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RESUMO

O guarana, Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, é um dos produtos nativos
da Amazonia de maior importancia econdmica para a regido, muito apreciado no mercado
externo. E consumido tradicionalmente pelos indios das regides do baixo Amazonas pelas
suas propriedades estimulante, fortificante e antidiarréia e atualmente vem sendo cultivado
também em outros estados brasileiros. O principal produto do guarana é obtido das
améndoas torradas, utilizadas principalmente em p6 e xarope para a incorporacdo em
bebidas. Os principais constituintes quimicos do guarand sdo as metilxantinas (cafeina,
teofilina e teobromina) e os compostos fendlicos (catequinas). O aumento da procura pelos
produtos do guarand vem estimulando, infelizmente a sua adulteracdo, que ocorre
principalmente pela adicdo de cafeina sintética, de baixo custo. Essa adulteracdo ndo pode
ser detectada pelos principais métodos de controle de qualidade que se baseiam na
quantificacdo de cafeina. Este trabalho relata o desenvolvimento de um método de andlise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa para estudar perfis
cromatogréficos do guarana para emprego no controle de qualidade e avaliagdo de
adulteracdo de amostras com base na analise dos multicomponentes presentes no guarana.
Os perfis cromatograficos obtidos foram bastante reprodutiveis, relativos a cinco marcadores
quimicos identificados nas amostras de guarand (cafeina, catequina, epicatequina, teofilina
e teobromina). Além disso, foi possivel empregar o método para a quantificacdo de cafeina.
Foram analisadas vinte amostras de trés diferentes estados do pais (Amazonas, Bahia e
Mato Grosso), que apresentaram um perfil cromatogréfico muito semelhante, independente
de sua origem. Contudo foi possivel associar a origem geogréfica das amostras pelo teor de
cafeina. A origem amazonica do produto é muito valorizada, o que torna o processo de
certificacdo de origem de grande interesse para a regido. Também foi avaliada a atividade
antioxidante de amostras de guarana produzidas de duas formas (torrada e seca ao sol),
que foram comparadas com outras espécies consumidas no mundo todo como bebidas e
reconhecidas por suas propriedades antioxidantes (ch& verde, ch& preto, café, erva-mate e
cevada). Foi possivel observar que a amostra de guarana beneficiada pelo método
tradicional apresentou excelentes resultados de atividade antioxidante inferiores somente ao
cha verde, indicando o grande potencial do guarand. A maior atividade antioxidante
observada para as amostras de guarand produzidas pela torrefacdo comparadas a
produzidas por secagem ao sol, indicam que o beneficiamento pode aumentar
significativamente as propriedades nutracéuticas do produto.

Palavras-chave: Perfil cromatografico, atividade antioxidante, HPLC, controle de qualidade,
fendlicos, metilxantinas.
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ABSTRACT

Guarana, Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, is one of the most important
natural products of the Amazon basin and very appreciated abroad. The Indians of low
Amazon due to its stimulating, fortifying and anti-diarrhea properties consume it and today
guarana is also cultivated in other states of Brazil. Its seeds, powdered or as syrup, are used
in many products (beverages). The main chemical constituents of guarana are
methylxanthines (caffeine, theofiline, theobromine) and also phenolic compounds
(catechins). Due to the increasing interest for guarana, adulteration based on synthetic
caffeine addition (low cost) has been more often found. This adulteration cannot be detected
by the main quality control methods based on the quantification of caffeine. This work
describes the development of an analytical method developed by reversed phase high
performance liquid chromatography to acquire chromatographic profiles (fingerprints) of
guarana to quality control and assess adulteration of guarana based on the analysis of its
multicomponents. The fingerprints were very reproductible, relative to five chemical markers
(caffeine, catechin, epicatechin, theofiline and theobromine). The method was also able to
guantify caffeine in the samples. Twenty samples from three different states in Brazil
(Amazonas, Bahia and Mato Grosso) were analysed and a common fingerprint, independent
from its origin, was obtained. The caffeine content of the samples could assess the
geographical origin. The certification of origin of a natural product is one of the most
important added values. The antioxidant power of powdered guarana seeds obtained in two
different ways (toasted or sun dried) were also evaluated and compared to other plant
species consumed worldwide as beverages and recognized for their antioxidant power
(green tea, black tea, coffee, mate and barley). The sample of toasted guarana had a
significant antioxidant power, inferior only to green tea, whereas the sun dried sample have
much less activity. This indicates the great potential of guarana and the importance of the
drying process of the seeds to keep its nutraceutical properties.

Key-words: Chromatographic profile, antioxidant activity, HPLC, quality control, phenolic,
methylxanthines.
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INTRODUCAO

O guaranaPaullinia cupana, € um dos produtos tipicos amaz6nicos mais codbgci
no Brasil e no exterior e muito apreciado por spesidades energéticas e gastrondmicas. E
conhecido desde a época pré-colombiana, quandexgl@ado por diversas tribos indigenas,
entre as quais 0s Maués e Andirds, no Baixo Amazenas Barés no Alto Rio Negro. Os
silvicolas descobriram os efeitos medicinais aragtintes do produto, passando a usa-lo sob
a forma de bebida, sendo o habito posteriormerderaido pelos colonos que viviam nas
proximidades dos agrupamentos indigenas (PINTC3)200

E nativo da regidio Amazonica, cultivado pelos iadiesde os tempos remotos,
porém hoje é cultivado em outras regifes tantoale gomo do exterior (LORENZI, 2002).
A forma cultivada é geralmente referida coRaullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke e

cresce nos solos acidos amazonicos de terra flFigel).

(@) (b)

Fig. 1 - Arbusto (a) e frutos (b) cP. cupana var. sorhilis— Fonte: Embrapa, 20(

O uso da planta pelos indios amazodnicos é bemi@nterdescoberta do Brasil.
Utilizam suas sementes secas e tostadas em meinraagua até formar uma pasta, para
preparar alimentos, bebidas e remédios (LORENZQ2200s indios que cultivavam o
guarana, atribuiam-lhe propriedades estimulantesneesmo era tido como um fortificante
especial, gozando também da fama de “elixir dedonda” (MARVALHAS, 1965).

No século 19, Alexander von Humboldt e Alfred Wedlaonheceram o guarana em

suas viagens pela Amazoénia. Ambos mencionaram @wi@dades terapéuticas da bebida,
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incluindo a cura de certas febres, alivio de prob cardiacos, tratamento de diarréia, dores
de cabeca e reducéo do estresse originado pedasattperaturas nos tropicos (ERICKSON
et al, 1984). Atualmente é utilizado na medicina tramheail, principalmente como
estimulante, adstringente e para tratamento deégiarcrénicas. A maneira mais tradicional
de apresentacdo do guarand para consumo € naderbestéo, para ser ralado na lingua do
pirarucu (peixe nativo da Amazonia), transformanop® e misturado a agua.

A partir de 1921, com o langcamento em nivel nadidoaGuarana Champagne, pela
Companhia Antértica, o produto passou a ser codbezin todo o territdério nacional sob a
forma de refrigerante. Esse fato contribuiu padivarsificagdo de marcas que se processou
no mercado de refrigerantes gasosos com saboradergudesde entdo (PINTO, 2003).

Atualmente a principal matéria-prima do mercadoagn@ndoa descascada, torrada e
pulverizada, que é utilizada na producdo de xarepasbidas; inclusive guarand solivel em

po, de capsulas e cosmeéticos e de cafeina isdtaglel].

Fig. 2 — Alguns produtos do guarana.

O guarana apresenta grande potencial para os rosraadrno e externo. Em 1990,
a empresa Antarctica foi a primeira a oferecerl@daecomercialmente no mercado externo.
Estudos mostram que tem sido crescente a part@mpatativa do produto, nesses mercados,
nas formas de refrigerante e guarana em po, ermtemtdecrescido sensivelmente na forma
de bastdo. Muito embora a producéo de xarope t&vfhido incremento de mais de 70% nas
tltimas duas décadas, sua participacao relativanergado tem decrescido se comparado as
demais formas anteriormente menciongd4slA/SUFRAMA/SEBRAE/GTA, 1998).

A diversificacdo dos subprodutos do guarana tefatidd na expansdo da demanda
por p6 e extrato liquido. Isso se deve ao crescenégesse por parte dos laboratérios,
farmécias e lojas de produtos naturais na utilizadgs metilxantinas (cafeina, teobromina e
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teofilina) do guarand, para a fabricagdo de praddigersos, como € o caso de algumas
bebidas energizantes que se encontram no mercadl®A/SUFRAMA/SEBRAE/GTA,
1998).

Paises como o Japéo e os Estados Unidos vém sadorgrandes consumidores da
bebida. Nos Estados Unidos, o extrato de guarangado como aromatizante natural em
bebidas, como estimulante e como suplemento alaneat forma de capsulas que contém de
800-1200 mg de p6 de sementes de guarana (MAGIMNA 2003).

Estima-se a producao atual de ramas (sementedds)rde guarani no pais em torno
de 4.300 toneladas/ano. Também se estima que pdesdacdo, 70% seja absorvido pelas
industrias de refrigerantes gaseificados, sobradade xarope, enquanto que os 30% restantes
sdo comercializados sob a forma de pd, bastdo rat@xpara consumo interno e para a
exportacdo (MDIC/SUFRAMA, 2003).

O Estado do Amazonas h&d muito tempo deixou de smaior produtor nacional,
sendo ultrapassado pela Bahia nos quesitos pro@ugémutividade, e pelo Mato Grosso em
produtividade. A diferenca de produtividade se iegplna utilizacdo, pelos produtores
baianos, de técnicas basicas de cultivo, aindaguotilizadas pelos seus pares ho Amazonas.
Mesmo assim, o cendrio atual indica o crescimeumntteatado da producgéo e produtividade de
guarana em sementes no Amazonas, com base nbuiigto de clones resistentes a doengas
e de alta produtividade pela EMBRAPA-AM. Além dissa implantacdo de projetos
empresariais de cultivo, que tendem a adotar padg@ecolas tecnificados, vem contribuindo
para o aumento da producao no estado (FGV/ISAE3)200

1.1 Informagdes botanicas sobre a familia Sapindaceae

O géneroPaullinia € um dos 150 géneros que compreendem a familiadzaq@iae,
representados por 2000 espécies distribuidas dpisds e subtropicos, raramente em regides
temperadas. Sao arvores de pequeno a grande l@ovés, lenhosas ou herbaceas, com flores
pequenas e frutos com sementes frequentementdaaril®entre os géneros destacam-se
Paullinia, Talisia e Nephelium com espécies conhecidas como guarana, pitombaletam,
respectivamente. Na Reserva Florestal Adolpho Bu@dcalizada no km 23 da estrada
Manaus — Itacoatiara (AM-010), a familia Sapindacesta representada por 10 géneros com
cerca de 50 espécies (RIBEIR&al., 1999).
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1.2 Caracteristicas e aspectos morfolégicos do géndraullinia

O géneroPaullinia compreende cerca de 180 espécies (Fig. 3), tadaasl
neotropicais com excecao @ pinnata que também ocorre nos tropicos africanos. Em
investigacOes realizadas para detectar a presengcdldides purinicos em espécies do
género, apenas trés apresentaram ocorréncia deangtias sendoP. cupana, P. yoco e P.
pachycarpa (WECKERLE, STUTZ e BAUMANN, 2003).

Paullinia uloptera Paullinia stipularis

Fig. 3 — Exemplos de espécies amazonicas do g@aationia encontradas na Reserva Du¢kente: RIBEIRO
et al, 1999).

1.3 Informagbes botanicas sobré”aullinia cupana

O guarana foi classificado inicialmente pelos btés Humboldt e Bonpland, em
1821 e, por ter sido coletado em regido venezuelande se chamava “cupana”, foi
designadoPaullinia cupana. Alguns anos mais tarde, von Martius encontroulaata no
Amazonas, especificamente na regido de Maués,gandd tratar-se de uma variedade
distinta, identificou-a com®aullinia sorbilis. Havia, evidentemente, uma distingcdo entre o
guarana encontrado no Rio Negro e Orinoco (Venaguel o do Baixo Amazonas
(ALMEIDA, 1953).
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Finalmente essa questao foi devidamente esclarpeigailustre botanico Adolpho
Ducke, que concluiu tratar-se de duas variedadegrgficas perfeitamente distintas: guarana
do Rio Negro e Orinoco Paullinia cupana H.B.K. typica e guarana de Maués ou Baixo
Amazonas -Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke. As duas variedades apresentam
caracteristicas distintas como tamanho e colordgadrutos e presenca ou ndo de gavinhas
(CORREA, 1984).

O guarandaullinia cupana var sorbilis (Mart.) Ducke, € um arbusto trepador da
familia Sapindaceae, de crescimento vigoroso padsads ramos atingir até 10 m de altura.
O caule, regularmente constituido, pode conseeagra pé, sem apoio. Os galhos séo
guinqueangulares. As folhas séo alternas, compadstasnco foliolos, dos quais quatro sédo
opostos dois a dois, ficando o quinto na extrenadaal folha (Fig. 1). Os foliolos sdo quase
ovais, as bracteas sdo pequenas e caducas. Oxpledudas flores partem das axilas das
folhas, dotadas de gavinhas. As flores sdo pequecaspostas de cinco sépalas, quatro
pétalas brancas e desiguais (Fig. 3). Os frutopegoenos, em forma de pequenas capsulas
pontudas, com trés lojas, contendo cada uma a $eroeberta por espessa pelicula branca
(arilo). O fruto, quando maduro, tem coloracdo vwh@a ou alaranjada. As sementes
esféricas, de cor castanha escuro, apresentam-deiaou trés partes (Fig.1) (ALMEIDA,
1953).

1.4 Distribuicdo geografica deP. cupana

O guarana da variedaderbilis € origindrio da bacia Amazo6nica, de uma area
antigamente denominada Mundurucéania, antiga priavido Para, entre os rios Tapajos,
Amazonas e Madeira. A variedatypica é originaria da regido do rio Orinoco na Venezuela
e segundo Monteiro (1965), encontra-se guaranaéiemia Colémbia, porém de variedade
diferente.

O habitat preferencial da variedasibilis € a regido de Maués, estendendo-se até
Barreirinha, margens dos rios Andird, Maués-AclaeaRa do Ramos (Fig. 4). E onde se
desenvolve com mais espontaneidade e em cardestsi (MONTEIRO, 1965).
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Fig. 4 — Regido de ocorréncia natural do guarana.

1.5 Constituintes quimicos do guarana e suas propriedad

A andlise fitoquimica das sementes registrou aepggsde pequena quantidade de
Oleo formado por constituintes volateis e fixos%30e amido, 15% de proteina, 12% de
taninos e até 5,8% de cafeina acompanhada de m@equgrantidades de teofilina e
teobromina. Além de resina, também foram enconsraaido malico, saponinas, catequina,
epicatequina e alantoina. (LORENZI, 2002).

Trabalhos realizados entre 1920 e 1950 relatamesepca das metilxantinas cafeina,
teobromina e teofilina em varias partes da plamARAVALHAS, 1965). No passado, o
principio ativo do guarana foi denominado, por &rtde guaranina, mas atualmente, sabe-
se que se trata de uma forma impura de cafeina amndcomplexo da mesma com taninos ou
fenois (EDWARDSet al, 2005).

As metilxantinas sdo consideradas alcaldides madnfFig. 5), derivados de bases
puricas livres (hipoxantina, adenina e guaninayspem carater anfotero, podendo assim se
comportar como &cidos ou bases. Séo soluveis emégalucdes 4cidas a quente e etanol a

quente, solventes organoclorados e solugbes asaliOcorrem em familias néo
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flogeneticamente relacionadas, porém com disgg@mirestrita, principalmente as regides
tropicais e subtropicais (SIMOESal, 2004).

Aproximadamente 60 espécies vegetais contem matiihess e estdo distribuidas
especialmente nos génerGsffea (Rubiaceae)Cola e Theobroma (Sterculiaceaeaullinia
(Sapindaceae)]llex (Aquifoliaceae) eCamellia (Theaceae) (Simbest al, 2004). As
metilxantinas sdo constituintes quimicos importantie varias bebidas alimenticias ou
estimulantes ndo alcodlicas como: café, cha-dajrgliarana, chocolate e cola, consumidas
em todo o mundo, sejam como preparacdes caseia®autos industrializados, com grande
importancia econdmica e cultural (SIMOESAl, 2004).
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Fig. 5 — Estruturas quimicas das metilxantinas#éfgina, (2) teobromina e (3) tedfilina.

Estdo associados as metilxantinas, efeitos estimeulaobre o sistema nervoso
central e cardiovascular, além de atuarem comaaeta da musculatura lisa dos brénquios e
diurético (DEWICK, 2001). Mais recentemente, Linga al (2005) atribuiram as
metilxantinas do guarand, efeitos sobre o metaholifpidico de ratos e inibidor do apetite.

Contudo, segundo Benowitz (apud MATTé&lal, 1998), o conteudo de xantinas do
guarana por si sO ndo explica toda a sua acacétdre@. Matteiet al (1998) postulam que
parte dos efeitos revitalizantes do guarand dewem-spresenca de saponinas e altas
concentragdes de taninos, substancias de compragadaantioxidante.

Em 1990, Marx investigou o conteudo de taninos momiaas em sementes de
guarana baseado em estudos de caracterizagéo @udascsementes de guarana feitos por
Angelucciet al., em 19780 conteudo de taninos determinado foi de aproximadée 9%,
pertencendo predominantemente ao grupo das prdiiasi

Os taninos sdo compostos fendlicos que tém a acgubcde se combinarem com as

proteinas e outros polimeros como o0s polissacajdgoovocando a sensacdo de
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adstringéncia, que nada mais € que a perda do eteitbrificacdo da saliva por precipitacéo
das proteinas (ALLEN apud CABRITA et al, 2003). &ssubstancias sédo particularmente
importantes componentes gustativos, sendo respeisg@la adstringéncia de muitos frutos e
produtos vegetais. A complexagdo entre taninooteimas € a base para suas propriedades
como fatores de controle de insetos, fungos e bastdem como para suas atividades
farmacologicas (SIMOES& al, 2004).

Os taninos podem ser classificados em hidrolisaeeigdo hidrolisaveis (ou
condensados). Os primeiros resultam da ligacdondegicar, geralmente a glicose, cujos
grupos hidroxilas estdo esterificados com um cotopéendlico, principalmente o acido
galico ou o acido elagico (galotaninos e elagitasjnOs taninos condensados sao oligbmeros
e polimeros formados pela condensacdo de duas swmnidades flavan-3-ol e flavan-3,4-
diol (também conhecidos com procianidinas) e nadaéimente hidrolisaveis (Fig. 6).

Casuarinina Procianidina Tipo B

Fig. 6 — Exemplos de taninos galico (casuariningjrelensado (procianidina B).

De acordo com Simdes (2004), as atividades farmgmals dos taninos sao devidas,
pelo menos em parte, a trés caracteristicas geraisnuns aos dois grupos de taninos: 1)
complexacdo com ions metalicos, 2) atividade aittéoite e sequestradora de radicais livres
e 3) habilidade de se complexar com outras moléc¢ala como proteinas e polissacarideos.

De acordo com analises de Marx (1990), catequiapi@tequina correspondem a
aproximadamente 80% do contetdo de taninos totsisementes de guarana. Em 2003, em
seus estudos com o guarand, Ushirobira isoloungifideu as substancias: cafeina, catequina,
epicatequina e procianidinas B2, B3 e B4 em subésge extrato d@aullinia cupana
H.B.K. var.sorbilis (Mart.) Ducke.
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Catequinas sao flavanois e possuem um esquelatm lwsmum C6-C3-C6. O anel
A é derivado da via do acetato, enquanto o anel dgré&vado da via do chiquimato. As
catequinas podem formar oligbmeros, os taninos eswsatios (ex. trimero de epicatequina),
0s quais contribuem para a adstringéncia de almsembebidas (DEWICK, 2001).

OH
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Fig. 7 - Estruturas quimicas de catequina (1) eadgguina (2).

As principais catequinas que podem ser encontraaasicau, chi verde, cha preto,
guarana e frutas (uvas, ameixas, macd, péra e IlS@&d): catequina, epicatequina,
epigalocatequina, epigalocatequina galato, galqoata e epicatequina galato (OSAKARE
al, 2000; WANG, HELLIWELL e YOU, 2000; MARX, 1990; MITRIOS, 2006).

E crescente a comprovacio de que alguns comp@stokicbs sdo particularmente
benéficos, atuando como antioxidantes e protetimega doencgas cardiovasculares, cancer e
degeneracéo celular (DEWICK, 2001). Antioxidants sompostos que inibem ou atrasam a
oxidacdo de outras moléculas pela inibicdo dadg@d ou propagacdo das reacdes oxidativas
em cadeia.

As frutas e o0s vegetais sdo as principais fontesiraia de antioxidantes,
principalmente pelo acimulo de compostos fenol{8MITRIOS, 2006). Recentemente foi
demonstrada a relagéo entre o teor de compostékictesn antioxidantes em extratos aquosos
de cha preto, cha verde e cha Rooil®spdlathus linearis) e a atividade antioxidante dessas
espécies (DIMITRIOS, 2006).

Em seus estudos de correlacdo entre a capacidadeidante e o teor de
polifenélicos Seerarat al (2006) atribuiram as catequinas (principalmentgigadocatequina
galato) os efeitos antioxidantes do cha verde.

Os processos oxidativos em sistemas biolégicosgdas participam as chamadas
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROERHE’s), sdo reacbes essenciais para o
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fornecimento de energia, desintoxicacdo, sinalzagéimica e processos imunolégicos.
Essas reacOes sao continuamente produzidas e wohevita controladas por enzimas
endogenas (superéxido dismutase, glutationa peasgjccatalase). Entretanto quando ocorre
uma super producdo dessas espécies oxidativaseggmdcle estresse), uma exposicdo aos
agentes oxidantes externos ou entdo uma falha eoanmsmos de defesa; podem ocorrer
danos a biomoléculas como DNA, lipideos e protefABRJOMA apud DIMITRIOS, 2006).
Esse processo oxidativo pode levar ao desenvoltor@doencas crbnicas tais como cancer
e aquelas que envolvem os sistemas cardio- e ogesaular.

O consumo de frutas e vegetais contendo substéaaimxidantes tem demonstrado
acao protetora contra essas doengas, uma vez toeidantes naturais podem aumentar as
defesas celulares e ajudar na prevencédo dos daudeticos de componentes celulares
(HALLIWELL apud WONG, LEONG e KOH, 2005).

Existem duas classes de antioxidantes, os sintéias naturais (VELIOGL al,
1998). Os antioxidantes podem ser classificadopemarios, sinergistas, removedores de
oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antiox@amistos (BAILEY apud RAMALHO e
JORGE, 2005).

Os antioxidantes priméarios sdo compostos fendlgues promovem a remocgdo ou
inativacdo de radicais livres formados durantd@aigdo ou propagacdo da reacdo, através da
doacdo de atomos de hidrogénio a estas molécumigsroimpendo a seguinte reacdo em
cadeia:

Re + AH — RH + As

Onde: Re - radicais livres; AH — antioxidante com @&tomo de hidrogénio ativo e Ae -
radical inerte.

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é alidtr pelos radicais livres Rom
maior facilidade, por exemplo, que os hidrogénibliicas das moléculas insaturadas. Este
radical, quando estabilizado (por efeito de resscmadpor exemplo), ndo tem mais a
capacidade de iniciar ou propagar reacoes oxida(i88dMIC apud RAMALHO e JORGE,
2005). Os principais antioxidantes naturais ddsigse sdo os tocoferois e &cidos fendlicos.

Os removedores de oxigénio sdo compostos que atagturando o0 oxigénio
presente no meio, através de reagfes quimicasemsstérnando-os, consequentemente,
indisponiveis para atuarem como propagadores daxidatdo. O acido ascorbico, seus
derivados e isdbmeros séo os melhores exemplos gegse
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Os antioxidantes bioldgicos incluem varias enzimaemo glicose oxidase,
superoxido dismutase e catalases. Essas enzimasag@aaes de remover oxigénio ou
compostos altamente reativos de um sistema bi@ogic

Os agentes quelantes/sequestrantes atuam complexdads metalicos,
principalmente cobre e ferro, que catalisam a @&dalipidica. Um par de elétrons ndo
compartilhado na sua estrutura molecular promoagda de complexacao. O produto natural

mais comum é o acido citrico.

1.6 Atividades farmacolégicas do guarana

Os estudos cientificos com o guarand foram inigador volta de 1940 por
pesquisadores franceses e alemées cujos achadi@snacaim as indicagdes preconizadas
pelos indigenas. Ensaios farmacoldgicos pré-ckniaemonstraram como principal
propriedade a acéo estimulante sobre o sistemabseereentral (SNC), acompanhada de
atividade relaxante dos bronquios e musculos (LORERO002). A presenca de alcalbides
purinicos como a cafeina, teobromina e teofilirejvddos metilados da xantina, justificam
estas propriedades estimulantes. Essa classe aléidds inibe competitivamente a enzima
fosfodiesterase, pelo bloqueio de receptores adenoesultando num aumento do AMP
ciclico e subsequente liberacdo de adrenalina. BsSa leva a estimulacdo do SNC,
relaxamento da musculatura lisa dos bronquios;am da diurese (DEWICK, 2001).

Extratos de guarana demonstraram também atividatageegante plaguetéaria e
claro efeito antioxidante pelo método de inibicdpantanea do processo de lipoperoxidacao
in vitro de homogenatos de cérebro de ratos e pela cagadi@asequestrar radicais DPPH
(MORS, RIZZINI e PEREIRA, 2000; MATTEEt al, 1998; MAJHENIC, SKERGET e
KNEZ, 2007).

Segundo Espinolet al (1997), é possivel que os efeitos terapéuticoptadénico e
resistogénico atribuidos ao guarana, sejam devidima acdo ndo especifica no organismo,
possivelmente relacionada as saponinas, substjm@asntes em plantas como 0 ginseng
(Panax ginseng), capaz de neutralizar os efeitos deletérios deéalmétos toxicos no
organismo e melhorar a resisténcia do mesmo.

Ainda em seus estudos farmacoldgicos, Espimblal (1997) demonstraram o0s
efeitos positivos do guarand no desempenho fisioweetal de ratos em doses 16,2 vezes
menor do que a quantidade de cafeina usada corr@meia (0,1 mg/mL). Esses resultados
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mostram que os efeitos estimulantes do guaranandeee provavelmente também, a
presenca de outras substancias tais como tansegzo@inas.

Também foram observados para os extratos de guaatim@lade antimicrobiana
(Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomaonas aeruginosa,
Proteus mirabilis e Proteus wulgaris) antifungica Aspergillus niger, Trichoderma viride e
Penicillium cyclopium) e efeito protetor contra danos induzidos ao DNAhdpatécitos de
ratos (BASILEet al., 2005; MAJHENIC, SKERGET e KNEZ, 2007; FUKUMASH al,
2006).

1.7 Beneficiamento tradicional

Segundo a Sra. Raimunda Paiva, produtora de guarardaués, quanto mais cedo
o guarana for processado melhor sera a qualidadmedmo, atribuida a um guarana de
coloracdo mais clara. A colheita se realiza de lwotwa janeiro quando os frutos estéo
maduros. O guarana colhido é deixado amontoadogmaodecer as cascas por trés dias, em
seguida pisado para despolpar (retirar a cascidog &sse processo pode levar alguns dias o
que promove a fermentacdo das sementes e a prodacédm guarana de coloracdo mais
escura e tradicionalmente menos apreciado.

O guarana tradicionalmente produzido pelos indicsudd, conhecido pela sua
excelente qualidade, é um guarana colhido e pradessediatamente, ou seja, ndo sofre o
processo de fermentacdo, e origina um produto eag@o clara. A coloracdo do guarana
também pode variar de acordo com o grau de to&efdas sementes.

ApGs o despolpamento o guarand é lavado e em se@sidementes vao ao forno de
barro (Fig. 8) onde sao torradas, com acréscimégdea, até que os casquilhos comecem a se
guebrar. Em seguida, as sementes torradas saadafem sacos, batidas para separar 0s
casquilhos e trituradas em moinhos ou em pildevatdeira (informacao verbal).

O guarana, devido ao alto teor de taninos, assmoad o caso de outros alimentos
ricos em compostos fendlicos, apresenta sabor aneatgndéncia a sofrer oxidacdo natural
pela acdo direta do oxigénio molecular com fendisatalisada por enzimas na presenca de
oxigénio. Este processo natural é desejavel emnalgasos, originando produtos de
coloragdo marrom (chocolate e café), porém indeskgn outros casos afetando o sabor e 0
valor nutricional de frutas e verduras (FENNEMA @@ BARRETO e RIBEIRO, 2003).
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Fig. 8 — Método tradicional de secagem, torrefatiiguarana — Fonte: Paulo Camara.

1.8 Controle de Qualidade e Certificacdo de Origem

A legislacdo brasileira (Decreto n°. 2.314/97) tegenta que as bebidas com
guarana deverdo conter no minimo 0,02% por centosetaente de guarand (género
Paullinia), ou seu equivalente em extrato na composicaaetanto, sabe-se que o aroma
artificial € usado em muitas formulagcées sem qualqdicdo do produto natural contrariando
a legislac&o nacional.

A facilidade de adulteragdo decorre devido ao itifiontrole de qualidade dos
produtos de guarand que, normalmente, € feito gelo principal ativo, a cafeina.
Considerando o baixo preco da cafeina sintétidacié de entender que é muito simples e
barato falsificar produtos de guarana (MAGK#4al., 2003). Em consequiéncia disso, a maior
parte dos trabalhos cientificos referentes ao gaareoncentram-se no desenvolvimento de
metodologias de andlise e controle de qualidagecedmente de adulteracdo por cafeina.
Contudo, a distingdo entre a cafeina de origemralatusintética somente é possivel pelo
emprego de métodos de determinacdo de abundancisgsoti®pos estaveis, que sao
sofisticados e caros (WECKERLE, RICHLING e SCHREJE2B02).
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Existem ainda outras formas de adulteragdo muitauos. No Estado do Amazonas,
existe um grande namero de fabricantes de xaropea®na e refrigerantes vendidos com o
nome de guarana, porém sao preparados pela irdgg@sa da casca (casquilho) do guarana
e nao da améndoa, que ndo tem valor no mercadgpdea;ao.

Existem ainda adulteracdes que envolvem a adicamudes produtos como
serragem e borra de café. Marx (1990) sugere que panalise do guarana € necessario,
além do doseamento da cafeina, o doseamento desgrela presenca de catequina.

Diversos autores tém proposto métodos para andlisentrole de qualidade do
guarana, sendo as metodologias propostas por ClsARas abrangentes em termos de
identificacdo e quantificacdo de marcadores quisnitbna revisdo destes métodos pode ser
observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais métodos de andlise e contimlgualidade de guarana.

Compostos identificados Método Referéncia
Cafeina, teofilina e teobromina CCD Maravalhas, 1965
Cafeina, teofilina e teobromina CCD e gravimétrico rnfaBras. 3ed, 1977

Cafeina e teofiina CLAE Belliardo, Martelli & Valle,
1985
Teofilina, teobromina e cafeina CLAE Marx, Pfe|lls;|8clger & Maia,

Catequina, epicatequina e
cafeina
1,4-dimetilbenzeno,
trimetilbenzeno, limoneno,

CLAE Marx, 1990

Soxhlet & CG/MS Benoni, Dallakian & Taraz,

estragol, anetol, carvacrol, 1996
cariofileno
Teobromina, teofilina,
catequina, cafeina e CLAE Marx & Fabricius, 1997

epicatequina

Cafeina CLAE Silva, Cortesi & Rovellini,

2000
Cafeina natural e sintética Espectrometria de massa por razao Weckerle, Richling &
isotopica - IRMS Schreier, 2002

Weckerle, Stutz &

Teobromina, teofilina e cafeina CLAE Baumann, 2003
Catecol Espectrofotometria UV Mageeal, 2003
Catequina, epicatequina e CLAE Ushirobira et al, 2004
cafeina
Cafeina natural e sintética Espectroscopia Raman iEdwizal , 2005
Cafeina, teofilina e teobromina Eletroforese capilar Sombraet a , 2005

Apesar de ja existirem métodos de andlise que amrapr a presenca e o teor do da
cafeina (natural ou sintética) nos produtos de am#arndo existe ainda um método que
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comprove tratar-se de um produto natural sem qaelqutra adulteracdo e que se possa
determinar a sua origem.

Para o Estado do Amazonas, o processo de cerdificde origem é de grande
interesse, uma vez que produtos de origem amaz@uio# é 0 caso do guarana, podem ser
cultivados em outros estados e comercializadosaomncéo “produto da Amazoénia” a fim
de valorizar o seu produto. Esta certificacdo de pmoduto amazdnico agrega um valor
significativo de mercado, especialmente no mercakierno; tanto que empresas
tradicionalmente regionais estdo cada vez maisabdsc mercados fora das fronteiras
brasileiras. E o caso da empresa Santa Claudiajgaeu a logomarca do guarana Real
Champagne, para Real da Amazonia, deixando dens@raduto estritamente consumido na
regido Norte para ganhar o territério nacionalterimacional (SUFRAMA HOJE, 2005).

Esse interesse ndo se restringe apenas a areandatas e bebidas. Empresas da
area de cosméticos comdlae Body Shop da Inglaterra, &veda dos EUA e dves Rocher da
Franca tém usado cada vez mais matérias-primasrmda@aia em seus produtos (BARATA,
2000). Portanto, estudos que permitam a certifcagiorigem e controle de qualidade por
meio de analises quimicas especializadas podemmgndefinitivamente para a agregacao
de valor aos produtos regionais de guarana.

Além disso, a busca de propriedades terapéuticasspéties vegetais com o intuito
de valorizar os produtos derivados comercializadoma pratica constante. O guarana, assim
como outras bebidas estimulantes, tem sido usadadgcom esse apelo comercial. O vinho,
o café, o cha verde, também sdo produtos de gremumo, cujas pesquisas tém sido
patrocinadas por empresas na busca de outras qua@es terapéuticas gue possam
incentivar ainda mais 0s seus consumos. Sabe-sengii@s vezes 0 efeito terapéutico das
plantas medicinais esta baseado em um efeito &tierydos seus principais constituintes
(YANG et al, 2005). Em consequéncia disso, o controle de adpai tradicional baseado na
quantificacdo apenas de principios ativos (p.efeita no guarand) isoladamente muitas
vezes ndo é adequado pela facilidade de adulteracde

Entre os métodos modernos de analise, a cromaigdigfida de alta eficiéncia
(CLAE) possui papel relevante devido a capacidaslesaparacdo e identificacdo, além de
auxiliar na quantificacdo de substancias. Prinoigate quando associada a outras técnicas
instrumentais de analise, como a espectrofotomagridV/, espectrometria de massas e mais
recentemente associada a ressonancia magnétieamnueim-se caracterizado como método
principal de andlise de extratos vegetais (HOSTEANM et al, 2003).
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O emprego da CLAE pode gerar perfis cromatograf(€3) que caracterizam os
multicomponentes de uma amostra, como uma impresBgial (“fingerprints”). A
construcdo de perfis cromatogréaficos tornou-se amrdais poderosos métodos de controle
de qualidade de plantas medicinais. Um perfil ctoguafico (“fingerprint”) €, na pratica,
uma representacdo grafica dos constituintes quémiemacteristicos da planta investigada
com o intuito de identificar e determinar um paddis constituintes quimicos observados
(GONG et al, 2004). O estabelecimento de perfis cromatograffobsnclusive capaz de
identificar diferencas entre plantas de tabacosaaté transgénicas provando ser uma técnica
importante na identificacdo de alteracdes no méitabo, aplicAvel na avaliagdo da
seguranca de alimentos e plantas transgénicas (&HD] 2004).

A figura 9 mostra o perfil cromatogréfico do extrate Ginkgo biloba desenvolvido
por Nederkasset al., (2005) para fins de controle de qualidade.
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Fig. 9 — Repetibilidade do perfil cromatogréaficaidb por CLAE do extrato d&. biloba injetado no primeiro
dia (a e b) e no dia seguinte (c e d).
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Nesse trabalho, os autores desenvolveram um PCoparérato deG. biloba por

CLAE-UV e CLAE-ELS e identificaram os principais roadores, para fins de controle de

gualidade de extratos de diferentes procedéncias.
Utilizando a analise de perfis cromatograficos dtipor CLAE, Schanebesr al.

(2003), foram capazes de identificar diferentesniptipos de espécies dghedra presentes

em material vegetal bruto, além de ainda ser cdeatlistinguir entre espécies que crescem na

América do Norte, América do Sul, Europa e Asig(ED).
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Fig. 10 — Comparacgédo de quimiotipos Eesnica da Eurasia (A)E. trifurca da América do Norte (B) E.
ochreata da América do Sul (C) por CLAE.

Nesse trabalho, procurou-se empregar a analiserfle gromatograficos obtidos por

CLAE na analise de amostras de guarana de diferenbeedéncias para o desenvolvimento

de um método de controle de qualidade mais abréamgéhrocurou-se ainda avaliar o

potencial antioxidante do guarana frente a outspga@es também consumidas na forma de

bebidas, com o intuito de agregar valor a essertapt produto regional.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar perfis cromatograficos obtidos de amosttasguarand de diferentes
procedéncias por Cromatografia Liquida de Alta iEficia e comparar a atividade

antioxidante frente a outras espécies também cadasrmomo bebidas.

2.2 Especificos

» Estabelecer metodologia de extracao;

» Estabelecer metodologia de analise por CLAE;

» Analisar amostras de diferentes procedéncias p&ECL

= Descrever 0s principais metabdlitos por CLAE;

» Avaliar a atividade antioxidante de amostras deané

* Analisar e comparar a atividade antioxidante deranécom outras espécies com

propriedades estimulantes;
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.2 Solventes

Todos os solventes usados neste trabalho forarficadas por destilacdo antes do
uso. Os solventes para preparo das amostras aaslipor CLAE foram grau CLAE. Os
reagentes usados nos ensaios foram grau analigcpadrées usados provenientes da Sigma-
Aldrich foram: (+)- catequina hidrato (minimo 98%))- epicatequina, (-)-epigalocatequina
galato de cha verde (minimo 95%), (-)- epigaloaaiteryde cha verde (minimo 98%), (-)-
galocatequina galato de cha verde (minimo 98%hrtanina (minimo 99%), teofilina anidra
(minimo 99%), &cido galico e cafeina anidra.

3.1.3 Equipamentos

e Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzwi®inence com detector UV/Vis
SPD-M20A do tipo arranjo de fotodiodos e injetotoaoatico SIL-20; bomba LC-
10ATVp e misturador de gradiente FCV-10ALVp, degfaszdor in line DEG-20A e
software de controle (LCSolution, V1.11 SP1);

e Balanca Analitica (Ohaus Adventurer AR2140);

e Balanca Semi-analitica (Ohaus Adventurer ARC120);

e Centrifuga refrigerada (Eppendorf 5804R);

e Espectrofotometro UV/Vis (FEMTO 800 XJ);

e Cubetas para espectrofotdmetro UV/Vis de vidroatqgo;

e Banho de ultrassom (Unique USC 1400);

e pHmetro digital (Digimed DM-20);

e Ultrapurificador de agua (Millipore Simplicity 185)

e Chapa aquecedora com agitacao (Fisatom 752A e 753A)

e Agitador magnético (Ika modelo Squibbs);

¢ Rotaevaporador (Fisatom 802);

e Micropipetadores automaticos (Eppendorf P10, RLBA000 mL);

e Transferidor Multipette Plus (Eppendorf);
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e Unidade filtrante com membrana filtrante de 0,22(Durapore GV Millex);
e Coluna Lichrospher 100 RP 18e (250 x 4,0 mm den},

e Coluna Lichrospher 60 RP Select B (250 x 4,0 mrb gdm),

e Coluna Lichrospher 100 NH250 x 4,0 mm de fim);

e Coluna Nucleosil C18 Supelco (250 x 4,6 mm deny;

e Coluna Shim-pack CLC-ODS Shimadzu (250 x 4,6 mrb den),

e Vidrarias diversas.

3.2 Métodos empregados

3.2.1 Obtencao das amostras

As amostras de guarana em po foram obtidas das deeproducdo de guarana no
Estado do Amazonas (Maués, Urucard, Itacoatiaramalk) e de outros estados produtores,
como Mato Grosso e Bahia, tendo-se o cuidado @eltrar com quatro amostras por estado
de diferentes fornecedores. Das 20 amostras amadisavarias foram fornecidas pelo
pesquisador Firmino José do Nascimento Filho, dBERPA-AM.

As amostras 10, 11, 13, 14, 16, 17 e 18, fornegquds EMBRAPA, sdo clones
recomendados para plantio, desenvolvidos visandaroento da qualidade (resisténcia a
antracnose) e quantidade da producado estadualn@\desses cultivares ja foram langcados e
outros serdo lancados a partir de 2009 pela emphssamostras de guarana fornecidas pela
EMBRAPA (Manaus) com excecdo da amostra 11 e asstaasoprovenientes do Mato
Grosso ndo foram beneficiadas pelo modo tradiciersmn tiveram as sementes secas ao sol e
trituradas em moinhos.

A Tabela 2relaciona as amostras analisadas e suas respguiasiéncias.
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Tabela 2- Relagdo de amostras estudadas

Amostra Descricdo Procedéncia
10 EMBRAPA Manaus - AM
11 EMBRAPA Maués - AM
12 Agrofrut - Cetru Urucaréa - AM
13 EMBRAPA 624 (clone BRS-Andira) Manaus - AM
14 EMBRAPA 2259 (clone CMU 613) Manaus - AM
15 EMBRAPA Matriz UEPAE Manaus - AM
16 EMBRAPA 2205 (clone BRS-CG 612) Manaus - AM
17 EMBRAPA 6Q (clone CMU 613) Manaus - AM
18 EMBRAPA 611 (clone BRS-CG 611) Manaus - AM
19 Fazenda Santa Maria Itacoatiara - AM
20 Guarauna Valenca - BA
21 Produtor (71) 8867-7773 Valenca - BA
28 Super polpa Maués - AM
29 Guaranapis ltubera - BA
30 Tibirica Cuiaba - MT
31 Guarana GN Cuiaba - MT
32 Guarana Frutyba ltubera - BA
33 Caiabi Alta Floresta - MT
34 Cooperagrepa Terra Nova do Norte - MT
35 Tabatinga Tabatinga - AM

3.2.2 Otimizacao da preparacéo dos extratos

A partir da amostra de guarana em p6 EMBRAPA (0° fbdam realizados diversos
estudos visando a otimizacdo da preparacdo doat@xtrOs estudos de extracdo foram
realizados por maceragdo, Soxhlet e ultrassom E@®m aquecimento) empregando nove
diferentes solventes, visando o melhor rendimetempo de extracdo e quantidade de
componentes extraidos. Os solventes testados foéken: metil-terc-butilico (MTBE),
diclorometano (DCM), cloroférmio (CHg), acetona, etanol, metanol, etanefH1:1), agua
e acetona/bD (7:3). ApOs a determinacdo dos rendimentos, tafasamostras foram
preparadas em metanol na concentragdo de 1mglmaddis em unidade filtrante de 0,22 um
e analisadas por CLAE.

e Extragdo por Ultrassom sem aquecimento
Foram pesados 10 g de p6 de guarana, adiciona@anllde solvente e extraido em

ultrassom por 30 min a temperatura ambiente. Emidago extrato foi filtrado em papel de

filtro pregueado, concentrado em rotaevaporadece até peso constante.



36

e Extragéo por Ultrassom com aguecimento

Foram pesados 10 g de p6 de guarana, adiciona@anllde solvente e extraido em
ultrassom por 30 min a uma temperatura 15 graesiamfao ponto de ebulicdo do solvente
utilizado. Em seguida, o extrato foi filtrado empphde filtro pregueado, concentrado em
rotaevaporador e seco até peso constante.

e Extracdo por Maceracao

Foram pesados 10 g de p6 de guarand, adiciona@asll@e solvente e deixado em
maceracao a temperatura ambiente por 9 dias. Emidse® extrato foi filtrado em papel de
filtro pregueado, concentrado em rotaevaporadosestéra e seco até peso constante.

e Extragéo por Soxhlet

10 g de p6 de guarana, adicionados de 300 mL dergel foram extraidos em
Soxhlet por 6 horas. O extrato foi filtrado em dage filtro pregueado e concentrado em
rotaevaporador até secura. A extragdo com acetgDa/H3) por Soxhlet ndo foi testada por

nao se tratar de uma mistura azeotrépica.

3.2.3 Otimizagdo do método de preparo de amostra

Para a analise de perfis cromatograficos de estrategetais por CLAE
(“fingerprints”) é necesséario desenvolver a melheeparacdo possivel dos seus
multicomponentes, onde se prioriza a resolucadextleilidade, em detrimento do tempo de
separacdo (velocidade de andlise). Consequentemani@eparacdo da amostra deve
considerar tais fatores.

No caso das andlises de extratos de guarana, obssevque a presenca do
componente majoritario (cafeina) limitava as aeélidos PC. Decidiu-se entdo por avaliar
diferentes formas de tratamento dos extratos obtdb forma a remover seletivamente a
cafeina e aumentar a concentragdo relativa dosisleormponentes presentes no guarana nas
amostras testadas. Foram avaliados os métodoscdgtakzacao, solubilizacdo fracionada,
particdo liquido-liquido e tratamento com,N&;.
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Devido as propriedades da cafeina avaliou-se ag@wmnda mesma partindo-se de
um extrato bruto de guarana obtido por ultrassomaeatona/HO (7:3) obtido com bom

rendimento.

3.2.3.1 Remocéo parcial da cafeina

* Recristalizacao

Pesou-se 2 gramas de extrato de guarana obtidatpgesom em acetona/d (7:3)

e acrescentou-se 20 mL dos seguintes solventea; amianol, etanol, 4gua e acetona. Em
seguida adicionou-se gradativamente 4,5 mL de aaemL de 4gua, 5 mL de 4gua, 10 mL
de metanol e 5,5 mL de 4gua respectivamente aibtse solubilizagcdo completa do extrato
com aquecimento e uso do ultrassom quando neaes&fsiextratos solubilizados foram
deixados em repouso sob refrigeracdo para reaatab. Apos recristalizacdo as amostras
foram filtradas sob vacuo, o filtrado recolhido eesiduo lavado com o solvente gelado. Em
seguida, o residuo foi lavado varias vezes conofdomio e a fracdo recolhida para avaliagdo
do rendimento apds secagem.

» Solubilizagéo fracionada
A solubilizagéo fracionada foi testada com doiveaties, DCM e CHGIno intuito
de solubilizar seletivamente a cafeina do extratb.g de extrato de guarana foi acrescentado
8 mL de solvente e o extrato solubilizado em udivas
» Particdo liquido-liquido
O método de particdo foi testado com quatro congbieside solventes. A 0,1 g de

extrato de guarana e adicionou-se 2 mL do solvénéen tubo de ensaio. Apés vigorosa
agitacao e solubilizacédo do extrato adicionou-sd_2lo solvente 2 conforme tabela 3.
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Tabela 3 — Proporcdes de misturas binarias testeedparticao liquido-liquido.

amostra solvente 1 solvente 2
(9) (2mL) (2mL)

0,1004 MeOH/H,0 (7:3)  CHCl,
0,1007 MeOH/H,0 (1:1)  CHCl,
0,1000 MeOH/H,0 (7:3)  DCM
0,1006 MeOH/H,0 (1:1)  DCM

As fases formadas foram separadas, concentradaseat#a e os rendimentos
avaliados ap0Os secagem.

=  Tratamento com NaCO3

A 1 g de extrato de guarana obtido por ultrassom egetona/kD (7:3) foram
adicionados 0,6 g de MaO; e 10 mL de agua destilada. O extrato foi homogade em
ultrassom e em seguida levado a secura em banha-mBan seguida a amostra foi extraida
por 1 hora sob refluxo com 50 mL de DCM. Apdés didfem a fragdo DCM foi reservada e o
residuo diluido em MeOH/TFA (1:1) na concentrac&oldmg/mL, pH ajustado para 3,0 e
analisado por CLAE.

A mesma metodologia foi testada com a amostra deaga em po, sendo que apoés a
extracdo com DCM o residuo foi extraido por ulibassom aquecimento durante 120 min
com acetona/kD (7:3).

3.2.3.2Extracéo sequencial

A extracao sequencial da amostra n°. 10 foi testadaos solventes MTBE, DCM e
CHCL usados para a primeira extracdo. Foram testadogtslos de extracdo por soxhlet,
ultrassom e maceragdo nas mesmas condicdes j#aeaateriormente (item 3.2.2). Apos a
primeira extracdo, o extrato foi separado e o readto avaliado apds secagem. Na segunda
extracao foi usado EtOHA® (1:1) como solvente. Igualmente o extrato obt@separado e
o rendimento avaliado ap0s secagem. As fracdeBligas e hidrofilicas foram avaliadas por
CLAE.

Devido aos resultados obtidos, o0 método de extraggéiencial por ultrassom com
aguecimento foi o mais otimizado. As amostras n® 11l foram pesadas diretamente em
eppendorf, acrescentados 1,5 mL do primeiro sodventextraidas em ultrassom com
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aquecimento. Em seguida, as amostras foram ceyadas, o extrato obtido removido e o
segundo solvente adicionado e as amostras novanetaidas em ultrassom com
aguecimento. As fracdes foram filtradas em unidéltimnte Millipore e analisadas por
CLAE. Um resumo das condi¢des testadas € apresensa@iabela 4.

Tabela 4 — Condigbes de extracéo seqlencial passtim com aquecimento.

Tempo de Tempo de
Amostra  Peso (9) Solvente 1 M . Temp (°C) Solvente 2 extracdo Temp (°C)
extracdo (min) (min)
10.1 0,1 DCM 60 25 Acetona/H20 (7:3) 60 41
10.2 0,1 DCM 120 25 Acetona/H20 (7:3) 120 41
10.3 0,1 DCM 60+60 25 Acetona/H20 (7:3)  60+60 41
11.4 0,1 DCM 60 25 MeOH/TFA (1:1) 60 50
115 0,1 DCM 60 25 MeOH/H20 (1:1) 60 50
11.6 0,1 DCM 60 25 MeOH/H20 (7:3) 60 50
11.7 0,05 DCM 120 25 MeOH/TFA (1:1) 60 50
11.8 0,05 DCM 120 25 MeOH/TFA (7:3) 60 50
11.9 0,05 DCM 30 25 MeOH/TFA (1:1) 30 50
11.10 0,05 DCM 15 25 MeOH/TFA (1:1) 15 50
11.11 0,05 DCM 30 25 MeOH/TFA (1:1) 15 50
11.12 0,05 DCM 120 25 MeOH/TFA (1:1) 30 50
10.4 0,05 DCM 120 25 MeOH/TFA (1:1) 30 50
10.5 0,05 DCM 60 40 MeOH/TFA (1:1) 30 65
10.6 0,05 CHCI3 60 62 MeOH/TFA (1:1) 30 65

3.2.4 Desenvolvimento do método de analise por CLAE

Todos os extratos obtidos foram analisados por CLA& condigbes de analise
(preparo de amostra, eluicdo e deteccdo) foramnida$ visando a obtencdo dos perfis
cromatograficos de forma a possibilitar a melhgoasacdo possivel e menor tempo de
andlise. As andlises foram realizadas a temperatoniziente e as condicdes de deteccdo
foram otimizadas para obtencdo do melhor sinaiticwl

Todas as amostras foram preparadas na concentdacdomg/mL e filtradas em
unidade filtrante Millipore antes de serem injed® desenvolvimento do método
cromatografico para obtencdo do “fingerprint” emenl além dos estudos de preparo da
amostra, testes com diversos tipos de colunasestestn modo isocratico e gradiente,
variacbes na composicdo da fase mével e tempo @késenAs colunas testadas foram:
Lichrospher 100 RP 18e, Lichrospher 60 RP Seledii&;leosil C18 Supelco, Shim-pack
CLC-ODS Shimadzu e Lichrospher 100 Nhbdas empacotadas com particulas esféricas e
porosas de 5 um em colunas de 250 x 4 mm (comptanxesiametro interno).
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3.2.5 Preparagdo da amostra para analise do perfil cromaigrafico e quantificacdo de

cafeina nas amostras

As amostras empregadas nas analises de perfis tognaicos foram obtidas da
seguinte forma:

A 50 mg de amostra pesada em tubos Eppendorfoadisise 1,5 mL de DCM e
extraiu-se em ultrassom por 60 min a 40°C. Em gagai amostra foi centrifugada a 20.000
rcf por 1 h. O sobrenadante (fracdo DCM) foi cu@sainente retirado, filtrado em unidade
filtrante Millipore, injetado em CLAE (20 ulL) e disado pelo método de andlise de perfis
cromatograficos. O residuo foi deixado secar a éeatpra ambiente, em seguida,
acrescentou-se 1,5 mL de MeOH/TFA (0,05%), e axtsaiem ultrassom por 30 min a 65°C.
Em seguida, o extrato MeOH/TFA foi centrifugaddiyddo e injetado em CLAE (20 pL )

pelo método de andlise de PC.

3.2.6 Método de analise de perfis cromatograficos de guané e quantificacdo de

cafeina nas amostras

ApOGs os testes iniciais com diversas colunas eestd¢ 0 método de analise foi
otimizado empregando-se coluna Nucleosil C18 Sopfcum), 250 x 4,6 mm, fluxo 1
mL/min, volume de inje¢cdo 20 pL, amostra diluida &meOH/TFA (1:1) e eluente
MeOH/TFA (0,05 %) em modo gradiente da seguintenér0-5 min MeOH/TFA 7:93, 7-25
min MeOH/TFA 15:85, 27-47 min MeOH/TFA 18:82, 48-66n MeOH/TFA 22:78, 62-90
MeOH/TFA 26:74 (método de andlise) e de 92-102 meitornando a condicao inicial
MeOH/TFA 7:93 (recondicionamento da coluna), fadeadeteccéo 190-400 nm.

3.2.7 Identificacdo dos principais metabdlitos por CLAE

A identificacdo dos principais metabdlitos no pgecfomatografico do guarana foi
adotado o método de padronizacdo externa pela cadled padrdoes em concentracdes
conhecidas ao extrato de guaranad. Os marcadoresicqai estudados foram, além das
metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilinapvéindides e outros polifendlicos, como
catequina (C), epicatequina (EC), galocatequina ){(G@alocatequina galato (GCQG),
epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato Q&% e acido gélico (AG). Esses
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polifenolicos foram selecionados por terem sidoewmtmente identificados em outras
espécies vegetais consumidas também como bebiitaslastes.

Inicialmente os padrdes foram preparados na coragg@d de 1 mg/mL em MeOH e
injetados isoladamente no método de andlise despendmatograficos. Foram injetados
diferentes volumes (20, 5 e 1 uL) em diferentes didim de se estabelecer uma média nos
tempos de retencaog]te também avaliar a concentracdo de amostra jdgal se obter um
melhor fator de resposta (area do pico/concentrdodoadréo). A fim de se obter uma clara
resposta na coeluicdo com padrdes, multiplicou-8eea observada para o pico em questéo
por dois e chegou-se a provavel concentragdo dé@@adser coinjetada no método.

A mistura de padrdes foi preparada adicionandodsetglades exatas das solucdes
mae (1mg/mL) e o volume completado para 1000 puL solcdo de MeOH/TFA 0,05%
(1:1). A preparacao da mistura de padrdes foizaddi conforme descrito na tabela 5.

Tabela 5 — Concentracéo dos padrdes na misturadiégs.

Padréo C (ug/mL)
acido galico (AG) 20
galocatequina (GC) 10
teobromina (TeoB) 10
teofilina (TeoF) 10
catequina C 200
epigalocatequina (EGC) 20
epicatequina (EC) 200
epigalocatequina galato (EGCG) 200
galocatequina galato (GCG) 50

A solucéo de padrdes assim preparada, foi analad@LAE no mesmo método de
andlise de PC a fim de se verificar o efeito deim@iendmeno de variacdo da eluicdo de um
determinado componente, isto é variacdo gode uma substancia pura ou da mesma
substancia numa mistura, devido as interacdesnoleculares).

Finalmente, para a identificacdo dos picos no ctograma da amostra foram
efetuadas vérias coinje¢Bes da amostra e da migypadrdes e em alguns casos da amostra
com o padrdo isoladamente a fim de identificar rmatograma da fracdo hidrofilica da
amostra o provavel pico correspondente a cada@adra
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3.2.8 Avaliagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do guarana foi determingua diferentes ensaios
juntamente com outras espécies vegetais usadas loelidas e com atividade estimulante
para fins de comparacdo. As espécies analisadam:faha pretoGamellia sinensis), cha
verde Camellia sinensis), erva mate I{lex paraguaiensis), café Coffea arabica) e cevada
(Hordeum vulgare). No caso do guarana, foram testadas duas amdsimaecidas pela
EMBRAPA-AM, uma seca ao sol (n° 10) e a outra paddodo tradicional, ou seja, sementes
torradas em fornos de barro (n° 11). As amostrasrfpreparadas pelo método da infusdo em
agua fervente por 10 min na concentracdo de 10emgddem 1 mL de agua. Em seguida,
foram filtradas em funil de Bluchner e centrifugadastra por¢cdo do extrato aquoso assim
obtido foi levada ao rotaevaporador, o residucsfeaiitio e levado a secura para determinacdo
do teor de extrativos. Em todos o0s ensaios, a ag@a@doi empregada como substancia

controle.

e Quantificacdo de fendlicos totais

Este ensaio baseia-se na quantificacdo de compdstodlicos totais por
espectrofotometria utilizando o reagente de Folocé@lteu (Veliogluet al., 1998). As
amostras foram preparadas por infusdo (10 min) &guma Mili-Q nas concentrac¢des iniciais
de 10 mg de p6é em 1 mL de &gua, centrifugadas&dfiis em papel. Para cada amostra foram
realizadas diluicbes em agua a partir da solucé®-mém de se obter valores de absorbancia
dentro da curva de calibragcéo previamente elaborada

A 0,2 mL da solugéo da amostra adicionou-se 1,5mteagente de Folin-Ciocalteu
(diluido 10 vezes). Apds 5 min, adicionou-se 1,5 aelsolugdo de bicarbonato de sodio (60
g/L) e deixou-se incubar por 90 min. O branco faiparado adicionando-se 0,2 mL de agua
Mili-Q a 1,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu {éilo 10 vezes) e 1,5 mL de solugédo de
bicarbonato de sédio (60 g/L). A absorbancia foditi@ em espectrofotbmetro a 725 nm em
cubeta de vidro.

A curva de calibragéo foi preparada utilizando-@aa padréo o acido galico diluido
em metanol. Partindo-se de uma solucdo mée a 1 lmdoram preparadas por diluicéo,
utilizando pipetador automatico, solu¢bes de 0@30; 0,20; 0,10 e 0,05 mg/mL para
obtengcdo da curva, seguindo o procedimento nornaah @ realizagcdo do teste. O
procedimento foi realizado em duplicata.
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O resultado obtido pela extrapolagdo na curva didbragdo foi expresso em

equivalentes de acido gélico em mg/g de amostra.

e Teste da capacidade redutora de ferro — FRAP

O ensaio denominado FRAP (“ferric reducing antiaxid power”) vem sendo
empregado para comparar o poder antioxidante derediles amostras com o teor de
compostos fendlicos em diversos estudos com exstratgetais aquosos (Tsaial., 2002;
Wong, Leong e Koh, 2005). O método baseia-se nacéeddos ions Bépara F&', em pHs
baixos, na presenca de tripiridil-triazina (TPTZyja formacdo de complexo com?Fe
(coloragao azul), causa uma alteracéo na absong&®2 nm (Benzie e Strain, 1996).

Solucdes aquosas de’Feas concentracdes de 125 — 2000 pmol/L (RESEB0 —
Sigma) foram usadas para calibragdo. O reagenté®HBApreparado fresco misturando-se
2,5 mL de solugéo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de solugaloreto férrico 20 mM em 25 mL
de solucédo tampédo de acetato de sédio 0,25 M (pH 3,

A avaliagdo das amostras efetuou-se da seguinteafoa 0,1 mL da amostra
adicionou-se 0,3 mL de agua Mili-Q e 3 mL do regeRRAP. Apds 4 min de incubacéo a
temperatura ambiente mediu-se a absorbancia enm898m cubeta de vidro. O branco foi
obtido com agua no lugar da amostra. As amostrasnfpreparadas no dia do ensaio por
infusdo (10 min) nas concentracdes iniciais de 1§ de p6 em 1 mL de agua e
posteriormente diluidas em agua a fim de se okwrltados dentro da curva de calibracao

previamente realizada.

e Determinacao da atividade antioxidante pelo sequestde radicais livres DPPH

Esse ensaio mede a capacidade de sequestro daigddices com o reagente
radicalar 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). Aofma radicalar é estavel e de coloracdo roxa
e ao ser reduzida a sua forma néo radicalar mudaapeoloracdo amarela (Bragtaal, 2002
e Choiet al, 2004).

O ensaio fotométrico com DPPH € baseado na detag@unda concentracdo de uma
amostra capaz de sequestrar 50% de radicais blresna solucdo de DPPH. As amostras
foram preparadas a partir dos extratos aquososs s#iiidos em etanol em diferentes

concentragoes.
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A 2,5 mL de cada amostra foram adicionados 1 misalecio de DPPH a 0,2
mg/mL (recém preparado em etanol) e apos incubagé80 min, ao abrigo da luz, mediu-se
a absorbancia em 518 nm em cubeta de vidro. O drfanpreparado adicionando-se 1 mL de
etanol a 2,5 mL da amostra e o controle adicionasedd mL da solugdo de DPPH a 2,5 mL
de solvente (EtOH). Como padrdo de referéncia gsoa- catequina. Foram preparadas
diferentes concentragbes da cada amostra. As @sislb medidas foram entdo expressas em

porcentagem de capacidade de sequestro (CS) diwammm a seguinte formula:

% CS =100 — [(Abgnostra AbSyrancd X 100 / Abgontrold

Depois de calculadas as porcentagens de capadaeéasieguestro, plotou-se grafico
de % de CS pela concentracdo da cada amostra\edgter regressao linear dos pontos. A
partir da equacdo da reta obtida calculou-se & @Bantidade de amostra necessaria para
sequestrar 50% dos radicais livres de DPPH), edfaagdo-se o valor da concentracao para %
CS igual a 50.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparagao dos extratos

Os resultados de teor de extrativos sdao apresentamldGrafico 1.0s melhores
rendimentos de extracdo foram obtidos com mistwrasdlventes EtOHADO (1:1) e
Acetona/HO (7:3) pelas técnicas de ultrassom com aquecimemtoeracdo e soxhlet. Os
solventes lipofilicos (MTBE, diclorometano e clayohio), apresentaram os mais baixos
rendimentos, em todos os processos testados. @snsed hidrofilicos (dgua e acetona)

também nao tiveram bons resultados.

B Ultrassom

Rendimento (g %)

O Ultrassom com aquecimento
O Maceragéo
O Soxhlet

Gréfico 1 — Rendimento das extracdes por diferant&sdos em diferentes solventes.

Observou-se ainda que a técnica de extracdo pdmleddwi a mais eficiente para
todos os solventes. Contudo essa técnica normamet pode ser empregada para uma

combinacéao de solventes.
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ApGs a determinacéo do teor de extrativos, ostestfaram analisados por CLAE, a

fim de detectar possiveis diferencas qualitativasngtabolitos extraidos. As condi¢des de

analise foram: coluna Lichrospher 100 RP 18e (5, 25) x 4 mm, fluxo 1 mL/min, fase

movel MeOH/HO (20/80), volume de injecdo 20 pL, tempo de a@dli® min, faixa de

deteccdo 190-400 nm, amostra 1 mg/mL em metanohoGms perfis cromatogréficos foram

semelhantes para todas as técnicas, sdo apresentedoFigura 11.os diferentes

cromatogramas obtidos apenas por maceracéo comsasveolventes (R = rendimento).

DAU(10)
{PDA Chi (254nm) x 1.00

Diclorometano — R =5,50 %

RALGAL0)

3.04PPA Ch (254nm) x 1.00

MTBE -R =2,76 %

NAU(x10)
6.07PDA Ch (254nm) X 1.00

Metanol — R = 20,28 %

(40)
AChL (Z54nm) X 1.00

Cloroférmio — R = 4,61 %

NAU(x10)
PPA Chi (254nm) x 1.00

Acetona—-R =7,24 %

NAU(x10)
PDA Chi (254nm) x 1.00

Agua-R =15,32 %
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AU (x10)
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A (0)
[PDACh1 (254nm) x1.00

00 50 10.0 150 20.0 250 30.0 8.0 400 450 50.0 55.0

Etanol— R =9,52 % Etanol/Agua (1:1) — R = 24,08 %

AU(X10)
PDA]

Acetona/Agua (7:3) — R = 23,45 %

Fig. 11 — Cromatogramas dos extratos obtidos paeragéo a frio da amostra 10.

Pela analise dos cromatogramas pode-se notar qgoedvestes mais lipofilicos como
cloroférmio, diclorometano e MTBE se mostraram easade extrair praticamente somente a
cafeina das amostras com rendimento bastante baixtermos de extrato total, ndo sendo
viavel sua utilizacdo quando se pretende obter enfil pom o maior nUmero de constituintes
possivel.

Em todos os extratos nota-se presenca majoritarizafbina, em relacdo aos outros
constituintes (analise do percentual das areapidos). Nos extratos obtidos com mistura de
solventes, observou-se uma extragdo de um maioenaicle constituintes, porém ainda
limitada pela presenca majoritaria de cafeina roates.

Considerando esses resultados e que o objetivorath@lio foi de analisar os
metabolitos produzidos e acumulados em sementgeatana, constatou-se que as amostras
deveriam sofrer um tratamento que minimizasse sepga majoritaria da cafeina, de forma a
intensificar a detec¢cdo dos demais componentesanfavaliados diferentes métodos de

tratamento de amostra, pré e pés-extragao.
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4.2  Estudos para remogéao de cafeina pds-extracéo.

Os estudos para a remocdo da cafeina por readstat foram baseados na
facilidade de recristalizacdo da cafeina (MARIA éOREIRA, 2007), porém, ndo se
mostraram satisfatérios devido a dificuldade denfigdo de cristais. Em alguns casos houve
a formacédo de um precipitado amorfo, porém de aQ@ escura indicando a precipitacdo de
outros constituintes além da cafeina. As condiedesultados encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Estudos de recristalizacéo da cafeina

Amostra Solvente 1

5 (20 mL) Solvente 2 Obs
2,0030 H,O Acetona (4,5 mL) n&o formou cristal, pp
2,0017 MeOH H,O (7 mL) nao formou cristal, pp
2,0030 EtOH H,O (5 mL) nao formou cristal, pp
2,0026 H,0 MeOH (10 mL) n&o formou cristal, pp
2,0000 Acetona H,O (5,5 mL) nao formou cristal

O procedimento de solubilizacdo fracionada se hases resultados obtidos de
extracdo por solventes lipofilicos (MTBE, DCM e Cl)Cque indicaram ser seletivos para a
cafeina. Contudo, também ndo se mostrou viaves, pd houve solubilizacdo dos extratos
nos solventes testados.

Ainda com base nesses resultados, testou-se aaémiparticdo liquido — liquido
com os extratos obtidos com rendimentos superidremnalise cromatografica das fracdes
obtidas por particdo liquido - liquido (Figura IBpstrou que, como esperado, houve uma
intensificagao do sinal referente aos demais domn#es (cromatograma b), em detrimento da

remocdao da cafeina.

nAU (100)
[PDA ChI (254nm) x 1.00

(@)
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NAU (x10)
4.0-]PDA Ch1 (Z54nm) x 1.00

(b)

Figura 12 — Cromatogramas das fracdes (a) lipafi@HCk e (b) hidrofilica MeOH/HO (7:3) obtidas por
particdo de extrato de guarana obtido por ultrassmmEtOH/HO (1:1).

Contudo a analise do rendimento das fragBes (Tabeladicou que a fracao
lipofilica extraiu ndo apenas cafeina, pois anglg®vias de quantificacdo de cafeina nessa

amostra indicaram um teor de cafeina de 4,68 %.

Tabela 7 — Resultados dos estudos de particaaldidigiuido com a amostra @& guarana.

R fracdo R fracéo
Solvente 2 lipofilica hidrofilica

(%) (%)
0,1004 MeOH/H,0 (7:3) CHCl,4 18,92 73,80
0,1007 MeOH/H,0 (1:1) CHCl,4 12,91 78,45
0,1000 MeOH/H,0 (7:3) DCM 13,90 79,50

0,1006 MeOH/H,0O (1:1) DCM 11,93 85,88

Amostra Solvente 1
(9) (MeOH/H,0)

O tratamento de amostras de guarana para a rerdegédeina também foi avaliado
pelo método de extracdo sequiencial envolvendo undeaolventes (lipofilico seguido de
hidrofilico). Esse tratamento foi baseado nos tadok preliminares de extracdo, que
indicaram que os solventes lipofilicos, especiabe&CM e CHCI3, eram bastante seletivos
para a cafeina e os hidroalcodlicos, aqueles coir ro@pacidade de extracao.

Os resultados dos teores de extrativos da avalidgaprocedimento de extracao
sequencial podem ser vistos na Tabela 8.
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Tabela 8- Rendimentos de extracao seqliencial da amostra 10.

Amostra Solvente Soxhlet Ultrassom Maceragéo

9) R (%) R (%) R (%)
MTBE 4,07 3,90 3,33

10,00 EtOH/H,0 (1:1) 24,60 20,71 21,40
DCM 4,40 2,26 3,10

10,00 EtOH/H,0 (1:1) 25,56 20,83 21,07
CHCI3 4,89 3,45 2,02

10,00 EtOH/H,O (1:1) 23,78 23,40 20,54

A eficiéncia do procedimento de extracdo sequerfoiabvaliada por CLAE. Os
solventes lipofilicos, usados para a primeira €&oa se mostraram seletivos na remocao da
cafeina, pois houve menor remoc¢édo dos demais tdngts da amostra se comparados com

0s outros métodos testados anteriormente (Figdg & 15).

(x100) NAU (x10)
PPA ChI (Z54nm) x1.00 PDA Ch1 (Z54nm) x 1.00

(b)

Area do picc @ .
o] 6.854.528

L .
000 H T T T T T T T T T g 0.05

00 50 160 150 26,0 250 36.0 350 400 450 500 550 min 00 50 160 150 200 250 30.0 35.0 400 450 56.0 550 | min

Fig. 13 — Extracao seqiiencial por Soxhlet com @Eige (b) EtOH/HO (1:1) da amostra 10

nAU (x100) NAU (x10)
1.25-[PPA Ch1 (254nm) X 1.00 PDA Ch1 (Z54nm) x1.00

Area do picc (a) ")
o75] 3.470.434 o

(b)

nnn~u 0.0
0.0

50 160 150 26,0 250 36.0 350 400 450 500 550 min 0o 50 160 150 200 250 36.0 350 400 450 56.0 550 min

Fig. 14 — Extracao seqiiencial por Soxhlet com @M (b) EtOH/HO (1:1) da amostra 10

nA Al

U (x100) U (x10)
PDA Ch1 (Z54nm) x1.00 [PDA Ch1 (Z54nm) x 1.00

(b)

Area do picc (a)
1.626.988

Fig. 15 — Extracéo sequencial por Soxhlet com (8B e (b) EtOH/HO (1:1) da amostra 10
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Pela andlise das areas do pico da cafeina podersduic que o cloroférmio se
mostrou mais eficaz na extracdo da mesma se codgpa@nm o DCM e MTBE, dados
confirmados pelos métodos oficiais recomendadoditeratura para extracdo e doseamento
de cafeina (FARMACOPEIA BRASILEIRA e AOAC).

Devido a esses resultados obtidos, testou-se praminar do NaCOs na extracao
sequencial. Esse procedimento se baseou na prageieth cafeina em meio basico de se
manter na sua forma ndo protonada e favorecer assina extracdo em solvente lipofilico
(DCM), porém este tratamento mostrou-se capaz téefenir com 0s outros constituintes da
amostra prejudicando a obtencdo de um bom peofihatogréfico.

Os perfis cromatograficos das fragfes hidrofilicastraram picos sem resolugéo e
com capacidade de separacéo inferior quando codgmse® extrato integral sem tratamento.
A comparacgéo pode ser observada na Figura 16.

nAU (x10)
{PDA Ch1 (254nm) x 1.00

9.04

(a)
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nAU (x10)
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nAU
{PDA Ch1 (254nm) x 1.00

9.04
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Fig. 16 - Cromatograma do extrato integral obtido gltrassom com aquecimento (a), cromatogramaeg@d
Acetona/HO de extrato integral de guarand obtido por ulth@ssapds tratamento com XED; (b),

cromatograma da fracdo AcetonglHde amostra de guarand obtida por extracdo sagqligretada com
Na,CO; e neutralizada antes da extracao (c).

4.3 Desenvolvimento de método de andlise por CLAE

A CLAE em fase reversa € normalmente a primeiralkacpara a maioria das
amostras. E mais conveniente e reprodutivel doogtras formas de cromatografia liquida e
mais provavel de promover separacdes satisfatdosgsonstituintes das amostras (SNYDER,
1997).

O desenvolvimento do método de analise dos padimatograficos por CLAE foi
realizado com a fragdo hidrofilica (EtOHM) de extrato de guarana em poO obtido por
extracdo sequencial em Soxhlet. Foram testaddalmiente 0 modo isocratico (composicao
da fase mével constante) e gradiente (composic@@sdamovel variavel).

4.3.1 Modo Isocratico

A partir dos cromatogramas mostrados na Figurgpfdparagcéo dos extratos) pode-
se observar que todos os constituintes eluiranollea nos primeiros 25 min de andlise. Na
tentativa de se obter uma melhor separacao desssttaintes e baseado nas propriedades da
cromatografia em fase reversa onde, o aumento ldaiqarle da fase mével promove uma
diminuicdo da for¢a de eluicdo do solvente, maeiencdo dos constituintes na coluna e
consequentemente uma melhor separacao, a progtagdase movel foi inicialmente alterada
de MeOH/HO 20:80 para 10:90. As condi¢Bes de analise focaitana Lichrospher 100, RP
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18e (5 um), 250 x 4 mm, fluxo 1 mL/min., fase moxtOH/H,O (10/90), volume de
injecdo 20 uL, tempo de analise 60 min, faixa deago 190-400 nm, amostra 1mg/mL em

metanol. A figura 1mostra o cromatograma obtido nessa condigéo.

mAU (x10)
{PDA Ch1 (254nm) x 1.00

3.0

251
201
154
104

0.5

0.0 T T T T T T T T T T T —T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Fig. 17 — Cromatograma da fracéo hidrofilica doawtde guarana obtido por extracdo seqiiencialal& —
fase mével MeOH/ED (10:90).

A separagdo em modo isocratico € aconselhdvel quandariacdo do tempo de
retencdo dos picos eluidos é relativamente pequEssa variacdo pode ser determinada pela

seguinte equacao:

Atr/tc onde : Atg = tgdo Ultimo pico eluido -gdo primeiro pico

tempo de andlise

Assim sendo, no caso acima temdig/tc = 46 — 0,85/ 60
AtR/tG = 0,75

Valores maiores que 0,5 indicam que uma eluicdo raodo gradiente é
recomendavel (SNYDER, 1997). Também se pode ohsguaas substancias mais polares
eluiram praticamente todas juntas sem qualquerragf@ no inicio do cromatograma,
indicando ser necessario reduzir ainda mais a ptdpade metanol na mistura. Todos esses

resultados indicaram a necessidade do emprego do gradiente.
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4.3.2 Modo Gradiente

Os estudos em modo gradiente se iniciaram com asaecondi¢cdes anteriores,
alterando-se apenas a fase movel. De inicio testoa-mistura ACN/HD nas seguintes
condi¢des: 5:95 (0 min) com gradiente linear (1®m)naité chegar a 20:80 permanecendo
isocratico nessa proporcao até 50 min e retornara@mdicdo inicial até o final da corrida (60
min).

A partir dai foram testadas variacbes no gradiel@eACN/HO, com separacdo
parcial dos constituintes (figura 18). Em seguiglstdu-se o uso da fase aquosa acidificada
com acido trifluoracético (TFA) a 0,05% (pH 2). Ontrole de pH em CLAE favorece com
gue prevalecam substancias em uma das suas foissasidda ou ndo dissociada, o que gera
picos mais simétricos e melhor separacdo dos twinséis da amostra (figura 19) (SNYDER,
1997).

mAU (x10)
10.04PDA Ch1 (254nm) x 1.00

9.0]
8.0
7.0
6.0]
5.0
407
3.04
2.0
1.O§L

001 P

0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 45.0 50.0 min

Fig. 18 — Cromatograma da fragdo EtOpHtia amostra 10 — fase mével ACMIHnas seguintes condig¢des: O-
15 min (1:99), 20-45 min (25:75), retornando a ég@al inicial em 50 min permanecendo até o finatalaida
(55 min).
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Fig. 19 — Cromatograma da fracao EtOpfdHla amostra 10 — fase mével ACMNMH(TFA 0,05%) nas seguintes
condic¢des: 0-15 min (2:98), 18-57 min (10:90), meémdo a condi¢éo inicial em 60 min.
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N&o se observou uma melhor separacdo para o medieigie com uma mistura
ACN/H,0. Procurou-se entdo testar o uso de gradienteactase mével MeOH/TFA. Essa
mistura promoveu uma melhor separacdo dos comsgtuisendo que a programacao de
gradiente apresentado na figuraf@Dtestado em diferentes colunas de fase revgrsa-18
com particulas esféricas e porosas: LiChrospherRI®A8elichrospher 60 RP — Select B,
LiChrospher 100 Nk Nucleosil C18 — Supelco e Shim-pack CLC-ODS Shimadz
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Fig. 20 — Cromatogramas do teste com colunas ddi8 — LiChrospher 100 RP 18e (a), LiChrospheRB0O-
Select B (b), Nucleosil C18 (c) Shim-pack CLC-ODiSnsadzu (d) e LiChrospher 100 MKe) em gradiente
MeOH/TFA (0,05%), nas seguintes condi¢bes: 0-5 (#i@3), 7-25 min (15:85), 27-37 (27:73), 39-68 33:
70 min retornando a condicao inicial, fluxo 1 mbAmi

Essas colunas sdo empacotadas com fases estasogad apresentam entre Si
pequenas diferengas, mas responsaveis por umarrsefheracéo (Tabela 9).

Tabela 9 Caracteristicas principais das colunas de fasesawpo C-18 avaliadas.

Tamanho dos poros

Coluna % de C A)
LiChrospher 100 RP-18e 21 100
LiChrospher 60 RP Select B 12 60
Nucleosil C-18 25 100
CLC-ODS Shimadzu 20 150

C = Cobertura média
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Dentre as colunas testadas, aquela que apresemtibores resultados (resolucéo,
simetria de picos e fator de retengédo) foi a colbheleosil C-18, uma coluna do tipo
“endcapped”, que elimina os grupos silandis resgjuasponsaveis por uma maior interagdo
de substancias ionizaveis com a fase estacionaria.

Uma vez selecionada a coluna, procurou-se testwlhv@nte a ser empregado na
solubilizacdo da amostra. A solubilizacdo da anaostn solvente com composi¢éo préoxima a
da fase movel normalmente é a melhor opcdo comodnéte preparo da amostra (CIOLA,
1998). A figura 21mostra claramente um melhor resultado para amodtsaslvidas em
MeOH/TFA 0,05% (1:1) do que em metanol (apresentaa@digura 19 c) para 0 mesmo

sistema gradiente.

nAU (x1,000)
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Fig. 21 — Cromatograma da fracéo EtOpdHla amostra 10 obtido nas mesmas condi¢des deaFi§uColuna
Nucleosil C-18, amostra 1mg/mL dissolvida em MeQFKT0,05% (1:1).

Considerando os resultados até entdo obtidos, noce trabalhar na otimizagéo
final do método que conciliasse uma melhor resolus&nsibilidade (nivel de deteccao),
reprodutibilidade e tempo de preparo de amostra.

Testou-se por fim a extracdo sequencial em ultragzon uma fase lipofilica e outra
hidrofilica MeOH/TFA (1:1). A fase hidrofilica fopreparada diretamente em mistura de
solvente igual ao empregado na fase mével usadaébodo cromatografico, o que facilitou
também o procedimento de preparacdo das amostrpgejddo existe a necessidade de se
obter extrato seco. A figura 22 mostra o cromatomgrde uma amostra obtido num gradiente:
0-5 min MeOH/TFA (7:93), 7-15 min MeOH/TFA (17:83)7-22 min MeOH/TFA (25:75),
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24-50 min MeOH/TFA (30:70), 52-58 min MeOH/TFA (85), 60-70 min MeOH/TFA
(7:93).

nAU (x10)
[PDA Ch1 (254nm) x 1.00

10.04

5.01

2.54

Fig. 22 - Cromatograma da fracdo MeOH/TFA (1:1)ad#stra 11 obtido nas seguintes condi¢fes: faselmov
MeOH/TFA (1:1) — 0-5 min (7:93), 7-15 min (17:83){-22 min (25:75), 24-50 min (30:70), 52-58 min:6&
60-70 min (7:93).

A partir dessa condicdo, foram testados diversisraas com pequenas variacoes a
fim de se obter a melhor separacdo dos constituidteondicao final adotada para obtencéo
do “fingerprint” € mostrada na Figura 23 (a).

A obtengcdo de um bom perfil cromatografico para fite controle de qualidade,
requer a visualizacdo do maior nimero de constésifpicos) por isso, dentre 0os solventes
testados que se mostraram mais especificos pamaa@io da cafeina pode-se concluir, pela
andlise dos cromatogramas da Figura 24, que aag@io de DCM como primeiro solvente na
extracdo sequencial promoveu a extracdo mais\selddi cafeina e menor extracdo de outros
constituintes, apenas 6 picos, de interesse pdemgin do fingerprint. A amostra extraida
primeiro com cloroférmio detectou 26 picos, competendo, portanto, a analise dos mesmos
na outra fracdo de andlise do perfil cromatografico
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Fig. 24 — Extracao seqliencial com aquecimento ed®CM, (b) MeOH/TFA, (c) CHGle (d) MeOH/TFA.
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O método final adotado para analise de todas asteasofoi obtido em coluna
Nucleosil C18 (5 pm) Supelco (250 x 4.6 mm) em gnaigé binario solucdo aquosa de TFA
(0,05%) e metanol: 0-5 min MeOH/TFA (7:93), 7-25nnileOH/TFA (15:85), 27-47 min
MeOH/TFA (18:82), 48-60 min MeOH/TFA (22:78), 62-8OH/TFA (26:74) (método de
andlise) e de 92-102 min retornando a condicdo ialnioVieOH/TFA (7:93)
(recondicionamento da coluna), fluxo 1 mL/min. Quvoe de inje¢éo adotado foi de 20 puL e
0os cromatogramas obtidos entre 200 e 400 nm (figBya

Dois critérios foram adotados para a escolha dopdomento de onda adequado:
namero de picos detectados e fator de assimetra pims. O cromatograma em 3D
demonstra que a maioria dos constituintes tevermadsorcéo entre 200 e 300 nm e de 15 a
80 min (figura 23 b).
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I i ‘:-:_ 1000I|-|':en5|ty
00 [} . 500
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Fig. 23 — Cromatograma obtido em 254 nm (a) e ctognama em 3D (b) de amostra de guarana obtido pelo
método otimizado.
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4.4  Descricdo dos principais metabdlitos por CLAE

Uma vez otimizado o método de andlise, procuroidsatificar os metabdlitos
presentes, a partir de padrdes comerciais dispisrdeefendlicos (taninos) e metilxantinas. O
resultado da injecdo isolada dos padrbes paraifidagfio dos respectivos tempos de
retencdo g) pode ser visto na Tabela 10.

Observou-se que uma pequena varia¢cado no pH danfagel MeOH/TFA (1:1) teve
uma grande influéncia no tR dos padrdes. A pagstal conclusdo as analises subsequlentes
foram efetuadas com pH controlado ajustado pata2@O05.

Na sequéncia, com o intuito de verificar o efeiondatriz entre os constituintes, 0s
padrdes foram injetados em mistura no método desadw para analise do guarana. O
resultado pode ser visto na figura 25.

Tabela 10 — Médias dog dos padrdes injetados isoladamente (duplicata)acwariacédo de pH da fase madvel.

tg (Min)  tg (mMin)

Padrao pH2,30 pH2,0
Acido galico (AG) 11,95 11,27
Galocatequina* (GC) 18,62 17,61
Teobromina (TeoB) 22,55 21,9
Teofilina (TeoF) 32,38 30,69
Catequina (C) 34,96 34,35
Epigalocatequina (EGC) 37,33 35,43
Cafeina (Caf) 54,52 52,15
Epicatequina (EC) 58,89 58,44
Epigalocatequina galato (EGCG) 60,29 57,51
Galocatequina galato (GCG) 81,25 78,85

A analise do cromatograma da figurar@dstra que os padrdes quando injetados em
mistura apresentank tum pouco diferentes dos tR quando injetados isotashte. Este
comportamento (efeito de matriz) dificulta a idBoticdo das substancias na amostra.
Procurou-se entdo fazer o método de adicdo de gadeinostra e realizar a identificacédo
pelo aumento do pico correspondente no cromatogfaoeuicdo de padrdo). Realizou-se
ainda a comparacao dos espectros UV (extraidomdstea com o dos padrdes).
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Fig. 25 — Cromatograma da mistura de padrbes digpigranalisado no método otimizado

Contudo, tais técnicas se mostraram inconclusiaaa @ maioria dos padrdes, pois

alguns constituintes se encontram em concentrapdée baixas na amostra ou sdo eluidos

com outras substancias.

O &cido galico, quando eluido com a amostra foeatatlo a 11.97 min, porém,

dentre os possiveis picos na amostra, 10.85 e 13iri,9 primeiro ndo foi possivel extrair

UV (muito diluido) e o segundo nédo coincide conspeetro UV do padrao (figura 26).
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Fig. 26 — Cromatograma da amostra (a), amostralrdpdb) e espectro UV do pico extraido em 13.19 (i
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UV do provavel pico correspondente na amostra ers56nin, corresponde ao do padréo

A epicatequina quando eluida com a amostra foicthda a 59.86 min. O espectro

(figura 27).
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Fig. 27 — Cromatograma da amostra (a), amostralrapdb), espectro UV do pico em 59.65 min (IP91pPna
amostra (c) e espectro UV do padraocmax 199, 279 nm (d).

Para a epigalocatequina, a figura 28 (c) mostranpliacédo da regido onde houve
aumento do pico em 41.02 min, sendo analisado @ gne 39.68 min (b) na amostra cujo
espectro ndo coincide com o espectro do padraoZ8jg

nAU

1254nm,4nm (1.00)
357

58.775

30 Amostra + EGC

(b)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 min



65

nAU

:254nm,«§1m (1.00)

o™

Amostra (a)

5.0

2.54

40.0 450 min

nAU
64254nm,4nm (1.(ﬂ@
] ~

Er: Amostra + EGC
(©

13.631

6176

Fig. 28 — Cromatograma ampliado da amostra (ajpatagrama da amostra + padrdo (b) e da amostrdrégpa
ampliado (c).
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Fig. 29 — Espectro UV do pico em 39.68 min na amo8P — 0.95) (a) e espectro UV do padrdomax 218,
270 nm (b).

Na coeluicdo com a epigalocatequina galato foialatl® aumento do pico em 62.51
min. Os provaveis picos correspondentes na amestré2.70 e 64.16 min tem seus espectros
demonstrados na figura 30 e se mostraram difereoteadrao.
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Fig. 30 — Cromatograma da amostra (a), amostralfpgb), espectro UV do pico extraido em 62.70 (RiPI
—0.77) (c), em 64.16 min (d) na amostra (PPI #)e7do padrdox max 197, 274 nm (e).
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A coeluicdo com a galocatequina foi detectada er®30nin e 0sS picos cujos
espectros foram analisados na amostra em 19.027 220.22 min (Fig. 31). O espectro UV
do pico em 19.02 na amostra (indice de pureza0M®5) est4 demonstrado abaixo, o do pico
em 19.47 min ndo foi possivel extrair (muito dih)ide o do pico em 20.22 min esta
demonstrado abaixo (IP = 0.99). Pela analise msadindo foi possivel confirmar a presenca

de GC na amostra.
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Fig. 31 — Cromatograma da amostra (a), amostradtéipade galocatequina (b), espectro UV do picoaéker
em 19.02 (c), em 20.22 min (d) na amostra e espeltrdo padrdo x méx 205, 270 nm (e).

A catequina foi identificada pela coeluicdo da amsoe da mistura de padrdes. O
aumento do pico em 36.78 min e a confirmacéo deotsp UV do pico em 34.98 min na
amostra confirmam a identificagéo da catequina. (2.
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Fig. 32 — Cromatograma da amostra (a), amostrasturai de padrdes (b) e espectro UV extraido do grico
34.98 min na amostra (IP — 1.00) (c) e espectralbadrdo % méx 201, 279 nm (d).

O aumento do pico em 78.76 min, regido de detepeda a galocatequina galato,
sugere a investigacao dos picos em 76.77 (IP 5 @&®.69 min (IP = 0.47). Os espectros
UV sdo mostrados na figura 33 e ndo séo conclugiacsambos 0s picos analisados.
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Fig. 33 — Cromatograma da amostra (a), amostrasturai de padrdes (b), espectro UV extraido do eio
76.77 (c) em 80.69 min (d) da amostra e espectrat@adrao * max 206, 274 nm (e).

Para a teobromina, ndo foi possivel a identificagdcamostra analisada, pois os

provaveis picos na amostra (19.99 e 23.32 min)tnaas na figura 34, se apresentaram em

concentragbes muito baixas ou impuros, porém, atiftmcdo foi positiva em outras

amostras analisadas (fragdo metandlica da amabt2a-Jico em 23.40 min).
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Fig. 34 — Cromatograma da amostra (a), amostralripale TeoB (b), espectro UV extraido do pico 8n32

min na amostra (IP — 0.74) (c) e espectro UV dogmaelh max 206, 272 nm (d).

A coinjecao com a teofilina resultou em aument@ido em 34.30 min (Fig. 35). Na

amostra, os picos avaliados foram em 31.03, 3338L@&L. min. Nenhum dos provaveis picos

na amostra apresentou espectro UV compativel caio padrdo, porém também para a

teofilina foi possivel a confirmagdo em outras amass(fracdo metandlica da amostra 11-1 —

pico em 32.49 min).
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4.5 Obtencdo dos cromatogramas das amostras

4.5.1 Fragédo metandlica

As fragbes metandlicas, MeOH/TFA (1:1), de todasamasstras sdo apresentadas a
seguir (Figuras 36, 37 e 38). Observou-se uma @o@dutibilidade nas andlises realizadas,
confirmando a confiabilidade do método desenvolvido

Diferentemente de Yangt al (2005) que, em seus estudos conHgpericum
japonicum, conseguiu determinar diferencas no metabolismoawhestras coletadas em
regides distintas, os perfis cromatogréficos deapécoletados nos estados do Amazonas,
Bahia e Mato Grosso, ndo apresentaram diferenga#isativas que pudessem agrupéa-las
por origem geogréfica. Apenas no caso da amostoaidida de Maués, pode-se identificar a
presenca maior de teobromina e teofilina, alématiequina, cafeina e epicatequina.

Pela analise das areas dos picos identificadoiceerse uma variagédo significativa
nos teores de algumas dessas substancias, pongmiaa®es ocorreram de uma forma néo

relacionada com sua origem geografica.



Amostras provenientes do Estado do Amazonas

Amostra 10 — Manaus
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Amostra 13 — Manaus
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Amostra 16 - Manaus
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Amostra 19 - ltacoatiara
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Amostra 28 — Maués

nAU

.40...

.50....

1254nm,4nm (1.00)
6o
0,
o
-

20

1&W
0]

Amostra 35 - Tabatinga

mAU

0 10 20 30

40

50

———
70

—
80

70': 254nm,4nm (1.00)
501
]

20

10{W
o]

R 20 30

Fig. 36 - PC das fracbes MeOH/TFA (1:1) das amsgiravenientes do Estado do Amazonas.
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Amostras provenientes da Bahia

Amostra 20 - Valenca
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Amostra 32 — ltubera
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Fig. 37 — PC das fracdes MeOH/TFA (1:1) das amggiravenientes da Bahia
Amostras provenientes do Mato Grosso
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Amostra 33 — Alta Floresta
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Amostra 34 — Terra Nova do Norte
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Fig. 38 — PC das fra¢ces MeOH/TFA (1:1) das amegiravenientes do Mato Grosso.

4.5.2 Fragéao diclorometano

Para confirmar que o méetodo desenvolvido podiaingitse a analise da fracao
hidroalcdolica, analisaram-se também todas asdsad@&lorometano obtidas. Analisando-se
os PC obtidos das fragOes diclorometano das amspsteafica-se que, na maior parte dos
casos, extraiu-se somente cafeina (area do pice @#®-99 %) ndo havendo perda
significativa de informagédo para analise do petél fragdo metandlica. Em alguns casos
(amostra 11 e 29) houve extracao significativa @#sas metilxantinas. Os cromatogramas
sao apresentados nas Figuras 39, 40 e 41.



Amostras provenientes do Estado do Amazonas

Amostra 10 - Manaus
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Amostra 11 - Maués
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Amostra 12 - Urucara
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Amostra 13 - Manaus
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Amostra 16 - Manaus
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Amostra 19 - ltacoatiara
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Fig. 39 — PC das frac¢Oes diclorometano das amgstoaenientes do Estado do Amazonas.
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Amostras provenientes da Bahia

Amostra 20 - Valenca
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Amostra 32 - ltubera
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Fig. 40 — PC da fracéo diclorometano das amostma&pientes da Bahia.
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Amostra 33 — Alta Floresta
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Amostra 34 — Terra Nova do Norte
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Fig. 41 — PC da fracéo diclorometano das amos@a313 33 e 34 provenientes do Mato Grosso.
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4.6 Determinacéo do teor de cafeina por CLAE nas amosis

Embora o método para obtencdo do fingerprint dedeido neste trabalho nédo
tenha visado a quantificacdo de cafeina e simragdd e visualizacdo do maior nimero de
constituintes quimicos, os cromatogramas obtideerdim seu teor de cafeina quantificado
pela determinacdo das areas dos picos de cafeim@{2 nm)nas duas fracdes (DCM e
MeOH/TFA). A figura 42 mostra a curva de calibra¢@&ada para esta quantificagéo.

Curva de calibracao de cafeina

3000000 ~ y = 2639400,5402x + 16720,9478

2500000 - R? = 0,9999
2000000 |

1500000 -
1000000 -

Area

500000 -

0 T T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

massa cafeina (ug)

Fig. 42 — Curva de calibracéo da cafeina.

A média dos resultados obtidos para cada amostguaena analisada € mostrada
na Tabela 110bservando-se os resultados obtidos nos difer&dtslos (AM, MT e BA)
pode-se concluir que as amostras produzidas no émaazapresentam maior teor de cafeina.
Belliardo, Martelli e Valle (1985), estudaram o wardo de cafeina por CLAE usando cinco
procedimentos diferentes de extracdo e obtiveraumlteglos de 1,3 a 2,9 % de cafeina em
amostra de guarana em p6 analisada, sendo o prar@di com maior rendimento obtido por
refluxo (15 min) da solugcdo aquosa acidificada.n@smos autores em seguida analisaram 5
amostras de guarana em po e obtiveram resultad@s98ea 3,75 % de cafeina. Segundo
Ashihara e Crozier (apud TFOUNt al, 2007), a quantidade de cafeina no guarana em poé
pode variar de acordo com a procedéncia da maigne, método de cultivo, presenca de
contaminantes quimicos e métodos de secagem. Tébah{2007) analisaram treze marcas
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de guarana em po0, adquiridas no comércio de Cam@rRibeirdo Preto, SP e obtiveram
resultados entre 1,41 e 2,87 % de cafeina.

Os resultados encontrados no estudo desenvoleskerirabalho variaram de 3,05 a
5,69 % sendo os maiores valores encontrados emtrangsrovenientes do Estado do
Amazonas (Grafico 2). Em 2002, Saldafial relataram conteudo de 4,82 % de cafeina em
amostra de sementes de guarana fornecidas pela BRBRAM descafeinadas por extracao
supercritica e analisadas por CLAE.

Teor de cafeina

5,00 ~
4,50 ~
4,00 ~
3,50 ~
3,00 ~

2,50 -

% cafeina

2,00 -
1,50 -
1,00

0,50 ~

0,00 -
Amazonas Bahia Mato Grosso

Gréfico 2 — Teor médio de cafeina nas amostraspientes do Estado do Amazonas, Bahia e Mato Grosso



Amazonas
Fracdo DCM [ Fracdo MeOH/TFA | Resultados
PA ) massa % ) massa % ) massa % ) massa % % %
Am Area l (/4) cafeinal cafeina Area2 (/4) cafeina2 cafeina Areal (/4) cafeinal cafeina Area2 (/4) cafeina2 cafeina cafeina cafeina Média
(mg) (ug) 1 (ug) 2 (g 1 (ug) 2 1 2
10 50,0 5.220.086 1,97 1,18 5.708.775 2,16 1,29 15.610.454 5,91 3,54 14.726.524 5,57 3,34 4,73 4,64 4,68
11 50,0 2.351.440 0,88 0,53 2.722.091 1,02 0,62 11.950.092 4,52 2,71 10.364.067 3,92 2,35 3,24 2,97 3,11
12 50,0 2.521.231 0,95 0,57 2.280.653 0,86 0,51 17.257.601 6,53 3,92 16.093.648 6,09 3,65 4,49 4,17 4,33
13 50,0 1.321.845 0,49 0,30 3.261.361 1,23 0,74 21485562 8,13 4,88 18.153.173 6,87 4,12 5,18 4,86 5,02
14 50,0 4.349.571 1,64 0,99 3.326.425 1,25 0,75 19.462.081 7,37 4,42 19.700.526 7,46 4,47 5,41 5,23 5,32
15 50,0 6.451.016 2,44 1,46  2.893.432 1,09 0,65 19.869.196 7,52 4,51 20.901.803 7,91 4,75 5,98 5,40 5,69
16 50,0 5.418.903 2,05 1,23 12.221.973 4,62 2,77 4,00 4,00
17 50,0 7.535.187 2,85 1,71 4.961.434 1,87 1,12 14.652.523 5,55 3,33 16.704.805 6,32 3,79 5,04 4,92 4,98
18 50,0 3.412.254 1,29 0,77 3.716.450 1,40 0,84 17.646.177 6,68 4,01 17.215.981 6,52 3,91 4,78 4,75 4,77
19 50,0 1.546.001 0,58 0,35 2.611.058 0,98 0,59 16.240.128 6,15 3,69 14.985.363 5,67 3,40 4,04 3,99 4,01
28 50,0 6.815.108 2,58 1,55 5.895.144 2,23 1,34 15.486.085 5,86 3,52 14.245.165 5,39 3,23 5,06 4,57 4,82
35 50,0 1.744.134 0,65 0,39 1.616.700 0,61 0,36 17.162.632 6,50 3,90 16.204.739 6,13 3,68 4,29 4,04 4,17
Bahia
Fracdo DCM | Fracdo MeOH/TFA | Resultados
PA ) massa % ) massa % ) massa % ) massa % % %
Am (ma) Areal cafeinal cafeina Area?2 cafeina2 cafeina Areal cafeinal cafeina Area2 cafeina2 cafeina cafeina cafeina Média
(ug) 1 (ug) 2 (ug) 1 (ug) 2 1 2
20 50,0 1.670.782 0,63 0,38 1.890.144 0,71 0,43 13.889.125 5,26 3,15 13.189.127 4,99 2,99 3,53 3,42 3,48
21 50,0 4.940.178 1,87 1,12 5.968.267 2,25 1,35 13.010.049 4,92 2,95 10.136.615 3,83 2,30 4,07 3,65 3,86
29 50,0 2.007.503 0,75 0,45  2.499.749 0,94 0,56 12.560.132 4,75 2,85 9.842.683 3,72 2,23 3,30 2,80 3,05
32 50,0 4.924.791 1,86 1,12 5.665.294 2,14 1,28 12.087.766 4,57 2,74 10.082.409 3,81 2,29 3,86 3,57 3,72
Mato Grosso
Fracdo DCM [ Fracdo MeOH/TFA | Resultados
PA ) ma§sa % ) massa % ) massa % ) massa % % % -
Am (ma) Areal cafeinal cafeina  Area?2 cafeina2 cafeina Areal cafeinal cafeina Area2 cafeina2 cafeina cafeina cafeina Média
(ug) 1 (ug) 2 (ug) 1 (ug) 2 1 2
30 50,0 2.511.469 0,95 0,57 2.702.873 1,02 0,61 15.251.595 5,77 3,46 14.810.417 5,60 3,36 4,03 3,97 4,00
31 50,0 2.782.514 1,05 0,63 2.931.030 1,10 0,66 15.903.771 6,02 3,61 12.334.000 4,67 2,80 4,24 3,46 3,85
33 50,0 4.791.958 1,81 1,09 4.097.244 1,55 0,93 15.031.257 5,69 3,41 10.049.246 3,80 2,28 4,50 3,21 3,85
34 50,0 1.652.964 0,62 0,37 1.868.295 0,70 0,42 13.523.453 5,12 3,07 15.207.037 5,76 3,45 3,44 3,87 3,66
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4.7  Avaliacdo da atividade antioxidante

Para comparar o poder antioxidante prepararam-sstean de diferentes espécies,
normalmente consumidas como bebidas: cha verdepita, cevada, café, erva-mate e
guarana. Para o guarana foram analisadas duasrasasha proveniente de Manaus cujas
sementes foram secas ao sol, e a outra provendmt®daués cujas sementes foram
beneficiadas de modo tradicional, ou seja, torradagornos de barro (Figura 8).

Essa avaliacdo da atividade antioxidante foi raddzpelos ensaios da medida da
capacidade redutora de ferro (FRAP); sequestroadeais de DPPH e determinacéo de

fendlicos totais.
4.7.1 Quantificagdo de fendlicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi determingmda obtencdo de uma curva de
calibracdo do acido galico como pode ser vista igar& 42. As amostras preparadas por

infusdo no dia do ensaio apresentaram resultadeseapgados na Tabela 12, calculados em
mg de acido galico/g de amostra.

Curva PD Acido Gélico

(mcg"/rr‘nCL) Abs1 Abs2 Média DP CV (%) 0
04 2132 2,100 2,116 0,023 1,07 y =55192¢- 01035

2,00 R? = 0,9995

0,3 1,552 1,548 1,550 0,003 0,18
0,2 0,981 0,980 0,981 0,001 0,07
0,1 0,432 0,440 0,436 0,006 1,30 100
0,05 0,195 0,195 0,195 0,000 0,00

Abs

0,00

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Conc (mg/mL)

Gréfico 3 — Curva de calibracao de acido gélicemsaio de fendlicos totais.

O teor de fendlicos totais para a amostra de gagpemveniente de Manaus esta de
acordo com o resultado obtido por Majhenic, Skeegéhez (2007), que obteve valores de 43
mg/g de amostra para um extrato aquoso obtidoyioag&o com refluxo por 2h. Apesar das
condicbes de extracdo bem mais brandas (infusad(amin) usadas neste experimento, 0s

valores obtidos foram ligeiramente maiores, no @es@mostra de guarana proveniente de
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Manaus (47,3 mg/g), e bem maiores para a amosikepiente de Maués (80,7 mg/g). Esta
diferenca entre os dois guaranas (claro e escew®-se provavelmente a oxidacdo natural
dos taninos (catequinas) a o-quinonas conformeitepor Barreto e Ribeiro (2005) em seus
estudos com o0 guarana, o que explica o teor mai® e fendlicos totais no guarana
proveniente de Manaus.

Os resultados obtidos para o cha preto e cha vestl® um pouco abaixo dos
relatados por outros autores (BALASUNDRAM, SUNDRAMSAMMAN 2006), cujos
menores valores encontrados foram de 62 e 61 matériaseca para o cha preto e cha verde
respectivamente. A comparacao dos teores de fesdlitais de todas as amostras analisadas

pode ser observada no Gréfico 4.

Tabela 12 — Teor de fendlicos totais em mg de &édioo/g de amostra.

Conc . EqAG
Amostra Abs 1 Abs 2 Média DP CV (%) mg/g
(mg/mL)
amostra

Guarana Maués 1,25 0,444 0,462 0,453 0,013 2,810 80,7
Cha preto 1,25 0,287 0,282 0,285 0,004 1,243 56,2
Cha verde 1,25 0,307 0,306 0,307 0,001 0,231 59,4
Erva Mate 1,25 0,462 0,475 0,469 0,009 1,962 82,9
Café 25 0,462 0,449 0,456 0,009 2,018 40,5
Guarana Manaus 25 0,538 0,560 0,549 0,016 2,834 47,3
Cevada 2,5 0,107 0,104 0,106 0,002 2,011 15,1

Fendlicos Totais

lithi.

Guarana Chapreto Chaverde ErvaMate Café Guarana Cevada
Maués Manaus

Eq Ac. Galico (mg/g)
8 8 58 8 8
o o o o o

=
o
=}

o
=}

Gréfico 4 — Comparacao do teor de fendlicos tatasgsdiferentes amostras analisadas.



93

4.7.2 Teste da capacidade redutora de ferro — FRAP

A medida da capacidade antioxidante pelo ensaioFFRAaseado na capacidade de
uma amostra reduzir fons de*Fem Fé'. A atividade antioxidante de uma amostra é
proporcional a sua capacidade em se oxidar, coasggmente promovendo a reducdo de
outra semi-reacdo. A quantificacdo € realizada dulssena construgcdo de uma curva de
calibracédo de sulfato ferroso (Tabela 13) que ped@bservada no Grafico 5.

Tabela 13 — Dados da curva de calibragdo com sd#atoso no ensaio FRAP.

Conc (uM) Abs 1 Abs 2 Média DP CV (%)
2000 1,257 1,241 1,249 0,011 0,906
1000 0,656 0,647 0,652 0,006 0,977
500 0,341 0,338 0,340 0,002 0,625
250 0,194 0,183 0,189 0,008 4,126
125 0,12 0,118 0,119 0,001 1,188

Curva Padrao FRAP

1,400 - y = 0,0006x + 0,0405

1,200 - R? = 0,9999
1,000 -

0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000 \ \ \ \
0 500 1000 1500 2000 2500

Conc FeSO 4 (uM)

Abs

Gréfico 5 —Curva de calibragao de sulfato ferroso no ensaid=R

O resultado das avaliagGes das diferentes amgsidesser visto na Tabela 14.
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Tabela 14 — Atividade antioxidante de diferentesstnas pelo ensaio FRAP.

Amostra conc  ps1 Abs2  Média DP cv (op) Umel Felil/g

(mg/mL) de amostra
Guarana Maugés 25 1230 1,207 1,219 0,016 _ 1,335 785,33
Cha preto 25 1,194 1,208 1,201 0010 0,824 773,67
Cha verde 25 1,447 1,403 1,425 0031 2,183 923,00
Erva Mate 25 1,035 1,001 1,018 0,024 2,362 651,67
Café 5 1,182 1,169 1,176 0,009 0,782 378,33
Guarand Manaus 5 1522 1522 1,522 0,000 0,000 493,83
Cevada 10 038 038l 0383 0002 0555 57,00

FRAP

1000,00 -
900,00 -

800,00 -

700,00 -
600,00 -
500,00 -
400,00
300,00 -
200,00 -
100,00
0,00 - T T T T T T L

Guarand Maués  Cha preto Cha verde Erva Mate Café Guarana Cevada
Manaus

umoL Fe (Il)/g

Gréfico 6 -Comparacéo da atividade antioxidante pelo ensaftPRiRas amostras.

Dentre as amostras analisadas, o guarana de Mziués flos mais ativos, resultado
coerente com o0s resultados obtidos no ensaio délides totais. O cha verde, um
reconhecido antioxidante natural, apresentou amaigidade antioxidante entre todas as
amostras. Novamente a amostra de guarana de Mas&uss,ao sol, apresentou atividade

antioxidante bem inferior (Gréfico 6).



95

4.7.3 Determinacgéo da atividade antioxidante pelo sequestde radicais livres DPPH

Os radicais livres sdo um dos principais respornsgvelas reacfes de oxidacdo
indesejadas que levam a processos degenerativosiseemas biolégicos. Antioxidantes
capazes de sequestrar radicais livres vém senddaelsts pelo ensaio com o radical DPPH
pela facilidade de realizagao.

O ensaio foi realizado a partir de diferentes cottegdes da solucdo mae de cada
amostra, preparadas por diluicdes, medidas as l#snas e calculadas a porcentagem de
inibicdo de radicais livres de DPPH. Os resultadst$io expressos nos gréaficos e tabelas

abaixo (Gréfico 7).

Guarana Maués

Guarana Maués

(l;?r?]cl:_) Abs Branco Controle CSI % 80,00 y=1,6576x + 0,1537
2 _
40 0655 0,005 1,952 66,70 @ 6000 R*=0,9994
20 1,321 0,005 1,952 3258 5 40,00
O
10 1,621 0,005 1,952 17,21 20,00
0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Conc (ug/mL)
Cha Preto Ché Preto
(Chelnis Abs Branco Controle CSI %
(ug/mL) 60,00 y =1,0991x + 9,0648
40 0,859 0,009 1,755 51,57 _ R? = 0,98
20 1,158 0,009 1,755 34,53 g 4000
10 1,416 0,009 1,755 19,83 @ 2000
5 1,540 0,009 1,755 12,76
0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Conc (ug/mL)
Ché Verde Cha Verde
Conc 0
(ug/mL) Abs Branco Controle CSI % 100,00 y=1,8898x + 12,54
2 _
40 0252 0,006 1,699 8552 o % R=02
20 0771 0006 1699 5497 = iggg
10 1133 0006 1699 3367 O
2,5 1,484 0,006 1,699 13,01 0.00
0 10 20 30 40 50

Conc (ug/mL)



Erva Mate

(Chelnis Abs Branco Controle CSI %
(ug/mL)

50 0,555 0,011 1,626 66,54

25 1,054 0,011 1,626 35,85

12,5 1,363 0,011 1,626 16,85

Café

(Chelnis Abs Branco Controle CSI %
(ug/mL)

100 0,705 0,031 1,626 58,55

50 1,138 0,031 1,626 31,92

25 1,387 0,031 1,626 16,61

Guarana Manaus

(Chelnis Abs Branco Controle CSI %
(ug/mL)

40 1,040 0,009 1,921 46,33

20 1,373 0,009 1,921 29,00

10 1,592 0,009 1,921 17,60

5 1,735 0,009 1,921 10,15

Cevada

(Chelnis Abs Branco Controle CSI %
(ug/mL)

100 1,717 0,016 1,969 13,61

10 1,911 0,016 1,969 3,76

1 1,939 0,016 1,969 2,34

80,00
60,00

40,00

CSl (%)

20,00

Erva Mate

y=1,3112x + 1,5068
R?*=0,99

96

0,00 -

80,00
60,00
40,00
20,00

CSl (%)

10 20 30 40 50
Conc (ug/mL)

Café

y =0,5554x + 3,2903

60

0,00 -

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

CSl (%)

20 40 60 80 100
Conc (ug/mL)

Guarana Manaus

y=1,0118x + 6,7967
R?=0,989

120

0,00 -

10 20 30 40
Conc (ug/mL)

Cevada

y =0,1121x + 2,4209
R? =0,9989

50

50 100
Conc (ug/mL)

150

Gréfico 7 —Gréficos dos resultados da atividade antioxidaalte ensaio DPPH das diferentes amostras.
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Através da equacdo da reta de cada amostra folaulackps os valores de m
ug de amostra (quantidade de amostra necessaaag@giiestrar 50 % dos radicais livres de

DPPH). Os resultados estdo expressos na tabela 15.

Tabela 15 Resultados da atividade antioxidante pelo ensal@RieH

CS50 C=x0
Amostra (ug/mL) R (%) (ug

am/mL)

Guarana Maués 30,07 28,87 104,16
Cha preto 37,24 20,07 185,55
Cha verde 19,82 21,57 91,89
Erva Mate 36,98 29,73 124,39
Café 84,10 28,91 290,90
Guarana Manaus 42,69 26,81 159,23
Cevada 424,43 55,75 761,31

Os resultados encontrados para as amostras denguestdo de acordo com o0s
achados por Majhenic, Skerget e Knez, (2007) ens sxiratos aquosos obtidos a
temperatura ambiente e ebulicdo. Entre as amod&aguarana analisadas neste trabalho,
pode-se confirmar uma maior atividade sequestrdeteradicais livres para a amostra
proveniente Maués, processada pelo modo tradiciende coloracdo mais clara. Estes
resultados também estdo de acordo com os obtidasferadlicos totais e FRAP. Dentre as
amostras analisadas o cha verde se confirmou come maior poder antioxidante pelo
sequestro de radicais seguido do guarana de Maw@smate, guarana de Manaus, cha preto,

café e cevada (Grafico 8).

DPPH
800,00 -
—~ 700,00 -
o
*g 600,00 -
g 500,00 -
2 400,00 -
\5"/ 300,00 -
% 200,00 - I
A B ]
oo N . N
Guarana Cha Cha Erva Café Guarana Cevada
Maués  preto verde Mate Manaus

Gréfico 8 — Comparacao dos resultados do ensai¢tiDPP
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Com o intuito de verificar uma possivel correlagfitre os teores de fendlicos totais
e a atividade antioxidante das amostras, foramtieddes graficos relacionando esses dois
resultados para as andlises de DPPH e FRAP. OcG@&dipresenta a correlacdo entre o teor
de fendlicos totais e o FRAP onde se podem dif@aemiwis grupos, o do cha verde e cha
preto, com dados acima da reta, e outro grupo ca@uaoana de Maués e erva mate, com

resultados abaixo da reta.

1000,0

L J .
900,0 - y= 10,083X + 301039 Cha verde

R%=0,644

800,0 1
700,0
600,0

500,0 1

FRAP

Guarana Manaus
400,0 1

300,0 4
200,0 4

100,0 ~
& Cevada

0,0 T T T T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00

Fendlicos Totais

Gréfico 9 — Relacéo entre teor de fendlicos tadRAP das amostras analisadas.

Observou-se que as amostras de guarana de Maugseval mate possuem um teor de
fenolicos totais superior ao seu poder antioxidahtermalmente observa-se uma maior
linearidade entre os resultados dessas duas analsmEs a atividade antioxidante
normalmente deve-se a presenca de compostos fenolic

No caso da analise da correlacédo entre a quagificee fenolicos totais das amostras
analisadas e a capacidade de sequestro de radEaBPPH também se observou um
fenbmeno semelhante, com as amostras de guaraMawdés e erva mate com um teor

superior a sua capacidade antioxidante.
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800,00 -

* Cevada

700,00 y =-8,5344x + 711,2
R%?=0,7167

600,00 -

500,00 ~

400,00 ~

DPPH

300,00 -

200,00 - *
Chéa pr

Guarana Manaus

€ Erva Mate
100,00 - € Chaverde

L
Guarana Maués

0,00 T T T T T T T
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00

Fendlicos Totais

Gréfico 10 — Relacgédo entre teor de fendlicos tadidPPH.

Resultados publicados em literatura mostraram @ue @ cha verde e preto existe
uma correlacdo entre a atividade antioxidante eoo de fendlicos totais (SEERAM al.
2006). Novamente os valores encontrados para agaale Maués e erva mate sugerem que
a atividade antioxidante ndo esté totalmente r@tecia ao teor de fendlicos totais e € inferior
a esperada.
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CONCLUSAO

O método de andlise do guarand, pela obtencaoréibcpematogréafico desenvolvido
nesse trabalho, se mostrou bastante reprodutiediciente como método de controle de
qualidade por permitir a identificagdo dos prin@peonstituintes quimicos (5 marcadores
guimicos) e ndo somente da cafeina. Além dissoétmdn se torna extremamente Gtil na
deteccdo de possiveis adulteracdes visto que das@étras analisadas todas apresentaram
praticamente o mesmo PC, sendo possivel o estabelo do “fingerprint” caracteristico
do guarana.

Adicionalmente o método se mostrou eficaz paratarohnacdo do teor de cafeina
nas amostras, através da quantificacdo nas duge§4dDCM e MeOH/TFA) e demonstrou
gue a extracdo e analise apenas da fracdo DCM sdficiente para determinacao do teor de
cafeina nas amostras. Embora n&do tenha sido plbsstabelecer diferencas qualitativas nos
PCs das amostras analisadas, ficou claro que exdiferencas quantitativas de cafeina por
regido, sendo as amostras provenientes do estadmdnonas as que apresentaram maiores
teores de cafeina.

Com relacdo a atividade antioxidante, dentre agoésp analisadas, a amostra de
guarana proveniente de Maués apresentou capaculatitexidante, pelos dois métodos
empregados, bastante elevada e inferior somertbéaeerde sendo, a comparacao feita nesse
trabalho, inédita. A analise das duas amostrasudeaga para conteudo de fendlicos totais e
atividade antioxidante, demonstrou resultados bepersores para guarana proveniente de
Maués, beneficiado tradicionalmente e de colorabg@m mais clara que o0 guarana
proveniente de Manaus, seco ao sol, 0 que sugere guocesso de secagem ao sol e/ou a
torrefacdo excessiviavorecem a oxidacdo dos compostos fendlicos,nanglo um produto

mais escuro (presenca de o-quinonas) e com sigtivécperda da atividade antioxidante.
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