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RESUMO: As sementes de guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) sdo utilizadas
como estimulante e os principais constituintes quimicos sdo as metilxantinas e os taninos,
tais como catequina e epicatequina. Este trabalho teve por objetivo investigar um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificar, simultaneamente, cafeina,
teofilina, teobromina, catequina e epicatequina em pd de guarand. Os valores obtidos foram
comparados com os resultados encontrados no método espectrofotométrico da Farmacopéia
Brasileira IV ed. Pelo método cromatografico, os teores de metilxantinas e taninos totais
foram de 4,04% e 1,48%, respectivamente. Os teores de metilxantinas e taninos totais, obtidos
pelo método espectrofotométrico, foram de 4,88% e 4,05%, respectivamente. Acredita-se que,
nas condigdes experimentais empregadas, o método espectrofotométrico nao foi especifico,
quantificando outras substdncias fenodlicas presentes no guarana. Portanto, sugere-se o
emprego desse método cromatografico no controle de qualidade do guarana em pd, por ser
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ABSTRACT: “Determination of tannins and methylxanthines in powdered
guarana (Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae) by high performance liquid
chromatography”. The seeds of Paullinia cupana Kunth, Sapindaceae, are used as a
stimulant and the main chemical constituents are the methylxanthines and tannins, as
catechin and epicatechin. This study aimed to investigate a method by high performance
liquid chromatography (HPLC) to quantify both caffeine, theophylline, theobromine,
catechin and epicatechin in powdered of P. cupana. The values obtained were compared
with the results of the spectrophotometric method of the Brazilian Pharmacopoeia IV ed.
For the chromatographic method, the levels of methylxanthines and total tannins were
4.04% and 1.48%, respectively. The levels of methylxanthines and total tannins obtained
by the spectrophotometric method, were 4.88% and 4.05%, respectively. It is believed
that, under our experimental conditions, the spectrophotometric method was not specific
and quantified others phenolic substances present in the P. cupana. Therefore we suggest
the use of this chromatographic method in quality control of P. cupana powder, to be
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INTRODUCAO a qual possui clima tropical, quente e umido. E
amplamente utilizado na medicina tradicional brasileira,

O guarana, Paullinia cupana Kunth ¢ uma planta  sendo empregada em bebidas caseiras e industriais, como

da familia Sapindaceae, originaria da regido Amazonica, tonico e estimulante. A parte utilizada ¢ a semente seca e
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preciso, sensivel, especifico e rapido.
accurate, sensitive, specific and fast.
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levemente torrada (Santos & Mello, 2007).

Dentre os principais constituintes quimicos
do guarana encontram-se as metilxantinas (cafeina,
teofilina ¢ teobromina) e os taninos condensados, que
sdo compostos por unidades monoméricas interligadas,
sendo as principais a catequina e a epicatequina (Moraes
et al., 2003; Heard et al., 2006; Ushirobira et al., 2007).
Podem ser identificados também as procianidinas B2, B3
e B4, que sdo dimeros compostos por unidades flavan-3-
ol (Ushirobira et al., 2007).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) exerce efeito
estimulante sobre o sistema nervoso central, muasculos
cardiacos, sistema respiratério e secre¢do de acido
gastrico. Também ¢é considerada como um diurético fraco
e relaxante muscular. A teobromina (3,7-dimetilxantina)
tem acdo diurética e a teofilina (1,3-dimetilxantina)
tem predominantemente efeito broncodilatador (Alves
& Bragagnolo, 2002; De Maria & Moreira, 2007). As
substancias catéquicas presentes no guarana demonstram
atividade antioxidante, antiviral, bactericida, moluscicida
¢ de inibigdo de algumas enzimas extracelulares (Santos
& Mello, 2007; Yamaguti-Sasaki et al., 2007).

Alguns métodos saodescritos paraaquantificagdo
dos constituintes do guarana, dentre eles encontra-se
o ensaio espectrofotométrico para a determinagdo de
metilxantinas e taninos totais, constante na Farmacopéia
Brasileira (2003) e por Pelozo et al. (2008). Outros
trabalhos empregam métodos como eletroforese capilar
(Sombra et al., 2005; Kofink et al., 2007) ¢ cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificagdo de
cafeina, teofilina, teobromina, catequina e epicatequina
no po6 dessa planta medicinal (Bempong & Houghton,
1992; Carlson & Thompson, 1998; Ushirobira et al.,
2004a; Ushirobira et al., 2004b).

Este trabalho teve por finalidade investigar,
simultaneamente, o teor de cinco marcadores do guarana
em poé por técnica cromatografica (CLAE), a fim de
obter um método analitico preciso, especifico, rapido e
sensivel.

MATERIAL E METODOS
Amostra

A amostra, sementes de guarana em pod
(Paullinia cupana Kunth., Sapindaceae) foi adquirida de
fornecedor qualificado, Lote 519437, submetida a analise
farmacognostica conforme descricdo da Farmacopéia
Brasileira (2003) e submetida a reagdo de identificacdo
dos marcadores por CLAE, realizada por comparagdo
dos tempos de retengdo com os de substancias padroes
(Sigma), confirmando a identidade do material utilizado.

Método cromatografico

O método por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) utilizado foi baseado no trabalho
de Saito et al. (2006), empregado na determinagdo de
epigalatocatequina, epicatequina, catequina ¢ cafeina
em amostras de cha verde (Camellia sinensis (L.) O.
Kuntze). Porém, a extra¢do dos marcadores foi realizada
de forma idéntica a citada no ensaio espectrofotométrico
(Farmacopéia Brasileira, 2003). Foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo ProStar
marca VARIAN, equipado com injetor manual, detector
UV-Vis modelo 320 e sistema de bombas binario modelo
210.

Ascondigdes cromatograficas foramas seguintes:
coluna cromatografica C18 (Varian), 250 x 4,6 mm, 5 um,
modo de eluicdo isocratico, comprimento de onda de 280
nm, sensibilidade do sistema de 0,5, volume de inje¢do
de 20 pL, a vazdo da fase movel foi de 1 mL/min e a fase
moével composta por agua: acetonitrila:metanol:acetato
de etila:acido acético (89:6:1:3:1), pH 3,5.

Os calculos dos teores de cafeina, teofilina,
teobromina, catequina ¢ epicatequina foram realizados
através da construgdo de curvas de calibragdo submetidas
aregressdo linear, utilizando concentra¢des de 0,25 a 1,25
pg/mL para teobromina e teofilina, 14 a 70 pg/mL para
cafeina e 2,4 a 12 ug/mL, para catequina ¢ epicatequina.
As analises foram realizadas em triplicata.

Método espectrofotométrico

O método utilizado para determinagdo de
metilxantinas (cafeina, teofilina e teobromina) e taninos
totais foi o descrito pela Farmacopéia Brasileira (2003).
Foi utilizado espectrofotometro modelo Cary 50, marca
Varian. O calculo do teor das metilxantinas e taninos totais
foirealizado através da construcdo de curvas de calibragdo
submetidas a regressdo linear, sendo empregados cafeina
e pirogalol como padrdes, respectivamente. A curva de
cafeina foi realizada na concentragdo de 5 a 25 pg/mL ¢
a curva de pirogalol, na concentracdo de 10 a 50 ug/mL.
As analises foram realizadas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Analises de controle de qualidade de matérias-
primas vegetais ¢ do fitoterapico sdo complexas, porém
imprescindiveis para contribuir para a qualidade do
medicamento (Ushirobira et al., 2004b; Bara et al., 2004;
Bara et al., 2006; Chaves & Costa 2008; Engel et al,
2008; Paula et al., 2008; Alvarenga et al., 2009; Bueno &
Bastos, 2009; Couto et al., 2009).

Inicialmente, visando investigar a autenticidade
da amostra, foi feita a analise microscopica do pd de
guarana em estudo, sendo observados fragmentos de
células do parénquima cotiledonar, de cor amarelada,
isodiamétricas, graos de amido isolados, com hilo central
e células pétreas agrupadas ou isoladas. O po6 apresentou
cor castanho-avermelhada Esses dados estdo de acordo
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com as especificagcdes da Farmacopéia Brasileira (2003).
A transformagdo de uma planta em medicamento
deveserfeitade maneiraque se preservemas caracteristicas
quimicas e farmacologicas do vegetal, garantindo a sua
acdo bioldgica, a seguranga de utilizagdo ¢ a valorizagao
de seu potencial terapéutico (Santos & Mello, 2007).
Realizou-se entdo um ensaio de identificagdo quimica do
guarana em p6 e por comparagdo dos cromatogramas dos
cinco marcadores ¢ da matéria-prima estudada constatou-
se a presenga das metilxantinas, catequina e epicatequina
(Figuras 1 e 2). A ndo detecg¢@o dos dimeros de unidades
flavan-3-ol (Ushirobira et al., 2007) poderia ser devido a
baixa concentracdo destas substidncias na matéria-prima
utilizada, nas condi¢des experimentais empregadas.
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Figura 1. Cromatograma da solug¢@o padrio de cafeina (3,82
min), teofilina (3,32 min), teobromina (2,95 min), catequina
(4,93 min) e epicatequina (5,42 min). Condigdes cromatograficas:
coluna C18 (Varian), 250 x 4,6 mm, 5 um, comprimento de onda:
280 nm, volume de injegdo: 20 uL, vazao da fase movel: 1 mL/
min, fase movel: agua: acetonitrila:metanol:acetato de etila:acido
acético (89:6:1:3:1), pH 3,5
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Figura 2. Cromatograma do guarana em poé: teobromina (2,66
min), teofilina (2,91 min), cafeina (3,28 min), catequina (4,63
min) e epicatequina (5,07 min). Condi¢des cromatograficas:
coluna C18 (Varian), 250 x 4,6 mm, 5 pm, comprimento de onda:
280 nm, volume de inje¢do: 20 uL, vazao da fase movel: 1 mL/
min, fase mével: dgua:acetonitrila:metanol:acetato de etila:acido
acético (89:6:1:3:1), pH 3,5

Um método analitico empregado para a
quantificacdo dos principios ativos de um fitoterapico
deve ser adequado ao fim ao qual se destina, tanto na
etapa de extracdo dos analitos, quanto no doseamento
dos marcadores com potencial efeito farmacolégico. Nas
analises de guarana, a eletroforese capilar (Kofink et al.,
2007) tem sido descrita como sendo um método capaz de
identificar os enantidmeros naturais, (+) - ¢ (-)-catequina e
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(+) - e (-) epicatequina desta planta, o que foi confirmado
pelo isolamento e purificagdo do flavan-3-ols e analises
subseqiientes por LC-MS. Outros métodos como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) s@o usados
para a determinacdo de seus marcadores (metilxantinas e
taninos) (Carlson & Thompson, 1998; Sombra et al., 2005;
Heard et al., 2006). Ensaios prévios realizados empregando
as condigdes cromatograficas utilizadas na determinag@o
de metilxantinas e catequinas em preparagdes contendo
guarana (Carlson & Thompson, 1998) e para a avaliagdo
das metilxantinas e catequinas liberadas de adesivos
transdérmicos (Heard et al., 2006), usando como fase
movel tampao fosfato de potassio 0,25 M pH 3,5 e metanol
(77:23 v/v), em eluicdo isocratica, vazdo de 0,9 mL/min,
coluna C18 250 x 4,6 mm, 5 um, detector UV a 272 nm,
foram considerados inadequados, uma vez que o tampao
fosfato deve ser empregado em valores de pH entre 5,8
a 8,0 (USP 30, 2007). Outra condigdo cromatografica foi
investigada nesse estudo, como a citada para quantificagao
dos principios ativos do guarana (Sombra et al., 2005) e das
metilxantinas da erva mate (/lex paraguariensis) (Gnoatto
etal., 2007), cuja fase movel foi metanol e agua pH 3,5, na
proporgao 70:30, coluna C18 250 x 4,6 mm e comprimento
de onda 254 nm, porém nao houve boa separagio dos picos
da cafeina e catequina na analise do guarana.

Um outro aspecto analitico importante é a escolha
do pH da fase movel que deve ser baseada no pKa das
substancias a serem eluidas. O pKa das metilxantinas, pode
variar de 8,4 a 13,9 e das catequinas de 8,6 a 13,2 (Gennaro,
1999). O pH da fase movel deve ser abaixo da constante
de ionizagao, pois o aumento da forma ionizada do analito
aumenta sua dissolugdo na fase aquosa e reduz seu tempo
de retencgdo, ja que a forma idnica passa através da coluna
sem retencdo (Ivanovic et al., 1995). O tamponamento ¢é
feito visando evitar variagdes de pH, visto que quando as
metilxantinas e catequinas sdo expostas a pH superiores
a 4,0 sdo protonadas e assim, ndo interagem com a fase
estacionaria, sendo eluidas sem sofrer detecgdo (Aragdo et
al., 2005).

O teor de metilxantinas obtido pelo método
espectrofotométrico foi de 4,88% e pelo método
cromatografico obteve-se uma concentragdo total de
metilxantinas de 4,04% (Tabela 1). Esses dados permitem
sugerir que a maior concentragdo de metilxantinas obtida
por espectrofotometria seja devido ao fato de que no
comprimento de onda de 271 nm, descrito na monografia
da farmacopéia, sdo absorvidas outras substincias
(interferentes) como, por exemplo, as catequinas também
presentes no pé de guarana (Carlson & Thompson, 1998),
portanto, ndo apresenta especificidade. Além disso, deve-
se ressaltar a vantagem da quantificacdo, individualmente,
da teobromina e teofilina por CLAE, devido a sensibilidade
dos métodos cromatograficos.

O método espectrofotométrico com absor¢do
na regido do UV, para analise de metilxantinas, além de
apresentar precisdo e exatiddo, ¢ um método barato e
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simples, porém ¢ incapaz de distinguir as trés metilxantinas
do guarana (De Maria & Moreira, 2007).

Tabela 1. Comparacao dos percentuais de teobromina, teofilina,
cafeina, catequina e epicatequina em guarana em po por
espectrofotometria e CLAE.

Marcador Classe Método Método
espectrofotométrico  cromatografico
Meédia* (%) Média** (%)
Teobromina  Metilxantinas 4,88 0,03
Teofilina 0,06
Cafeina 3,95
Total: 4,04
Catequina Taninos 4,05 0,87
Epicatequina 0,61
Total: 1,48

O teor de taninos totais encontrado pelo
método espectrofotométrico foi de 4,05% e pelo
método cromatografico foram determinadas catequina
e epicatequina, totalizando uma percentagem de 1,48%
(Tabela 1). Como a extracdo realizada em ambos os
métodos foi a mesma, ou seja banho-maria sob refluxo,
na temperatura de 90 °C, por 30 min, acredita-se que
pelo método espectrofotométrico sdo quantificadas fendis
totais presentes no guarand, no comprimento de onda de
691 nm, apods reagdo com acido fosfotungstico SR em
meio alcalino. A menor concentragdo destes compostos
obtida por cromatografia liquida (comprimento de onda
de 280 nm) reforca a importancia de emprego de métodos
especificos na analise de fitoterapicos. Ressalta-se que
mesmo nao tendo sido quantificadas as procianidinas nas
condigdes experimentais empregadas, a discrepancia de
2,74 vezes a menos na concentragdo obtida por CLAE
permite indicar o uso desse método.

Outros aspectos relativos a comparagdo dos
procedimentos empregados nesse estudo frente a analise
de taninos pela espectrofotometria de absor¢ao na regido
da luz visivel (691 nm), ¢ que ele contém trés etapas
no processo de extracdo dos principios ativos a serem
quantificados (polifendis totais e ndo adsorvidos pelo
po-de-pele), obtendo-se o percentual de taninos de forma
indireta, além disso, a reag@o de cor utilizada para a medida
das absorvancias, ndo possui estabilidade (3 min para a
leitura). Numa analise de rotina de controle de qualidade,
ensaios simples (preparo da amostra em uma unica etapa),
sensiveis e especificos sdo mais vantajosos. Sendo assim,
o método por CLAE seria mais indicado, além de permitir
a quantificagdo dos cinco marcadores separadamente,
numa unica corrida cromatografica (Alves & Bragagnolo,
2002).

O método cromatografico empregado nesse
estudo apresentou precisao por repetibilidade (n=6), com
DPR menor que 5% (Tabela 1) e linearidade para os cinco
marcadores, com valores de r>=0.997 para teobromina
(y=49813x-574,2), 0,999 para teofilina (y=54073x-
1379,5), 0.996 para cafeina (y=46725x-11510), 0.998 para
catequina (y=9355x-1047,1) e 0,997 para epicatequina

(y=9731x-839.8). A valores de DPR ¢ 12 estdo de acordo
com a Resolugdo RE n°® 899, de 29 de maio de 2003
(Anvisa, 2003).

Deve-se destacar que para fins de garantia da
qualidade de fitoterapicos, alguns atributos desejaveis sdo
aautenticidade e a pureza. Autenticidade refere-se a provar
que o material ¢ verdadeiro e envolve parametros, incluindo
analises quimicas. Pureza diz respeito a avaliagdo de que
ndo ha material adulterante presente na matéria prima
(Yadav & Dixit, 2008). Além disso, visando maximizar
as oportunidades e superar os desafios do mercado de
fitoterapicos ¢ essencial a padronizag¢ao de matérias primas
(Liu & Wang, 2008), o que pode ser alcancado de forma
mais consistente com o uso de métodos cromatograficos

CONCLUSAO

O método cromatografico utilizado para
a determinagdo dos marcadores do guarand em po
mostrou ser simples, rapido, preciso, linear, sensivel e
especifico, sendo capaz de separar, identificar e quantificar
simultaneamente cafeina, teofilina, teobromina catequina
¢ epicatequina. Mediante os resultados obtidos pode-se
sugerir o seu emprego no controle de qualidade de guarana
em po.
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