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RESUMO: Amostras de sementes de guarana provenientes da regiao amazonica e secas
por diferentes métodos, foram analisadas por técnicas farmacopéicas e outras, e o extrato
liofilizado foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Realizou-se o
doseamento de metilxantinas (MX) e dos taninos totais (TT), através de métodos
espectrofotométricos, para a comparacéo das amostras. O maior teor de MX foi obtido com
as sementes secas em tacho metalico por 4 h com adigdo de agua, enquanto que o maior
teor de TT foi obtido com a amostra torrada em tacho metalico por 4 h sem agua. A analise
cromatografica por CLAE apresentou tempos de retencéo para catequina, epicatequina e
cafeina de 6,17; 8,85 e 11,91 min, respectivamente.

Unitermos: Paullinia cupana; guarana; Sapindaceae; testes farmacopeéicos; controle de
qualidade; CLAE.

ABSTRACT: Physico-chemical evaluation of guarana seeds dried by different methods.
Control quality of the vegetable drug “guarand”, with samples of seeds obtained from
Amazonian area, were carried out by pharmacopoeial assays, and the extract were analysed
by HPLC. The determination of methylxantines (MX) and total tannins (TT) was performed by
spectrophotometric methods. The most yield of MX were showed by the sample GTTB and
for TT the best result were obtained by the sample GTTM4s. The analysis by HPLC showed
retention times for catechin, epicatechin and caffeine of 6.17, 8.85 and 11.91 min, respectively.

Key words: Paullinia cupana; guarana; Sapindaceae; pharmacopoeial assays; quality control;
HPLC.

INTRODUCAO

Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke desenvolve-se na regido central da Bacia
Amazdnica, sendo rica em cafeina e tem sua utilizagao difundida na preparacao de bebidas
estimulantes (BECK, 1990). Além das atribuicdes de estimulante fisico e/ou intelectual, também é
utilizado popularmente no tratamento de enxaqueca, neuralgia, arteriosclerose, colicas menstruais,
perda de peso, para facilitar a diurese, entre outras (HENMAN, 1982).
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Dados histéricos levam a crer que o guarana ja era conhecido pelas tribos Maués, Andiras
e Marabitanas da Amazénia, sendo usado como alimento e em preparacdes liquidas devido ao
seu efeito estimulante, antes da chegada dos europeus na América (HENMAN, 1982). Devido a
esse possivel efeito estimulante do sistema nervoso central, a droga vegetal guarana tem sido
amplamente utilizada no mercado farmacéutico, o que contribuiu para que fosse colocada entre
as drogas oficiais da Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004).

Varios trabalhos farmacoldgicos foram desenvolvidos, tendo em vista o interesse em se
confirmar alguns dos varios efeitos atribuidos & essa planta; alguns foram realizados em animais
de laboratdrio e relataram a baixa toxicidade do guarana (ESPfNOLA etal., 1997; MATTEl et al.,
1998).

Neste trabalho, foram realizados ensaios de controle de qualidade farmacopéicos e nao
farmacopéicos com as sementes de guarana proveniente da Embrapa — Manaus, comparando-a
com amostras obtidas por diferentes métodos de secagem.

MATERIAIS E METODOS

Droga vegetal

Todas as amostras de sementes foram coletadas em Maués, Amazonas, na mesma epoca,
e a secagem e estabilizacdo das mesmas foram realizadas pela EMBRAPA.' As sementes secas
foram moidas em moinho Tecnal (mod. TE-048). A exsicata do vagetal encontra-se depositada no
Herbarium da Universidade Estadual de Maringa (HUM) sob n® 9065.

Foram utilizadas as seguintes amostras, de acordo com o método de secagem: a) guarana
torrado em tacho metdlico por 4 h com adigéo de dgua (GTTM4); b) guarana torrado em tacho
metalico por 4 h sem adigédo de agua (GTTM4s); c) guarana torrado em tacho metalico por 2h30
com adigéo de dgua (GTTM2,5); d) guarand torrado em tacho de barro por 4 h (GTTB4); e) guarana
seco ao sol (GSS). Além destas amostras, foi utilizada uma amostra referencial denominada de
EMB (torrado em tacho de barro por 2 h).

Os seguintes testes farmacopéicos e nao farmacopeéicos foram realizados com todas
estas amostras: a) determinagao da perda por dessecagio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988);
b) determinacao do teor de extrativos (MELLO; PETROVICK, 2000); ¢) determinagéo do teor de
residuo seco (MELLO; PETROVICK, 2000); d) teor de extrativos com quatro diferentes misturas
de solventes (v/v): acetona: agua (7:3); acetona: agua (1:1); metanol: dgua (1:1); etanol: agua (1:1)
(MELLO; PETROVICK, 2000); e) doseamento de taninos por espectrofotometria a 691 nm
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2004) e f) determinacéo de metilxantinas por espectrofotometria a
271 nm (ANDRADE et al., 1999).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo Gilson modelo 321, Degasser
184 e temperatura do forno para a coluna de 30 2C. Coluna preenchida com gel de silica em fase
reversa de 10 mm (LiChrospher® 100 RP-18; 250 mm x 4 mm) com sistema eluente metanol-
acido acético 5% em agua (Tabela 1), com fluxo de 0,9 mi/min. A detecgao UV foi realizada a 272
nm com detector Gilson UV/VIS 156. Foram utilizadas catequina, epicatequina e cafeina como
substéncias referéncias. O extrato para CLAE foi preparado por turbdlise, 15 min, com acetona:agua
(7:3; v/v). Apds eliminacao do solvente organico por evaporador rotatorio sob pressao reduzida, o

! Eng. Agronomo, José Firmino Nascimento Filho, EMBRAPA de Manaus.
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mesmo foi liofilizado (EB). Uma amostra de 1 mg/ml foi solubilizada em metanol:agua e filtrada
em filtro Milliporea (FHLPO01300).

Tabela 1. Gradiente da fase movel utilizada para a cromatografia liquida de alta eficiéncia

~ Tempo(min) Metanol (%) Acido acético 5% (%)
0 10 90
e R
Y —
e o s
35 10 90
RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego de sementes de guarana para a produgao de medicamento fitoterapico esta
condicionado ao controle da matéria-prima, dentro de limites pré-estabelecidos, como aqueles
constantes da Farmacopéia Brasileira (2004).

A andlise da perda por dessecacao (PD) da amostra referencial EMB (10,55 + 0,25%) e
do teor de extrativos (TE) com agua (33,63 = 0,66%) representam algumas das caracteristicas
da droga vegetal. Os resultados da PD e TE das amostras analisadas estao demonstrados na
Tabela 2.

Tabela 2. Perda por dessecacgéo (PD) e teor de extrativos (TE) calculados para as diferentes
amostras analisadas de guarana

e e e
EMB  1055+025(2,38)  33,63+0,66(1,97)
GTTM4  630£038(315)  32,130,16(0,50)
GTTM4s  751:087(280)  3054%0,56(1,82)
GTTM2,5 . 698+1,10(1,39)  29,86+0,14(0,48)
GTTB4 . 479:116(156)  28,66+0,36(1,26)
GSS | 898+051(287) 2346 + 0,49 (2,10)

an=5

Para que fosse possivel estabelecer o melhor liquido extrator, comparando-se com a agua,
optou-se por empregar diferentes misturas de solventes, analisando-se a amostra referencial
(EMB) (Tabela 3).
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Tabela 3. Teor de residuo seco (RS) da amostra referencial de guarana, extraida sob refluxo
com misturas de solventes.

Liquido Extrator (V/V) RS + DP% (CV%)

acetona : agua (7:3) 29,33+ 0,28 (0,95)

acetona : agua (1:1) 24,50 + 0,37 (1,53)

metanol : agua (1:1) 28,08 + 0,42 (1,48)

etanol : agua (1:1) 23,41+ 0,41 (1,74)

Agua 33,63 + 0,66 (1,97)
n=5

A comparacéo entre os dados das Tabelas 2 e 3 demonstra que, sem critério seletivo, a
agua tem grande capacidade de extracdo. Por outro lado, empregando-se tanto a acetona como
o metanol em misturas com a agua, obteve-se entre 62 e 65% do rendimento daquele obtido com
a agua. O incremento de solventes como a acetona e o metanol podem, por outro lado, favorecer
seletivamente a obtengdo de substancias, como no caso dos taninos condensados (CORK;
KROCKENBERGER, 1991)

Neste trabalho, procedeu-se ao doseamento de metilxantinas e de taninos totais, por métodos
espectrofotométricos, para todas as amostras (Tabela 4).

Tabela 4. Teores de metilxantinas (MX) e de taninos totais (TT) obtidos por métodos
espectrofotométricos para as diferentes amostras analisadas de guarana.

AMOSTRA® MX + DP pg/mi (CV%) TT + DP % (CV%)
EMB 8,69 + 0,34 (3,98) 4,14 + 0,25 (6,13)
GTTM4 8,39 + 0,18 (2,20) 5,05 + 0,30 (5,91)
GTTM4s 7,06 £ 0,15 (2,13) 5,30 + 0,14 (2,62)
GTTM2.5 6,78 + 0,18 (2,70) 4,88 + 0,19 (3,95)
GTTB4 7,17 £0,21 (3,01) 4,74 + 0,04 (0,80)
GSS 5,80 + 0,27 (4,65) 3,00 + 0,21 (6,93)

an=5

Os métodos espectrofotométricos empregados para MX e TT foram discutidos e validados,
conforme relatado por Andrade et al. (1999) e Glasl (1983), respectivamente. Os resultados
demonstraram que a amostra seca ao sol (GSS) perdeu quantidades significativas, tanto de MX
quanto de TT. Entretanto, o maior teor de MX em relacdo a amostra referencial EMB foi obtido com
as sementes secas em tacho metalico por 4 h com adicdo de agua (GTTM4). Quanto ao teor de
TT, observou-se que o tempo de secagem, independentemente da presen¢a ou ndo da agua,
influenciou positivamente, em relacdo a amostra referencial EMB, na seguinte seqiiéncia: GTTM4s,
GTTM4, GTTM2.5 e GTTB4. Assim, nas condicbes estabelecidas, pode-se afirmar que tanto as
amostras GTTM4 como GTTM4s podem substituir a amostra referencial (EMB) do ponto de vista
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analitico. Entretanto, de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2004), todas as amostras
encontram-se dentro dos limites minimos especificados para o teor de MX. Em relagéo ao teor de
taninos, somente a amostra GSS encontra-se abaixo do limite minimo especificado.

A avaliacdo do extrato liofilizado (EB) foi realizada através de CLAE, apresentando um
cromatograma semelhante ao obtido por Marx (1990). Catequina, epicatequina e cafeina
apresentaram tempos de retencéo de 6,17; 8,85 e 11,91 min, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma (CLAE) do extrato bruto de sementes de guarana contendo catequina
(1), epicatequina (2) e cafeina (3) (n=5). Coluna LiChrosphera 100 RP-18 (250 mm x
4mm), velocidade de fluxo de 0,9 mil/min, entre metanol e acido acético 5% em agua,
deteccdo a 272 nm

A CLAE vem sendo cada vez mais utilizada por apresentar elevada sensibilidade e
seletividade, mesmo sendo uma técnica de custo elevado. O uso de coluna em fase reversa tem
sido empregada amplamente oferecendo boa separagéo para procianidinas (LEA, 1980 e 1982).

O uso desse sistema cromatografico auxiliou sobremaneira na obtengéo de um perfil
cromatografico (fingerprint), podendo, assim, ser utilizado na analise qualitativa do EB.

Entretanto, a analise quantitativa de procianidinas por CLAE tem demonstrado diversos
problemas. Esse fato esta relacionado com a mistura complexa de substancias, ndo possibilitando,
de maneira geral, a separagdo das mesmas para a sua quantificagao (STICHER; MEIER, 1998).
A dificuldade, entretanto, ndo se relaciona com os mondémeros de flavan-3-6is, mas sim com os
seus dimeros, presentes no EB e descritos por Ushirobira (2003) (procianidinas B,, B, € B,). As
quantidades obtidas por esta autora nao foram significativas impossibilitando, assim, utiliza-las na
identificagdo cromatografica e, portanto, quantifica-las por CLAE.

Assim, uma alternativa para a determinacédo de procianidinas € através de analise
espectrofotométrica (STICHER; MEIER,1998), como a realizada neste trabalho (Tabela 4),
empregando-se reagente de Folin-Ciocalteu.
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