transicao fisica (transicdo de fase) e sim uma transicdo quimica (**®GIOLITO, 2004),

gue devem estar relacionadas com a instabilidade térmica do CBD ja mencionada.
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Figura 20 — Analises termogravimétricas do CBD: a) TG; b) DSC.
4.1.4.3 EQUILIBRIO DE FASES (MODELAGEM)

Na Tabela 28 estdo dispostas as pressodes de transi¢do de fase solido-fluido obtidas

em suas respectivas temperatura e composicao do sistema binario CBD e CO,-SC.

Tabela 28 — Pressdes (bar) de transi¢do solido-fluido (CBD + CO,SC).

Fracdo molar de CBD
2,21.10* 2,37.10* 2,69.10* 3,00.10*
454 +0,7 |31856+0,68 | 83,7+14 89,3+0,7 88,7+0,3 94,7+1,3
50,7+0,5 |323,81+0,51| 90,5+0,9 97,5+0,7 985+0,4 | 1039+14
553+0,6 |32848+0,65| 934+08 | 1023+1,1 | 106,3+0,1 | 112,2+0,2
60,0+0,5 |[333,18+0,48 | 99,0+1,2 | 103,8+1,3 | 112,7+0,7 | 117,8+0,2
66,0+0,5 | 339,15+0,48 - 109,5+0,5 | 122,1+0,7 | 121,4+2,0

T(°C) T(K)

Esses valores ndo sdo comparaveis aos descritos por *PERROTIN-BRUNEL (2010),
ja que aplicou-se diferente metodologia para analise. No estudo citado foram obtidas
condi¢cdes de temperatura e pressdo para que a composicado molar do sistema binario
ficasse homogénea. De fato, essas condicdes foram proximas as observadas para
homogeneizar o sistema e iniciar o procedimento de decaimento da pressao do sistema

até se observar a transicao de fase.

Na Figura 21 sdo mostrados os dados experimentais de equilibrio obtidos neste
estudo, bem como os ajustes da equacéo cubica de estado de 2’PENG-ROBSON (1976)
com as respectivas porcentagem de desvio relativo médio (DRM, %) e os coeficientes de
interacdo binaria (k;; e [;;). Durante a modelagem matematica foram utilizadas as
estimativas de pressao critica, temperatura critica e fator acéntrico obtidas pelo método
MG 320 (Tabela 29). O valor da constante C, descrita na Equacéo 30, foi de 12,31.
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Equilibrio sélido-fluido (CBD + CO,-SC)
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Figura 21 — Equilibrio sélido-fluido (CBD + CO,-SC).

Foi considerado que as temperaturas utilizadas néo interferiram significativamente a

pureza do CBD, ja que em andlise de comportamento térmico ¥TASCHWER & SCHMID

(2015) demostrou que a 50 °C um canabindide semelhante, o A°-THCA, sofre apenas

uma pequena variagdo do teor de pureza em 25 horas de aquecimento. Apesar disso,

observa-se que a 65 °C os parametros de interagdo binaria diminuiram, o que pode esta

relacionado a algum tipo de degradacéo significativa.

4.2 SEMENTES DE CANHAMO

4.2.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os dados de composicao centesimal foram calculados utilizando fatores de proteinas

distintos, 6,25 e 5,30 (Equacao 34), e estdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 — Composicdo centesimal das sementes de caAnhamo.

’ Fator Proteico 6,25 5,30
%

Lipideos 51,96 + 0,38

Fibra bruta 2,67 +0,81

Umidade 5,39 £ 0,02

Cinzas 491 +0,20
Proteinas 29,36 £1,22 | 2490+ 1,04
Carboidratos* | 5,70+ 2,63 | 10,17 +2,45

NOTA: * calculado por diferenca
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As porcentagens obtidas utilizando fator proteico de 6,25 foram bem préximas aos da
embalagem do produto que cita 49,1 % de lipideos, 31,1 % de proteinas, 4,1 % de
carboidratos. A embalagem do produto informa ainda 8,3 % de fibras dietéticas, sendo
entdo o valor encontrado de fibra bruta plausivel visto que esta € apenas uma parte das
fibras dietéticas (**°*DHINGRA et al., 2012). Com isso, sendo o teor de carboidratos
calculado por diferenca e sabendo que um teor de fibra dietética ndo foi contabilizado
tem-se um possivel valor de carboidratos um pouco menor, tornando-o mais préximo do
citado. Esses resultados também estdo préximos aos descritos por 2CALLAWAY & PATE
(2009), ou seja, 44 % de lipideos, 33 % de proteina, 12 % de carboidratos, 5 % de
umidade e 6 % de cinzas. Vale a pena lembrar que a variedade das sementes é outro
fator que pode influenciar pequenas variagdes nestes teores.

4.2.2 EXTRACAO COM FLUIDOS PRESSURIZADOS

422.1 CINETICA DE EXTRAGAO

A densidade obtida das sementes foi de 1,88 + 0,50 g.mL?’. Na Tabela 30 sdo
apresentados os dados referentes as modelagens matematicas para as extragdes com
CO,-SC e propano pressurizado, e na Figura 22 sdo demonstradas as respectivas
cinéticas de extracdo. Para o CO,-SC teve-se r = 7,08E-1 e qo = 7,58E-1, e para o
propano r = 5,13E-1 e qo = 6,08E-1. Devido ao alto teor de lipideos das sementes nao foi

possivel fazer a classificagdo do tamanho de particulas.

Tabela 30 — Modelagens das extracdes (sementes de canhamo).

CO2-SC Propano pressurizado
Extrato 1 2 3 | 4 1 2 3 | 4 5
T (°C) 40 60 40 60 50
P (MPa) 30 40 30 40 6 10 6 10 8

pr (@/mL) 0,911 0,956 0,830 0,890 0,484 0,496 0,451 0,467 0,470
mr (g/min) | 2,393 2,315 2,310 2,234 1,480 1,053 1,019 1,098 1,232
pLeiro(g/mL) | 0,394 0,381 0,380 0,368 0,647 0,678 0,790 0,709 0,573

ELEITO 0,791 0,798 0,798 0,805 0,657 0,640 0,581 0,624 0,696
Z 4,1E-1 | 1,2E+0 | 7,9E-1 | 4,8E-1 | 2,4E+0 | 1,3E+1 | 1,8E+0 | 1,9E+0 | 1,1E+O
W 86E-3 | 12E-2 | 7,7E-3 | 1,5E-2 | 4,8E-1 | 1,0E-1 | 6,2E-1 | 9,4E-1 | 8,2E-1

Ys (9/9) 15E-2 | 2,0E-2 | 1,3E-2 | 1,9E-2 | 3,0E-1 | 7,1E-1 | 6,3E-1 | 5,7E-1 | 5,1E-1
tcer (Min) | 8,9E+1 | 2,3E+1 | 5,0E+1 | 5,7E+1 | 2,8E+0 | 3,2E-1 | 2,6E+0 | 2,6E+0 | 4,7E+0
trer (Min) | 1,3E+2 | 5,1E+1 | 9,2E+1 | 8,6E+1 | 1,1E+1 | 5,3E+1 | 9,9E+0 | 8,9E+0 | 1,1E+1
Ke (mint) | 3,1E-2 | 9,4E-2 | 6,2E-2 | 3,9E-2 | 4,8E-1 | 1,8E+0 | 2,9E-1 | 3,0E-1 | 1,5E-1
Ks (min') | 3,7E-4 | 54E-4 | 3,4E-4 | 6,9E-4 | 2,5E-2 | 3,7E-2 | 2,6E-2 | 3,7E-2 | 2,9E-2
DRM (%) 7,32 1,11 2,74 1,79 5,13 0,90 1,12 3,1 2,11
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Figura 22 — Cinéticas das extracdes de sementes de cadnhamo com CO»-SC e
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A andlise estatistica dos rendimentos de extratos obtidos com propano pressurizado
foi feita considerando uma razdo de massa de solvente por massa de amostra (g.g™) de
aproximadamente 1,87. Nesta andlise nenhuma das variaveis foi estatisticamente

significativa, sendo a superficie de resposta igual a:
rend(%) = 34,162 + 1,7325.T + 3,3475.P — 1,3325.T. P, com R2 = 0,997.

Para obtencdo de rendimentos equiparaveis ao CO,-SC o propano pressurizado
apresentou as mesmas vantagens descritas para outras matérias primas. Algumas
dessas vantagens as menores pressdes de extragdo, 0 que gera menores custos, bem
como as maiores solubilidades do soluto no solvente (Ys), 0 que gera a necessidade de
menores quantidades de solvente.

O teor de proteina do farelo residual obtido com o propano no ponto central do
planejamento estatistico foi analisado, sendo obtidos 56,60 + 1,98 e 48,00 + 1,68 %
utilizando os fatores 6,25 e 5,30, respectivamente. Esse alto valor proteico do farelo
demonstra a grande aplicabilidade industrial que as sementes de canhamo apresentam
(2°CALLAWAY & PATE, 2009).

4.2.2.2 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS OLEOS
A andlise comparativa da composicao de acidos graxos, tocoferdis totais, S-caroteno,
indice de acidez e umidade do 6leo utilizando a mistura de solventes convencionais

(hexano:isopropanol 3:2), CO,-SC e propano pressurizado é mostrada na Tabela 31.
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Tabela 31 — Propriedades fisico-quimicas dos extratos (sementes de cAnhamo).

Propried CO2-SC Propano pressurizado
FI'S.-QUI'.. Conv. | 40°C 40°C 60°C 60°C 40°C 40°C 60°C 60°C 50°C
30MPa | 40MPa | 30MPa | 40MPa | 6MPa | 10MPa | 6MPa | 10MPa | 8MPa

16:0 (%) 6,15 6,25 6,14 6,20 6,28 6,09 6,07 6.08 5,76 5,85

16:107 (%) | 0,09 0,09 0,09 0,09 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11 0,10

18:0 (%) 2,60 2,52 2,61 2,53 2,58 2.83 2,83 2,85 2,82 2,82

18:109 (%) | 12,75 | 12,54 | 12,64 | 12,50 | 12,59 | 13,16 | 13,03 | 12,99 | 12,96 | 13,08

18:206 (%) | 57,84 | 57,98 | 57,97 | 57,99 | 57,64 | 57,11 | 57,08 | 56,99 | 57,26 | 57,17

18:3w3 (%) | 18,31 | 18,54 | 18,43 | 18,42 | 18,33 | 18,53 | 18,66 | 18,55 | 18,63 | 18,65

20:109 (%) | 0,31 0,29 0,31 0,31 0,31 0,35 0,35 0,33 0,37 0,38

22:109 (%) | 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,21 0,23 0,22 0,24 0,24

Total (%) | 98,07 | 98,24 | 98,21 | 98,05 | 97,85 | 98,37 | 98,36 | 98,12 | 98,16 | 98,30

®6/®3 3,16 3,13 3,15 3,15 3,14 3,08 3,06 3,07 3,07 3,06

Tocoferéis | 746,44 | 237,78 | 192,28 | 877,25 | 545,29 | 935,47 | 935,65 | 950,57 | 973,68 | 952,71
total (ppm) | £0,78 | £6,76 | £5,74 |+14,71 |£20,99 |+12,24| £2,53 |+14,94| +8,85 |+£12,74

p-caroteno | 12,65 | 6,96+ | 6,89 6,22 9,42 16,84 | 7,83+ | 7,36+ | 6,40% | 6,42+
(ppm) +0,23 | 0,62 +017 | £0,21 | £0,18 | £0,09 | 0,22 0,81 0,03 0,75

mg KOH | 7,31 7,42 7,13 521 11,21 4,82 5,07 5,05 5,03 4,69
mg éleo | +0,44| +£0,11 | £0,14 | £+0,08 | £0,28 | +£0,18 | £0,02 | £0,07 | £+0,24 | £0,20

Umidade 0,069 | 0,046 | 0,028 | 0,029 | 0,041
o) | %077 | 0150 | 0,101 | 0,092 1 0,104 |, 4505 |+ 0,002 |+ 0,001 | + 0,001 | + 0,002

A andlise de acidos graxos feita em duplicata utilizando solventes convencionais
resultou desvios menores que 0,01 %. Os teores dos &cidos graxos ndo variaram
significativamente com a mudanca de solvente, bem como das condigbes de extracéo.
Em média, os teores de acidos graxos saturados, mono-insaturados e poli-insaturados
foram 8,8 + 0,1, 13,4 £ 0,4 e 76,0 £ 0,3 %, respectivamente, sendo ainda uma razao de
06/w3 de 3,1 + 0,0 muito préxima a de 3:1 descrita por **SIMOPOULOS et al. (2000)
como boa para um bom metabolismo. As condicdes utilizadas para a andalise dos acidos
graxos neste trabalho apresentou a melhora na resolucéo requerida por 2GRIJO & MELO
(2016).

Os indices de acidez experimentais foram calculados utilizando o fator de 0,927 +
0,01. Estes indices foram maiores que o descrito por 2*>BORHADE (2013), de 2,15 mg
KOH / g de Oleo. Isto pode estar associado ao fato de que esta referéncia utilizou
sementes de canhamo com cascas e como descrito por 2CALLAWAY & PATE (2009)
tem-se que a maior parte do 6leo esta concentrada na polpa da semente, ou seja,
gquando se utiliza sementes com casca 0 Oleo obtido ter& maior concentragdo de
substéncias que ndo sdo &cidos graxos livres. Os extratos obtidos com propano
pressurizado apresentaram menores indices de acidez, bem como menores teores de

umidade do 6leo e maiores teores de tocoferdéis totais. Além disso, observou-se que a
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mistura de solventes convencional se mostrou mais eficiente que os solventes

pressurizados na obtencao de S-caroteno.

42221 CO2-SC

Analisando o efeito da temperatura, observou-se que nos extratos obtidos a 30 e 40
MPa foram obtidos maiores teores de tocoferdis total na temperatura mais elevada.
Analisando o efeito da presséo, observou-se que nos extratos obtidos a 40 e 60 °C foram
obtidos maiores teores de tocoferois total na pressao mais baixa.

Analisando o efeito da temperatura, observou-se nos extratos obtidos a 30 MPa que
esta ndo influenciou significativamente o nivel de S-caroteno, porém nas extracfes a 40
MPa obteve-se uma maior quantidade de p-caroteno na temperatura mais elevada.
Analisando o efeito da presséo, observou-se nos extratos obtidos a 40 °C que esta nao
influenciou significativamente o teor de S-caroteno, porém nas extracdes a 60 °C obteve-

se uma maior quantidade de fS-caroteno na pressao mais elevada.

Analisando o efeito da temperatura, observou-se nos extratos obtidos a 30 MPa que
obteve-se um maior indice de acidez na temperatura mais baixa, porém nas extracdes a
40 MPa obteve-se um maior indice de acidez na temperatura mais elevada, indo de
acordo com o citado por 2°NAWAR (1969) ao dizer que os acidos graxos livres podem
ser formados com o aquecimento. Analisando o efeito da pressdo, observou-se nos
extratos obtidos a 40 °C que esta nao influenciou significativamente o indice de acidez,
porém nas extracbes a 60 °C obteve-se um maior indice de acidez na pressdo mais

elevada.

Analisando o efeito da temperatura, observou-se nos extratos obtidos a 30 MPa que
obteve-se uma menor umidade do 6leo na temperatura mais alta, porém nas extragfes a
40 MPa notou-se que esta nédo influenciou significativamente a umidade o Oleo.
Analisando o efeito da pressao, observou-se nos extratos obtidos a 40 °C que se obteve
uma menor umidade do 6leo na pressao mais alta, porém nas extracdes a 60 °C notou-se

gue esta nao influenciou significativamente na umidade do 6leo.

4.2.2.2.2 PROPANO PRESSURIZADO

Nas analises com propano foi observado que um maior teor de S-caroteno foi obtido
utilizando condi¢cdes mais brandas de extragdo, os teores de tocoferdis e acidez pouco
variaram e a umidade dos extratos foi menor quando obtida com a temperatura mais alta.
Nenhuma das varidveis foi estatisticamente significativa nas andlises de tocoferois, f-
caroteno e acidez, porém na analise da umidade observou-se que a temperatura foi uma

variavel estatisticamente significativa visto que o médulo do valor de tcaic = 16,21 foi
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maior que o de trag (19.1;95%) = 12,71 fornecendo um p = 0,039. Apenas na andlise de
acidez foi observado um coeficiente de regresséo baixo, isto pode estar relacionado a
possiveis exposicdes a aguecimento e, involuntariamente a luz, por exemplo, de cada
extrato, fatores estes que interferem na acidez dos mesmos (**:FREIRE et al., 2013) e
podem ter dificultado uma andlise estatistica coerente. As superficies de respostas

obtidas e seus respectivos coeficientes de correlacéo foram:
Tocoferdis totais (ppm) = 949,616 + 13,2825T + 5,8225P + 5,7325.T. P, com R? = 0,988;
B-caroteno (ppm) = 8,97 — 2,7275.T — 2,4925.P + 2,0125.T. P, com R2 = 0,897;
Acidez (mg KOH /mg 6leo) = 4,932 + 0,0475T + 0,0575.P — 0,0675.T. P, R2 = 0,356;

Umidade do 6leo (%) = 0,0426 — 0,0145.T — 0,0055.P + 0,006.T. P, com R2 0,997.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

A obtencado de extratos com alta concentracdo de canabinoides utilizando diéxido de
carbono supercritico (CO2-SC) vem sendo o método empregado pelas grandes industrias
do setor, porém mesmo com a importancia desses extratos em todo o mundo foram
encontradas poucas publicacées cientificas relacionadas a esta metodologia (**EORY et
al., 2001; “PERROTIN-BRUNEL, 2011; “*OMAR et al., 2013; “ROVETTO & AIETA,
2017).

De maneira geral os extratos pressurizados apresentam menores rendimentos
quando comparados aos extratos obtidos de maneira convencional, porém a
concentracdo de canabindides nestes € significativamente maior, visto tratar-se de uma
metodologia mais seletiva. Neste estudo, os extratos de flores obtidos com CO,-SC
apresentaram maiores rendimentos quando utilizado um co-solvente, porém menores
concentracbes de canabinoides. Por outro lado, nos extratos com pré-aquecimento foi
possivel obter diferentes composi¢cbes de interesse medicinal, como, por exemplo,
concentracdo de CBD maior que de AS-THC, concentracdo desses dois canabindides
balanceada, bem como concentracédo de até 90 % de A®-THC. Destaca-se novamente o

resultado inédito de obtencéo de extrato com alta concentracdo de CBD, sendo até 43 %.

As técnicas cromatogréaficas usadas para analise da composicdo de canabindides e
Oleos essenciais se demonstraram eficientes e adequadas. Além disso, comprovou-se
gue o comportamento térmico dos canabindides estéa relacionado com o tipo de variedade
da amostra, visto que os teores iniciais destes sdo especificos. Os tipos e teores dos
Oleos essenciais também variam entre diferentes variedades de flores. Uma eficiente
secagem das flores pés-colheita € uma etapa fundamental para o processo, visto o alto
teor de umidade nestas. Foi possivel realizar a extracao fracionada a alta pressao de
Oleos essenciais e canabindides. A utilizacdo do método de “winterizagdo” nao

apresentou resultados expressivos para aumentar o teor de canabindides nos extratos.

Os melhores indices relacionando a atividade anti-tumoral e a citotoxidade dos
extratos foram obtidos com células tumorais de Utero, sendo resultados promissores da
eficiéncia dos canabindides para essa aplicabilidade também descrita em literatura
(®*2VELASCO et al., 2016; ®3LUKHELE & MOTADI, 2016). Com isso, conclui-se que
estudos mais detalhados aplicando extratos obtidos com fluidos pressurizados devem ser
realizados com esse propésito, sendo inclusive feitas andlises in vivo e com diferentes
modelos, indispensavel para a possivel aplicacdo e tratamento seguro dessa
enfermidade. Paralelamente a elucidacdo do mecanismo de acdo das substancias

presentes torna-se também importante.
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A analise do equilibrio sélido fluido do CBD e CO,-SC utilizando o método de volume
variavel apresentou, em triplicata, baixos desvios de pressao e temperatura. Comparando
com dados solubilidade de CBD em CO.-CS utilizando fragdes molares e temperaturas
similares, descritos por *PERROTIN-BRUNEL et al. (2010), obteve-se resultados
diferentes, visto que no presente trabalho foi aplicado um método distinto a fim de se
obter dados de transi¢céo de fase. As estimativas de propriedades dos canabindides, bem
como as andlises térmicas empiricas apresentaram resultados coerentes com a literatura
e foram fundamentais para obter ajustes coerentes utilizando a equacao de estado cubica
de Peng-Robinson com interagdo bindria de dois fatores dependentes da temperatura
descritos pela Regra de Mistura de Van der Waals. A partir das andlises
termogravimétricas com CBD também foi observado que até 150 °C ndo ocorre perda de
massa.

As sementes analisadas apresentaram alto teor de lipideos e proteinas, sendo
aproximadamente 52 e 30 %, respectivamente, demonstrando-se como um insumo
atraente para a agricultura do pais ja que pode ajudar na rotacdo de cultura. As técnicas
utilizadas para andlise de composi¢éo das sementes foram eficientes e adequadas. Para
esse insumo o propano pressurizado se demostrou uma alternativa inovadora e vantajosa
para a obtencdo de 6leo quando comparado ao CO,-SC, visto que foi utilizado uma
menor quantidade de solvente, obteve-se maiores teores de tocoferois totais e pS-
caroteno, menores indices de umidade e acidez, bem como 0os mesmos elevados teores
de acidos graxos poli-insaturados e inclusive a excelente razdo de 6mega 6 e 6mega 3

descrita como boa para o bom funcionamento do metabolismo.

Em todas as extracOes realizadas, com flores e com sementes, 0 modelo matematico
de 22SOVOVA (1994) foi capaz de reproduzir as curvas cinéticas, sendo assim uma
ferramenta fundamental para o “scale up” de forma otimizada. Logo se conclui que a
obtencéo de extratos de Cannabis utilizando fluidos pressurizados apresentou potencial
para ser futuramente utilizada na producdo em escala nacional para diversas aplicagées,
inclusive na medicina. No entanto, estudos relacionados com as viabilidades econémicas

dos processos de extracdo devem ser realizados.
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