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RESUMO 
 
 
A Cannabis sativa L., planta herbácea anual e dioica, é nativa do Leste da Ásia e 

possui uma longa história de uso medicinal, documentada desde 2700 a.C. na 

farmacopeia chinesa. É uma planta medicinal que atualmente possui uma grande 

variação de subespécies em função do seu processo de hibridização. A literatura traz 

relatos do seu uso medicinal e recreativo, em celebrações e rituais. Isso ocorre 

principalmente por possuir compostos únicos em sua composição química, sendo os 

principais compostos o Δ9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC) e o Canabidiol (CBD). Devido à 

grande complexidade composicional da planta, terpenos, flavonoides, esteroides, 

compostos fenólicos, alcaloides e canabinoides, a caracterização total dos seus 

compostos individuais se torna muito difícil, limitando o seu potencial. Por isso se torna 

necessária à implementação de métodos de controle de qualidade dos fitoquímicos 

presentes na planta. Com o uso de métodos cromatográficos pode-se otimizar 

padrões qualitativos e quantitativos dos canabinoides. Dessa forma, o objetivo deste 

presente estudo foi de validar um método para a análise quantitativa e qualitativa de 

canabinoides em plantas de Cannabis sativa L., avaliando caracterização química de 

diferentes amostras. Inflorescências e extratos foram analisados utilizando 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) e arranjo de diodos (DAD), revelando 

variações significativas na composição de canabinoides em variedades. 

 
Palavras-chave: canabinoides; cromatografia; fitocompostos; métodos analíticos; 

plantas medicinais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 
 
 
Cannabis sativa L., an annual, dioecious herbaceous plant native to East Asia, has a 

long history of medicinal use, with records dating back to 2700 BCE in Chinese 

pharmacopeia. It is a medicinal plant that now exhibits a wide range of subspecies due 

to extensive hybridization. The literature documents its use for both medicinal and 

recreational purposes, often in celebrations and rituals. This is largely attributed to its 

unique chemical composition, with the primary compounds being Δ9- 

tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) and cannabidiol (CBD). Due to the plant’s highly 

complex composition—which includes terpenes, flavonoids, steroids, phenolic 

compounds, alkaloids, and cannabinoids—the comprehensive characterization of its 

individual components remains challenging, limiting its potential applications. This 

underscores the need for quality control methods targeting its phytochemical 

constituents. Chromatographic methods can help optimize both qualitative and 

quantitative cannabinoid profiles. The present study aimed to validate a method for the 

quantitative and qualitative analysis of cannabinoids in Cannabis sativa L. plants by 

characterizing the chemical profiles of different samples. Inflorescences and extracts 

were analyzed using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) with a diode- 

array detector (DAD), revealing significant variations in cannabinoid composition 

among different varieties. 

Keywords: cannabinoids; chromatography; phytochemicals; analytical methods; 

medicinal plants. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A Cannabis sativa L. é uma planta herbácea anual e dioica, pertence à família 

Canabaceae, nativa do Leste da Ásia (De Backer et al. 2009). Existem registros do 

seu uso que datam o século VIII na medicina árabe (Lozano, 2001). O primeiro registro 

medicinal está descrito na farmacopeia do Imperador chinês Shen-Nung em 2700 

a.C., onde a planta era utilizada no tratamento da malária, de dores reumáticas, nos 

ciclos menstruais irregulares e dolorosos (Grosso, 2020). Acredita-se que que no ano 

de 1549 a Cannabis foi introduzida no Brasil por meio de escravos africanos e a partir 

disso ocorreu a popularização no país (Carlini, 2006). Sua primeira proibição ocorreu 

em 1830 no Rio de janeiro e a proibição total, incluindo exploração, colheita e plantio 

em todo território nacional, ocorreu em 1938 pelo Decreto-Lei nº 891 do Governo 

Federal (Fonseca, 1980). 

Em 2015, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), através da 

Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 3, atualizou a lista de substâncias de 

controle especial, prevista na Portaria SVS/MS nº 344/98, incluindo o canabidiol 

(CBD), definindo critérios para a importação de produtos à base de canabidiol para 

tratamento médico, mediante prescrição por profissional habilitado. No ano de 2017, 

a ANVISA incluiu a Cannabis sativa L. como planta medicinal na denominação comum 

brasileira, através da RDC nº 15613. Dois anos após, em 2019, a RDC nº 327 

publicada pela ANVISA dispões sobre os procedimentos para a concessão da 

autorização sanitária para a fabricação e a importação, e estabeleceu os requisitos 

para a comercialização, prescrição, dispensação, monitoramento e a fiscalização de 

produtos de Cannabis de uso humano para fins medicinais. Desde então, o uso da 

Cannabis tem sido considerado um dos assuntos mais controversos no Brasil devido 

ao grande tabu criado pelo uso recreativo da planta. Mesmo com a criminalização, 

pesquisas sobre o uso medicinal apresentam crescimento constante. 

O perfil químico tem como função representar uma amostra quimicamente, 

caracterizando os principais compostos químicos e os de baixa concentração 

presentes na amostra (Alaerts et al., 2014). Os métodos cromatográficos são 

recomendados para o desenvolvimento do perfil químico de plantas em todo o 

mundo (Zhang et al., 2005; Tang, 2010; Alaerts et al., 2014). 
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A caracterização do perfil químico representa uma importante ferramenta para 

identificação de autenticidade, diferenciação de origem e avaliação da qualidade das 

plantas e seus compostos (Zhang et al., 2005; Deng e Yang, 2013). 

 
Devido à complexidade dos canabinoides presentes na Cannabis sativa L., a 

caracterização completa de seus compostos individuais é extremamente desafiadora, 

limitando o potencial terapêutico dos óleos derivados. Assim, torna-se essencial 

implementar métodos de controle de qualidade que incluam análises detalhadas de 

seus compostos químicos e de suas funções. Com isso, espera-se que a análise 

quantitativa e qualitativa desses canabinoides, realizada por meio do método 

desenvolvido neste estudo, revele diferenças significativas em suas concentrações e 

composições, permitindo a validação do método. 

 
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um método 

analítico por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) e Arranjo de Diodos 

(DAD) para a caracterização química de Cannabis sativa L., quantificando os principais 

canabinoides, classificando o quimiotipo das amostras. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
 2.1 HISTÓRICO 

 
 
 2.1.1 Origem e disseminação 

 
 

Os primeiros registros datam cerca de 12.000 anos atrás na Ásia Central, 

inicialmente a planta era utilizada como fonte de fibras (Small e Marcus, 2002; Pain, 

2015). Posteriormente, os chineses descobriram sua utilidade em decoração, 

produção de cordas e papéis (Zuardi, 2006; Balbino, 2014). Somente em 2700 a.C. 

ocorreu seu primeiro registro medicinal, sendo descrito na farmacopeia do Imperador 

chinês Shen-Nung, a planta era utilizada no tratamento da malária, de dores 

reumáticas, nos ciclos menstruais irregulares e dolorosos (Grosso, 2020). Esses 

ensinamentos foram transmitidos de maneira informal entre a população até ocorrer o 

registro descrito no livro de agricultura e plantas medicinais (Zuardi et al., 2011; Pain, 

2015). 

Em meados de 1.000 a.C. os hindus criaram uma bebida conhecida como 

“bhang”, composta por uma mistura de leite, Cannabis e outros ingredientes, sua 

função era anestésica e recreativa. Atualmente ainda faz parte da cultura indiana, e 

está associada a divindade Lorde Shiva. 

Na Índia, a planta era utilizada com duas finalidades: uso religioso descrito no 

livro “Atharvaveda”, que considerava a Cannabis uma planta sagrada, dada de 

presente pelo Deus Shiva; e de maneira medicinal, utilizada para tratar sintomas de 

ansiedade, inflamação, convulsão e dor (Stella, 1973; Zuardi, 2006). 

Outros registros de uso datam o século VIII na medicina árabe com uso para 

enxaquecas, dores e sífilis, sendo posteriormente empregada como droga psicoativa 

(Lozano, 2001). No Egito antigo existiam referências datadas de 1550 a.C. no papiro 

de Ebers com registros de mais 700 formulações médicas, sendo algumas com a 

Cannabis para tratamentos de dores, transtornos emocionais e no emprego do bem- 

estar (Kalant, 2001). 

Acredita-se que em 500 d.C. foi introduzida na Europa Ocidental, utilizada para 

a produção de fibras (Pain, 2015). Em 1545 chegou na América do Sul, incialmente 

no Chile para o cultivo de fibras; e em 1606 chegou a América do Norte levada por 
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colonos ingleses, seu registro na farmacopeia ocorreu somente em 1850 (Pain, 2015). 

No Brasil foi introduzida de forma simultânea ao seu descobrimento, escravos 

africanos transportados pelas caravelas portuguesas amarravam sementes em 

bonecas de pano, o que gerou o cultivo e disseminação das plantas pelos mesmos 

(Carlini, 2006; Balbino, 2014). 

 
 2.1.2 Proibição 

A primeira proibição da Cannabis, chamada de Pito do Pango no período, 

ocorreu em 1830 no Rio de Janeiro, antes disso eram aplicados entre 100 à 400 

açoites em escravos que fossem pegos portando. Em 1925 apenas o uso científico e 

médico era permitido. Além disto, era amplamente divulgado a sentença “É proibida a 

venda e o uso do pito do pango, bem como a conservação em casas públicas. Os 

contraventores serão multados e os escravos e demais pessoas, que dele usarem, 

em três dias de cadeia.” (Mott in Henman e Pessoa Jr., 1986). 

Na década de 1930 foram intensificadas medidas de repressão ao uso, e em 

1938 a proibição total, incluindo exploração, colheita e plantio em todo território 

nacional, pelo Decreto-Lei nº 891 do Governo Federal (Fonseca, 1980; Carlini, 2006; 

Balbino, 2014). 

 
 2.2 CANNABIS SATIVA L. 

 
 

2.2.1 Classificação taxonômica 
 
 

A taxonomia do gênero Cannabis promoveu diversos debates desde 1753, 

classificada pela primeira vez pelo botânico sueco Carls Linnaeus (Small e Cronquist, 

1976; UNODC, 2009; Small, 2015). As maiores dúvidas eram entre uma classificação 

monoespecífica ou poliespecífica, inicialmente o gênero Cannabis foi dividido em três 

espécies principais, Cannabis sativa, indica e ruderalis (Schultes et. al. 1974). O 

cruzamento contínuo dessas espécies para gerar híbridos levou ao uso de uma 

classificação monotípica, na qual todas as plantas são classificadas como 

pertencentes à espécie C. sativa e são consideradas subespécies (Sawler et al., 

2015). A intensa seleção artificial e hibridação das espécies tornou a distinção do 

gênero extremamente difícil, adotando a Cannabis sativa L. genericamente como 
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única espécie, abrangendo todas essas variações. Em casos de necessidade de 

especificar o tipo da variedade, utiliza-se o termo “cânhamo” ou “hemp” a maconha 

sem potencial psicoativo, com teor de THC abaixo de 0.3% (Small, 2015). 

Através de testes de semelhança genética, por meio de DNA barcoding, John 

McPartland (2018) realizou uma ampla comparação entre as divisões populares e 

taxonômicas. O evento "Cannabis Cup" de 1999, comprovou a similaridade quando 

um dos híbridos venceu o prêmio de melhor genética na modalidade "Sativa", e quatro 

anos depois o mesmo híbrido venceu como melhor genética na modalidade "Indica". 

De acordo com a classificação popular (Figura 1) a variação "Sativa" possui 

folíolos estreitos, hábito de crescimento alto e maturação das flores tardia; a variação 

"Indica" possui folíolos largos, hábito de crescimento compacto, com um adensamento 

e maturação das flores precoce; e a "Ruderalis" são plantas mais baixas, não 

ramificadas e com folíolo largo. Outra característica interessante observada nas 

variedades popularmente consideradas "Ruderalis" é a baixa presença de THC. Essas 

divisões feitas popularmente passam a ser incorretas, pelo fato de haver muitos 

cruzamentos entre as diversas variedades, dificultando no encontro de uma planta 

somente com as características originais de uma dessas classificações (Mcpartland, 

2018). 
 
 

Figura 1 - Representações das divisões populares de Cannabis sativa L. 
 

Fonte: Mcpartland, 2018. 
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De acordo com o United States Department of Agriculture (2016), a 

classificação taxonômica da Cannabis sativa L. é a seguinte: no reino Plantae, 

pertence ao subreino Tracheobionta (plantas vasculares) e à subdivisão 

Spermatophyta (plantas com sementes). Na divisão Magnoliophyta (plantas com 

flores), encontra-se na classe Magnoliopsida (dicotiledônea) e na subclasse 

Hamamelididae. A ordem é Urticales, com a família Cannabaceae, e o gênero é 

Cannabis L., a espécie é Cannabis sativa L., e suas subespécies incluem sativa, 

indica, ruderalis e spontanea. 

 
2.3  BOTÂNICA 

 
 

A Cannabis é uma planta herbácea anual e dicotiledônea, geralmente é dioica, 

apresentando plantas fêmea (Figura 2 e 3) e macho separadas, embora o 

hermafroditismo ocorra em algumas cultivares, pertence à família Canabaceae que é 

nativa do Leste da Ásia (De Backer et al. 2009). A identificação do sexo ocorre após 

o período vegetativo, tornando-se clara apenas no período floração. As hastes eretas 

variam de vinte centímetros a seis metros de altura, com média entre um até três 

metros (UNODC, 2009; Amaducci et al., 2015; Gloss, 2015). Possuem folhas 

palmadas e de formato serrilhado possuindo de cinco até sete folíolos 

linearlanceolados de ramificação oposta ou alternada, os folíolos possuem de seis até 

onze centímetros de comprimento e de dois a quinze milímetros de largura. A 

superfície das folhas é recoberta de tricomas resinosos (Farag e Kayser, 2017). As 

inflorescências masculinas consistem em cinco sépalas e cinco estames, não 

possuindo pétalas e crescendo em panículas axilares ou terminais. As inflorescências 

femininas consistem em único ovulo e um perianto conectado. A semente (fruto) 

(Figura 4) é um aquênio com uma única semente, seu comprimento varia de dois até 

cinco milímetros (Farag e Kayser, 2017). 
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Figura 2 

Flor feminina pistilada 

(estigmas, estilete, bráctea 

perigonal e estípula) 

 

Figura 3 

Parte de flor feminina e antera 
 
 

 

 
 
 
 
 

Figura 4 

Semente madura 
 
 

 

 
 
 
 

 
Fonte: Farag e Kayser, 2017. 

 
 

Figura 5 – Cannabis sativa fêmea. A esquerda, planta 

fêmea em florescimento; a direita plantas fêmea em fase 

vegetativa. 
 

 
Fonte: a autora, 2024. 
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O ciclo de desenvolvimento da Cannabis é dividido em três fases, a primeira 

é a germinação e emergência; seguida da fase vegetativa e por fim a floração. A 

germinação é iniciada com a quebra de dormência da semente e desenvolvimento 

da radícula, ocorre ao colocar a semente em água e ambiente escuro. Em média 

esse processo varia de dois a sete dias em função de condições de temperatura e 

umidade  (Lowe et al., 2021). 

Durante a fase vegetativa, a planta passa por um crescimento com 

desenvolvimento de folhas e caules, estabelecendo sua estrutura firme. Essa fase 

pode variar de seis até doze semanas e exige alta intensidade luminosa sendo 

superior a doze horas diárias. Durante esse período a planta tem grande 

crescimento em comprimento, sendo necessária sua manutenção com podas que 

visam a quebra da dominância apical e o desenvolvimento de ramificações e 

brotações (Radwan et al., 2021). 

A Cannabis é uma planta de dia curto com fotoperíodo crítico em torno de 

14 horas (Amaducci et al., 2015; Salentijn et al., 2015). A floração tem duração de 

quatro a doze semanas, dependendo da variedade e das condições de manejo, 

normalmente essa fase se inicia quando a fase escura ultrapassa doze horas por 

dia (Elsohly, 2007; Hazekamp, 2007; UNODC, 2009; Salentijn et al., 2015). Dessa 

forma, fotoperíodo abaixo do valor crítico resulta em florescimento das plantas, 

enquanto acima as plantas permanecem em estado vegetativo. Mesmo que o sexo 

da planta seja determinado de acordo com a genética, fatores ambientais e de 

manejo, como ciclo de luz podem alterar o sexo. No caso de plantas hermafroditas 

naturais, ocorre esterilidade, enquanto em plantas induzidas pode haver 

funcionamento total dos órgãos (Amaducci et al., 2015; Salentijn et al., 2015). 

Ao final da fase de floração, as plantas são colhidas, e as flores passam por 

um processo de secagem e cura, que ajuda a preservar os canabinoides e 

terpenos. O processo de cura deve ocorrer em ambiente controlado, pois a 

exposição a temperaturas ou umidade extremas pode degradar compostos ativos. 

A secagem gradual e a cura adequada aumentam a qualidade dos canabinoides, 

potencializando o efeito terapêutico dos extratos e produtos derivados da planta 

(Radwan et al., 2021). 
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 2.4 CONSTITUINTES QUÍMICOS 
 
 

O químico israelense Raphael Mecholaum enquanto realizava estudos na 

The Hebrew University of Jerusalem em 1964, isolou e elucidou a estrutura do 

canabinoide Δ9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC) (Gaoni e Mecholaum, 1964; Mecholaum 

et al., 2014; Pain, 2015). Desde então ocorreram muitas pesquisas científicas em 

torno dos componentes ativos presentes na Cannabis e seus efeitos 

farmacológicos (Zuardi, 2006; Mecholaum et al., 2014). 

Em 1990 estudos neurológicos permitiram entender o funcionamento dos 

receptores no cérebro. Estes receptores permitiram entender os efeitos psicoativos 

causados pelo Δ9-THC e foram nomeados de CB1 (Zuardi, 2006; Pertwee et al., 

2010; Mecholaum et al., 2014). Em 1992 molécula N-araquidonil-etanolamina foi 

isolada e classificada com o nome de anandamida, e descrita como um 

canabinoide endógeno. Em 1993 foram identificados 39 receptores de 

canabinoides, e estes foram nomeados como receptores CB2 (Pertwee et al., 2010; 

Mecholaum et al., 2014; Pain, 2015). 

Ao longo do tempo foram identificados diversos constituintes químicos da 

Cannabis sativa e estima-se que haja mais de 750 constituintes químicos, dentre 

as classes de canabinoides e não canabinoides, sendo estes terpenos, 

flavonoides, esteroides, compostos fenólicos, ácidos graxos, alcaloides, 

aminoácidos e estilibenos  (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al., 2015; Lowe et al. 

2021). Dentre todos os compostos, mais de 144 canabinoides já foram 

identificados, estando presente unicamente em plantas da Cannabis sativa 

(Elsohly e Slade, 2005; Hazekamp et al. 2014; Radwan et al., 2015). 

 
 2.5 CANABINOIDES 

 
 

 2.5.1 Biossíntese de canabinoides 
 
 

O termo "canabinoides" refere-se a um grupo de compostos 

terpenofenólicos constituintes químicos encontrados em plantas de Cannabis 

sativa (Elsohly e Slade, 2005; Radwan et al., 2015). E os fitocanabinoides são 

metabólitos secundários pertencentes ao grupo de compostos terpenofenólicos, 



22  

com características como baixa solubilidade em água. Esses compostos são 

sintetizados pela Cannabis no interior dos tricomas glandulares (Small e Naraine, 

2016). 

A biossíntese (Figura 6) começa com a junção de malonil-CoA e hexanoil-

CoA que por meio da enzima olivetol sintase (OLS) se combinam formando o ácido 

olivetólico (Ferllemeier, et. al., 2004; Gagne et al., 2012). Catalisado pela olivetol 

ácido ciclase (OAC) o ácido olivetólico é convertido na sua forma cíclica. 

Paralelamente, através da via metileritritol fosfato (MEP), a mesma responsável 

pela produção de terpenos e outros compostos isoprenoides, ocorre a síntese do 

geranil pirofosfato (GPP) (Taura et al., 2007). O geranil pirofosfato é combinado 

com o ácido olivetólico e catalisado pela enzima CBGA-sintase, formando o ácido 

canabigerólico (CBGA) (Morimoto et al., 1998). Através da THCA-sintase o CBGA 

é convertido em ácido tetrahidrocanabinólico (THCA) precursor do 

Tetrahidrocanabinol (THC). A CBDA- sintase converte CBGA em ácido 

canabidiólico (CBDA) precursor do Canabidiol (CBD). E a CBCA-sintase converte 

CBGA em ácido canabicromênico (CBCA), o precursor do canabicromeno (CBC). 

Por fim, os canabinoides nas formas ácidas são convertidas em formas neutras no 

processo de descarboxilação, o qual é ativado por calor ou exposição a luz que 

leva a perda de um grupo carboxila (CO₂) em sua estrutura. THCA é convertido 

em THC, CBDA é convertido em CBD e CBCA é convertido em CBC (Wang, et al., 

2024).
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Figura 6 - Biossíntese de canabinoides 
 
 

Fonte: Wang et al., 2024. 
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 2.5.2 Classes de canabinoides 
 
 

Os canabinoides são um grupo de compostos C21 com uma estrutura 

terpenofenólica. São classificados de acordo com a estrutura química baseado nos 

principais grupos (Tabela 1): canabicromeno (CBC), canabidiol (CBD), canabielsoína 

(CBE), canabigerol (CBG), canabiciclol (CBL), canabinol (CBN), canabinodiol (CBND), 

canabitriol (CBT), ∆8-tetrahidrocanabinol (∆8-THC) e ∆9-tetrahidrocanabinol (∆9-THC) 

(Radwan et al 2021). 

Até o presente momento foram encontrados e classificados 25 canabinoides de 

∆9-THC, cinco canabinoides de ∆8-THC, 16 canabinoides de CBG, dez canabinoides 

de CBD, dois canabinoides de CBND, cinco canabinoides de CBE, três canabinoides 

de CBL, nove canabinoides de de CBC, onze canabinoides de CBN, nove 

canabinoides de CBT e mais de 30 tipos de canabinoides diversos (Radwan et al 

2021). 
 

Tabela 1 - Estrutura básica dos canabinoides 

Canabigerol (CBG) 

 

 
 

 

Canabidiol (CBD) 
 

 
 

Canabicromeno (CBC) 

 

 
 
 
 
 
 
 

Canabinodiol (CBND) 
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Canabinol (CBN) 
 

 

Canabiciclol (CBL) 
 
 

 
 

Canabielsoin (CBE) 
 

 
 

Canabitriol (CBT) 
 

 
 

Δ9-tetraidrocanabinol (Δ9THC) 
 

 
 

Δ8-tetraidrocanabinol (Δ8THC) 

 

 
 
 

 
Fonte: Borille, 2015. 

 
 

 2.6 QUIMIOTIPOS 
 
 

Atualmente a classificação da Cannabis é dividida em três quimiotipos 

principais baseados na proporção de dois canabinoides presentes na planta, o Δ9- 

THC e o CBD: quimiotipo I quando existe dominância de Δ9-THC; quimiotipo II 

(intermediário) quando há quantidades próximas de ambos canabinoides; e quimiotipo 

III, quando o CBD é dominante (Van Bakel et al., 2011; Salentijn et al., 2015; Sawler 

et al., 2015; Weiblen et al., 2015). 
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Essa abordagem quantitativa foi desenvolvida utilizando proporções THC/CBD 

como forma de classificar variedades de plantas: o quimiotipo I tem THC/CBD > 1, o 

quimiotipo II tem THC = CBD e o quimiotipo III tem THC/CBD < 1 (de Meijer et al., 

2003 ; Mandolino et al., 2003). 

 
 2.7 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

 
 

A cromatografia é uma técnica de separação de componentes que ocorre em 

duas fases: estacionaria e móvel, na primeira ocorrem diferentes interações entre os 

analitos, os separando (Lanças, 2009). Essa técnica foi desenvolvida por Mikhael 

Tswett no início do século XX, utilizando um tubo com carbonato de cálcio, ele realizou 

a separação de pigmentos coloridos (Carol, 2006; Lanças, 2009). 

A fase estacionária é definida como parte fixa, e a fase móvel é o eluente. A 

fase estacionária possui em sua composição partículas sólidas acondicionadas dentro 

da coluna, onde sofrem atuação física pela fase móvel, fluindo de maneira constante. 

Os analitos de maior afinidade com a fase estacionária, se deslocam mais lentamente 

pela coluna, permanecendo um menor tempo na fase móvel. Na fase móvel é utilizado 

solventes, que variam conforme o grau de pureza, viscosidade, dissolução e 

polaridade. Os solventes mais comuns normalmente empregados são metanol, 

acetronila e álcool. A eluição dos compostos pode variar em função da composição 

da fase móvel (%B), sendo isocrática quando se apresenta constante e gradiente 

quando alternada durante a análise (Carol, 2006; Lanças, 2009). 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) não afeta a estrutura dos 

canabinoides, pois nenhum calor é aplicado, o que permite a análise de canabinoides 

neutros e ácidos. No entanto, possui como desvantagem resolução insuficiente de 

toda a gama de canabinoides devido à composição complexa dos extratos de 

material vegetal (Radwan et al., 2017). 

O arranjo de diodos (DAD) ajuda na melhora da especificidade dos 

canabinoides, pois canabinoides ácidos e neutros têm diferentes espectros de 

absorção (Aminah Jatoi et al., 2002; Leghissa et al., 2018). Dessa forma, o uso de 

HPLC-DAD se torna relevante para diferenciar entre os quimiotipos de Cannabis 

sativa, extratos de polaridade diferente e para perfilar extratos (Andreae et al., 2015). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

 3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS 
 
 

As amostras foram fornecidas pela Associação Brasileira de Cannabis 

Medicinal - Santa Cannabis. As genéticas utilizadas pela Associação não podem ser 

divulgadas devido a confidencialidade solicitadas em contrato, sendo nesse estudo 

classificadas em plantas tipo A e tipo B. Foram utilizadas amostras de dez plantas, as 

inflorescências utilizadas foram colhidas entre nove e dez semanas após o início da 

floração. No processo de colheita foram utilizadas tesouras de poda e bandejas 

esterilizadas para armazenamento, posteriormente a sua colheita o material vegetal 

foi trimado, visando reduzir a quantidade galhos e folhas presentes na amostra. 

As inflorescências foram separadas em variedades A e B e dispostas em redes 

suspensas (Figura 7) armazenadas em sala fechada com temperatura em torno de 

22°C e umidade relativa do ar variando em 50% durante o período de uma semana. 

 
Figura 7 – Inflorescência de Cannabis sativa L. Inflorescência A (rede esquerda) e inflorescência B 

(rede direta) dispostas em redes suspensa para secagem durante período de uma semana, em 

ambiente fechado e controlado, com temperatura de 22°C e umidade relativa do ar em torno de 50%. 

 

Fonte: a autora, 2024. 
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 3.2 EXTRAÇÃO 
 
 

O processo de extração foi realizado no Laboratório da Associação Santa 

Cannabis, localizado em Itapoá - Santa Catarina. Após o período de secagem as 

amostras foram congeladas em refrigerador com temperatura de 0°C e posteriormente 

trituradas, visando sua homogeneização e aumento da superfície de contato até o 

momento da extração. Os métodos utilizados no processo de extração foram 

adaptados das patentes de Ferraro, 2019 e Castilla, 2020. 

A amostra triturada foi imersa em etanol 99,8% e submetida ao aparelho 

extrator ((Figura 8 - a) durante 40 minutos, esse processo repetiu-se por duas vezes. 

A mistura da amostra triturada e etanol foi filtrada em um filtro de 120 micras com 

objetivo de reduzir a quantidade de cera presente e colocada em aparelho rotavapor 

com centrifuga constante de 50 rpm durante todo processo, a razão entre o solvente 

e o material vegetal não pode ser divulgada prezando a confidencialidade da empresa. 

Após a extração, o extrato é submetido à descarboxilação (Figura 8 - b) em 

temperatura de 100°C por uma hora para produção de THC, e a 120°C por três horas 

produção de CBD, resultando em um extrato full spectrum descarboxilado (Figura 8 – 

c), e por fim armazenado em um frasco de vidro âmbar (Figura 8 - d). 
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Figura 8 – a) Processo de extração após a imersão da matéria vegetal; b) O extrato sendo 

descarboxilado com auxílio do rotavapor; c) O extrato após a descarboxilação d) Extrato full 

spectrum pronto. 

 
Fonte: a autora, 2024. 

 
 

 3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
 

 3.3.1 Instrumentação 
  

As análises foram realizadas em laboratório parceiro, Dall Phytolab, 

localizado na cidade de Curitiba. O protocolo utilizado foi desenvolvido por de 

Souza (2022) e Moreno-Chamba (2024), com algumas adaptações de aplicação 
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aos materiais disponíveis no laboratório. A instrumentação para a análise contou 

com auxílio de equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência (HPCL) 

provido de detector ultravioleta a 220 nm, um aparelho Agilent série 1200 que é 

acoplado a um amostrador automático com temperatura controlada, bomba binária 

e arranjo de diodo. A separação foi obtida em uma coluna Poroshell 20 SB-C18, 

com 150 mm de comprimento e 4,6 mm de diâmetro interno, empacotada com 

partículas de núcleo sólido revestidas por sílica ligada a um grupo octadecilsilano 

(2,6 µm). 

 
 3.3.2 Processamento de dados 

O processamento dos dados ocorreu através do software PAST 

(Paleontological Statistics) Software estatístico. A análise de agrupamento 

hierárquico foi realizada usando o método de Ward, um algoritmo de agrupamento 

aglomerativo com índice de distância euclidiana junto com análise de 

componentes principais (PCA). Todos os ensaios foram realizados por triplicata de 

forma independente (n = 3). 

 
 3.3.3 Materiais e reagentes 

Os materiais de referência foram padrões analíticos de diversos 

canabinoides, como canabidiol (CBD), ácido canabidiólico (CBDA), ácido 

tetraidrocanabinólico (THCA), Δ9-tetraidrocanabinol (THC), Δ8-THC, canabigerol 

(CBG), ácido, canabinol (CBN), foram empregados na validação do método. Os 

reagentes utilizados são o metanol, acetonitrila, ácido tricloroacético e álcool 

isopropílico, hidróxido de amônio e água deionizada. 

 
 3.4 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 
 

A preparação das soluções de amostra, estoque e de referência (1 e 2) 

seguiu o protocolo descrito por de Souza (2022) incluído na Farmacopeia da 

Agência  Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

 
 3.4.1 Solução amostra 

Foi realizada separando-se 20 mg da amostra triturada e dessecada. Em 

seguida, a amostra foi colocada em um tubo de ensaio, e adicionados 4 mL de 
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metanol. A mistura é levada a um banho de ultrassom a 40 kHz durante dez 

minutos para extração dos compostos solúveis. Após a extração, a mistura é 

centrifugada a 3000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante é transferido para um 

balão volumétrico âmbar, e o processo de extração é repetido para maximizar o 

rendimento. Na última etapa, o extrato é filtrado para remover resíduos de material 

vegetal, completando-se o volume final com metanol para obter uma concentração 

de 1 mg/mL. Esse extrato é filtrado novamente através de uma unidade de filtro 

PTFE de 0,45 μm e reservado para análise no HPLC. Para análises dos extratos 

desconsidera-se a realização das etapas acima. 

 
 3.4.2 Solução estoque 
  

A solução estoque de canabinoides foi preparada dissolvendo 20 mg de 

canabidiol (CBD) em metanol. A substância foi transferida para um balão 

volumétrico de 2,0 mL, e então, o metanol foi adicionado até completar o volume. A 

mistura foi submetida a banho de ultrassom a 40 kHz por cerca de dez minutos 

para garantir a dissolução completa do padrão. Após a dissolução, a solução foi 

homogeneizada e filtrada com um filtro de PTFE com poros de 0,45 μm para remover 

qualquer impureza ou material sólido. A solução final foi transferida para um 

recipiente de vidro âmbar, vedada e armazenada em congelador até o momento 

da utilização, com uma concentração final de 10 mg/mL. 

 
 3.4.3 Solução referência 1 

  

A partir da solução estoque, a solução de referência (1) foi preparada para 

estabelecer uma concentração padronizada para a análise. Para isso, 120 μL da 

solução estoque foram transferidos para um balão volumétrico de 20,0 mL. O 

volume foi então completado com metanol e a solução foi homogeneizada 

cuidadosamente. Após essa etapa, a solução passou por nova filtragem com um 

filtro de PTFE de 0,45 μm para garantir que estivesse livre de partículas antes da 

análise. A solução resultante apresenta uma concentração de 60 μg/mL de 

canabidiol, sendo então transferida para um vial de vidro âmbar para proteção 

contra a luz. 
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 3.4.4 Solução referência 2 
  

A solução de referência (2) foi preparada contendo uma mistura de vários 

canabinoides, cada um com concentração de 25 μg/mL em acetonitrila. Essa 

solução incluiu canabinoides ácidos e neutros como ácido canabidiólico (CBDA), 

ácido tetraidrocanabinólico (THCA), canabidiol (CBD), canabigerol (CBG), 

canabinol (CBN), Δ9-tetraidrocanabinol (Δ9-THC). Essa mistura é utilizada como 

referência múltipla, permitindo a comparação entre os picos observados no 

cromatograma das amostras e os tempos de retenção e espectros específicos de 

cada um desses canabinoides. 

 
 3.5 FASE MÓVEL 

 
 

Sob condições de gradiente a 0,8 mL/min, as composições da fase móvel 

foram uma solução aquosa com ácido tricloroacético em uma proporção de 

100:0,05 (eluente A), ajustada para pH 4,4 utilizando hidróxido de amônio e 

acetonitrila (eluente  B). 

 
Tabela 2 - Composição do eluente e tipo de eluição durante o gradiente de separação. 

A tabela mostra a variação percentual dos eluentes A e B ao longo do tempo, com ajustes no 

gradiente linear e períodos de eluição isocrática. O gradiente linear descreve a mudança contínua 

nas concentrações dos eluentes, e a eluição isocrática mantém uma concentração fixa de cada 

eluente. 

Tempo (minutos) Eluente (A) (%) Eluente (B) (%) Eluição 

0-15 44 → 39 56 → 61 Gradiente linear 

15-19 39 61 Isocrática 

19-23 39 → 25 61 → 75 Gradiente linear 

23-30 25 75 Isocrática 

30-31 25 → 44 75 → 56 Gradiente linear 

31-35 44 56 Isocrática 

Fonte: de Souza, 2022. 
 
 

Após cada execução, realizou-se um reequilíbrio da coluna de cinco 

minutos. O volume de injeção foi de 5 μL e a quantificação foi realizada a 220 nm 

com padrões  de canabinoides puros (Salazar-Bermeo et al., 2023). 
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 3.6 FASE ESTACIONÁRIA 
 
 

Os compostos da amostra interagem com a fase estacionária por diferentes 

períodos, dependendo de suas características de polaridade. Quanto maior a 

afinidade do composto pela fase estacionária, maior o tempo para ser eluído. 

Assim, compostos com menor afinidade pela fase estacionária, como os ácidos 

canabinoides, têm tempos de retenção menores em comparação com compostos 

como o Δ9- tetraidrocanabinol (THC), que possuem maior tempo de retenção 

devido à sua maior hidrofobicidade (Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Os tempos típicos de retenção dos 

canabinoides 
 

Tempo de Retenção 

(min) 
Composto 

6,7 Ácido Canabidiólico (CBDA) 

12,5 Ácido Tetraidrocanabinólico (THCA) 

18,8 Canabidiol (CBD) 

26,3 Δ9-Tetraidrocanabinol (THC) 

Fonte: adaptação - de Souza, 2022. 
 
 

 3.7 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 
 
 

A quantificação dos canabinoides é realizada comparando-se a área dos 

picos da amostra com a área do pico de canabidiol (CBD) na solução referência 

(1). Para compensar variações na resposta do detector para diferentes compostos, 

fatores de correção são aplicados para cada canabinoide. Esses fatores garantem 

que as diferenças de intensidade na resposta de absorção sejam adequadamente 

ajustadas, proporcionando maior precisão nos cálculos de concentração. 

A expressão de cálculo para o teor percentual dos canabinoides leva em 

conta a área do pico de interesse na solução amostra, a área do pico 

correspondente ao canabidiol na solução referência (1), a concentração da 

solução referência e o fator de diluição da amostra. 
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Ta (%) = teor percentual do canabinoide de interesse na amostra (m/m); 
Aa= área sob o pico de interesse na Solução amostra; 
Fc= área sob o pico correspondente ao canabidiol na solução referência 
(1); Cp = concentração da Solução referência (1), em μg/mL; 
10 = fator de diluição, considerando a relação droga:extrato da solução amostra igual a1 

mg/mL; Ap = fator de correção correspondente a 1/Fator de Resposta Relativo (FRR) 

 

Tabela 4 - Fator de correção dos canabinoides 
 

Analito Fator de correção (Fc) 

Ácido canabidiólico 0,73 

Ácido tetraidrocanabinólico 0,78 

Canabidiol 1,00 

Canabinol 0,60 

Δ9-tetraidrocanabinol 1,04 

Fonte: adaptação - de Souza, 2022. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

A análise dos canabinoides presentes em inflorescências e extratos de 

Cannabis por HPLC/DAD destaca a capacidade dessa metodologia em separar, 

identificar e quantificar os principais compostos, além de diferenciar seus estados 

ácidos e neutros. Diversos estudos indicam que essa técnica oferece alta precisão e 

reprodutibilidade para a análise de amostras, se tornando essencial tanto para o 

controle de qualidade quanto para fins terapêuticos e regulatórios (Citti et al., 2018). 

Nesse estudo, a análise por cromatografia líquida permitiu identificar 

proporções de canabinoides neutros como CBD, THC, CBN e CBG e canabinoides 

ácidos como CBDA e THCA. O uso do detector de arranjo de diodos (DAD) em 

conjunto da HPLC permitiu a identificação dos picos de absorção para cada composto 

e seus tempos em minutos (Leghissa et al., 2018). 

A análise incluiu duas variedades de plantas, descritas neste trabalho como A 

e B, sendo fornecidos inflorescências e extrato destas. Nas tabelas  5, 6, 7 e 8 

abaixo, seguem os resultados dos laudos das análises concluídas. 

 
Tabela 5 – Planta A (Extrato de THC) 

Resultados da determinação do teor de canabinoides por HPLC. Os valores obtidos para os principais 

canabinoides (CBD, CBDA, CBG, CBN, THC e THCA) e o total de canabinoides foram comparados 

com a especificação do cliente (60% de canabinoides totais). A análise foi realizada utilizando 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), conforme o protocolo operacional padrão (POP 401). 

 
Ensaio 

Quantidade de 

canabinoides 

analisados (%) 

 
Resultado 

 
Método 

 
 

Determinação do Teor 

de Canabinoides por 

HPLC 

 
 

60% de 

canabinoides totais 

CBD: 0,27% 

CBDA: 0,18% 

CBG: 1,61% 

CBN: 0,77% 

THC: 55,13% 

THCA: 9,59% 

Total: 67,55% 

 
 

HPLC 

(POP 401) 

Fonte: Laboratório Dall Phytolab (2024). 
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Tabela 6 – Planta A (Inflorescência de THC) 

Resultados da determinação do teor de canabinoides por HPLC. Os valores obtidos para os principais 

canabinoides (CBD, CBDA, CBG, CBN, THC e THCA) e o total de canabinoides foram comparados 

com a especificação do cliente (60% de canabinoides totais). A análise foi realizada utilizando 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), conforme o protocolo operacional padrão (POP 401). 

 
Ensaio 

Quantidade de 

canabinoides 

analisados (%) 

 
Resultado 

 
Método 

 
 

Determinação do Teor 

de Canabinoides por 

HPLC 

 
 

15% de canabinoides 

totais 

CBD: 0,01% 

CBDA: 0,04% 

CBG: 0,08% 

CBN: 0,01% 

THC: 0,91 % 

THCA: 15,09% 

Total: 16,14% 

 
 

HPLC 

(POP 401) 

Fonte: Laboratório Dall Phytolab (2024). 
 
 

Tabela 7 – Planta B (Extrato de CBD) 

Resultados da determinação do teor de canabinoides por HPLC. Os valores obtidos para os principais 

canabinoides (CBD, CBDA, CBG, CBN, THC e THCA) e o total de canabinoides foram comparados 

com a especificação do cliente (60% de canabinoides totais). A análise foi realizada utilizando 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), conforme o protocolo operacional padrão (POP 401). 

 

Ensaio 

Quantidade de 

canabinoides 

analisados (%) 

 
Resultado 

 
Método 

 
 

Determinação do Teor 

de Canabinoides por 

HPLC 

 
 

60% de canabinoides 

totais 

CBD: 65,13% 

CBDA: 0,29% 

THC: 3,70% 

CBG: 1,27% 

CBN: 0,04 % 

THCA: 0,06% 

Total: 70,49% 

 
 

HPLC 

(POP 401) 

Fonte: Laboratório Dall Phytolab (2024). 
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Tabela 8 – Planta B (Inflorescência de CBD) 

Resultados da determinação do teor de canabinoides por HPLC. Os valores obtidos para os 

principais canabinoides (CBD, CBDA, CBG, CBN, THC e THCA) e o total de canabinoides foram 

comparados com a especificação do cliente (60% de canabinoides totais). A análise foi realizada 

utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), conforme o protocolo operacional padrão 

(POP 401). 

 

Ensaio 

Quantidade de 

canabinoides 

analisados (%) 

 
Resultado 

 
Método 

 
 

Determinação do Teor 

de Canabinoides por 

HPLC 

 
 

15% de canabinoides 

totais 

CBD: 0,67% 

CBDA: 9,85% 

CBG: 0,03% 

CBN: não detectado 

THC: 0,06% 

THCA: 0,47% 

Total: 11,02% 

 
 

HPLC 

(POP 401) 

Fonte: Laboratório Dall Phytolab (2024). 
 
 Os resultados apresentados nas tabelas destacam diferenças significativas 

nos teores de canabinoides entre as inflorescências e os extratos das plantas 

analisadas, evidenciando a eficiência do processo de extração e descarboxilação. 

Na Planta A, o extrato apresentou um teor total de canabinoides de 67,55%, 

superando a especificação do cliente (60%) e sendo predominantemente composto 

por THC (55,13%), enquanto as inflorescências mostraram um total de 16,14%, com 

maior proporção de THCA (15,09%). De forma semelhante, na Planta B, o extrato 

também superou a especificação com 70,49%, dominado por CBD (65,13%), em 

contraste com as inflorescências, que registraram um total de 11,02%, sendo CBDA 

o composto majoritário (9,85%). Esses dados confirmam a conversão eficiente dos 

canabinoides ácidos em suas formas neutras durante o processo de extração, 

essencial para maximizar a atividade farmacológica dos produtos finais. Além disso, 

reforçam a importância do processamento para atingir padrões de qualidade 

exigidos, como destacado em estudos de Citti et al. (2018) e Leghissa et al. (2018). 

Os laudos obtidos por análise no Laboratório Dall Phytolab indicam uma 

predominância de canabinoides em sua forma ácida nas inflorescências, enquanto 

nos extratos observa-se uma concentração maior de canabinoides neutros. Esse 

padrão é esperado, pois as formas ácidas, como THCA e CBDA, sofrem 
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descarboxilação durante o processo de extração, convertendo-se em THC e 

CBD, respectivamente, devido ao calor aplicado ou a outras condições do 

processo de extração. Esse processo de descarboxilação é essencial para liberar 

os efeitos terapêuticos das formas neutras dos canabinoides, que têm propriedades 

farmacológicas específicas. ElSohly et al., 2017; Citti et al., 2018 corroboram 

essa tendência, destacando que as formas ácidas predominam nas plantas 

frescas e são transformadas em suas versões neutras para otimizar o efeito 

medicinal dos produtos. 

Os resultados da análise também permitiram classificar os quimiotipos 

das plantas avaliadas. A primeira planta analisada (A) revelou altos níveis de THCA 

e THC em comparação com CBDA e CBD, caracterizando-se como quimiotipo I, 

com predominância de THC. Esse quimiotipo é geralmente associado a efeitos 

psicoativos mais intensos, sendo amplamente utilizado em aplicações 

terapêuticas que exigem analgesia ou efeitos relaxantes (Leinen et al. 2023; 

Legare et al. 2022). Já a segunda planta (B) apresentou concentrações elevadas de 

CBDA e CBD em relação ao THCA e THC, identificando-se como quimiotipo III, 

caracterizado pela predominância de CBD. Este quimiotipo é particularmente 

valorizado para aplicações medicinais sem efeitos psicoativos, como em 

tratamentos para epilepsia e ansiedade, devido ao perfil anti-inflamatório e 

ansiolítico do CBD (Leinen et al. 2023; Legare et al. 2022; Moreno et al., 2020; 

Wang et al., 2020). 
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5 CONCLUSÃO 
 
 

A técnica HPLC-DAD é comprova ser adequada para a análise de 

inflorescências e extratos de Cannabis sativa L., permitindo a identificação e 

quantificação precisa de seus compostos fitoquímicos, como os canabinoides ácidos 

(CBDA e THCA) e canabinoides neutros (CBD, THC, CBG e CBN). Essa 

metodologia possibilita uma aplicação eficaz e segura dos produtos à base de 

cannabis, tornando-se um importante aliado no controle de qualidade dos insumos 

utilizados. Além disso, a técnica permitiu classificar as plantas de acordo com seus 

respectivos quimiotipos com base na proporção de canabinóides. Assim, a 

Variedade A, com maior predominância de THC e THCA em relação a CBD e CBDA, 

apresenta alto teor psicoativo, caracterizando-se como uma planta de quimiotipo I. 

Já a Variedade B, com maior concentração de CBD e CBDA em relação aos 

canabinoides psicoativos THC e THCA, é caracterizada como planta de quimiotipo 

III. Cada quimiotipo apresenta propriedades terapêuticas distintas, que podem ser 

utilizadas de maneira isolada ou combinada, conforme as necessidades do 

tratamento, aprimorando uma medicina personalizada e potencializando seus 

efeitos. 

 

 

. 
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