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RESULTADOSE DISCUSS O

4.1 Prepara? dosextratos

Os resultados de teor de extrativos s apresentados no GrAfico 1.0s melhores
rendimentos de extra® foram obtidos com mistura d e solventes EtOH/H,O (1:1) e
Acetona/H,0O (7:3) pelas tdcnicas de ultrassom com aquecimentq macera® e soxhlet. Os
solventes lipof licos (MTBE, diclorometano e clorof rmio), apresentaram os mais baixos
rendimentos, em todos o0s processos testados. Os solventes hidrof licos (Agua e acetona)

tamb@m nfo tiveram bons resultados.

B Ultrassom

Rendimento (g %)

O Ultrassom com aquecimento
O Macera 20
O Soxhlet

GrAficol Rendimento dasextraies por diferentes m@todos em diferentes solventes.

Observou-se ainda que a t@dcnica de extra® por Soxhlet foi a mais eficiente para
todos os solventes. Contudo essa t@dcnica normalmene nfo pode ser empregada para uma

combina® de solventes.
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Ap sadetermina® do teor de extrativos, os extra tos foram analisados por CLAE, a
fim de detectar possveis diferen as qualitativas d e metab litos extrados. As condi 1es de
an/Elise foram: coluna Lichrospher 100 RP 18e (5 m), 250 x 4 mm, fluxo 1 mL/min, fase
m vel MeOH/H >0 (20/80), volume de injed% 20 L, tempo de an/lise 60 min, faixa de
detec @0 190-400 nm, amostra 1 mg/mL em metanol. Co mo os perfis cromatogr Aficos foram
semelhantes para todas as t@cnicas, 0 apresentados na Figura 11. os diferentes
cromatogramas obtidos apenas por macera @ com dive rsos solventes (R = rendimento).

(40)
AChL (Z54nm) X 1.00

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

Diclorometano R =5,50 % Clorof rmio R=4,61%

RALGAL0)

NAU(x10)
3.04PPA Chi (254nm) x 1.00 PPA Chi (254nm) x 1.00

MTBE R=2,76% Acetona R=7,24%

NAU(x10)
6. NAU(x10)
PDA ChI (254nm) x 1.00 PDA ChI (254nm) x 1.00

Metanol R =20,28 % ‘gua R=15,32%
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A (0)
[PDACh1 (254nm) x1.00

Etanol R=9,52% Etanol/"gua(1:1) R =24,08%

Acetona/’gua (7:3) R=23,45%

Fig. 11 Cromatogramas dos extratos obtidos por macera® frio daamostra 10.

Pela an/Elise dos cromatogramas pode-se notar que osolventes mais lipof licos como
clorof rmio, diclorometano e MTBE se mostraram capa zes de extrair praticamente somente a
cafe na das amostras com rendimento bastante baixo em termos de extrato total, nfo sendo
vi/Evel sua utiliza® quando se pretende obter um perfil com 0 maior noamero de constituintes
poss vel.

Em todos os extratos nota-se presen a majorit/Eria éa cafe na, em rela® aos outros
constituintes (an/Elise do percentual das Areas dqacos). Nos extratos obtidos com mistura de
solventes, observou-se uma extra®do de um maior noamero de constituintes, pordm ainda
limitada pela presen a majoritAria de cafe na nos etratos.

Considerando esses resultados e que o objetivo do trabalho foi de analisar os
metab litos produzidos e acumulados em sementes de guaran/E, constatou-se gue as amostras
deveriam sofrer um tratamento que minimizasse a presen a majorit/ria da cafe na, de forma a
intensificar a detec % dos demais componentes. Fo ram avaliados diferentes m@todos de
tratamento de amostra, prd e p s-extra®.
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4.2 Estudospararemo  de cafe nap s-extra@o.

Os estudos para a remo % da cafena por recristali za% foram baseados na
facilidade de recristaliza® da cafena (MARIA e M OREIRA, 2007), pordm, nfo se
mostraram satisfat rios devido dificuldade de for mao de cristais. Em alguns casos houve
a forma@ de um precipitado amorfo, por@m de colora?o escura indicando a precipita® de
outros constituintes al@m da cafe na. As condi 1es e resultados encontram-se na tabela 6.

Tabela6 Egudos derecrisaiza® dacafe na

Amostra Solvente 1

) (20 mL) Solvente 2 Obs
2,0030 H,O Acetona (4,5 mL) n2o formou cristal, pp
2,0017 MeOH H,O (7 mL) n2o formou cristal, pp
2,0030 EtOH H,O (5 mL) n2o formou cristal, pp
2,0026 H,0 MeOH (10 mL) n2o formou cristal, pp
2,0000 Acetona H,O (5,5 mL) n2o formou cristal

O procedimento de solubiliza® fracionada se baseo u nos resultados obtidos de
extra® por solventes lipof licos (MTBE, DCM e CHC I3), que indicaram ser seletivos para a
cafe na. Contudo, tamb@m nfo se mostrou viZvel, pa@ nfo houve solubiliza® dos extratos
nos solventes testados.

Ainda com base nesses resultados, testou-se a t@dcnca de parti 0 | quido | quido
com os extratos obtidos com rendimentos superiores. A an/Elise cromatogrAfica das fraies
obtidas por parti @ | quido - | quido (Figura 12) mostrou que, como esperado, houve uma
intensifica % do sinal referente aos demais consti tuintes (cromatograma b), em detrimento da
remo @ da cafe na.

nAU (00)
[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 frales (a) lipof lic a CHCI; e (b) hidrof lica MeOH/H,O (7:3) obtidas por
parti @0 de extrato de guaran/E obtido por ultrassom com EtOH/H,0 (1:1).

Contudo a an&lise do rendimento das frales (Tabela 7) indicou que a fra%
lipof lica extraiu nPo apenas cafe na, pois anlises pr@vias de quantifica® de cafe na nessa

amostraindicaram um teor de cafe na de 4,68 %.

Tabela7 Resultados dos estudos de parti 201 qui do-I quido com a amostra 10 de guaran/e.

R fra @ R fra @0
Solvente 2 lipof lica hidrof lica
(%) (%)
0,1004 MeOH/H,0 (7:3) CHCl, 18,92 73,80
0,1007 MeOH/H,0 (1:1) CHCl, 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 guaran/E para a remo % de cafe na tamb@m foi avaliado
pelo mdtodo de extra® seq encial envolvendo um par de solventes (lipof lico seguido de
hidrof lico). Esse tratamento foi baseado nos resultados preliminares de extra®, que
indicaram que os solventes lipof licos, especialmente DCM e CHCI3, eram bastante seletivos
para a cafe na e os hidroalco licos, aqueles com maior capacidade de extra .

Os resultados dos teores de extrativos da avalia® do procedimento de extra®
seq encial podem ser vistos na Tabela 8.
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Tabela8 Rendimentos de extra® seq encial daamostra 10.

Amostra Solvente Soxhlet Ultrassom Macera 20

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

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

10,00 EtOH/H,O (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 eficiEncia do procedimento de extra® seqencial foi avaliada por CLAE. Os
solventes lipof licos, usados para a primeira extra 0, se mostraram seletivos na remo % da
cafe na, pois houve menor remo @ dos demais consti tuintes da amostra se comparados com
0s outros m@todos testados anteriormente (Figuras 13,14 e 15).

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

(b)

“reado pico
6.854.528 @

L .
000k T 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 Extra® seqencial por Soxhlet com (a) C HCl3 e (b) EtOH/H,0 (1:1) daamostra 10

1. zyé%%ﬁ?(zs:lnm) x1.00 . m%\% (254nm) x 1.00
i ‘reado pico €) ) (b)
0rs] 3.470.434 o
Fig. 14 Extra® seqencial por Soxhlet com () D CM e (b) EtOH/H,O (1:1) daamostra 10
R s BB e
o “reado pico €) (b)
1.626.988

Fig. 15 Extra® seq encial por Soxhlet com (a) M TBE e (b) EtOH/H,0O (1:1) da amostra 10
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Pela an/Elise das Areas do pico da cafe na pode-seoncluir que o clorof rmio se
mostrou mais eficaz na extra®% da mesma se compara do com o DCM e MTBE, dados
confirmados pelos m@todos oficiais recomendados emliteratura para extra® e doseamento
de cafe na(FARMACOP |IA BRASILEIRA e AOAC).

Devido a esses resultados obtidos, testou-se 0 uso preliminar do Na,CO3 na extra@
seg encial. Esse procedimento se baseou na propried ade da cafe na em meio b/ZEsico de se
manter na sua forma nfo protonada e favorecer assim a sua extra® em solvente lipof lico
(DCM), por@m este tratamento mostrou-se capaz de inerferir com os outros constituintes da
amostra prejudicando a obten @ de um bom perfil cr omatogr Afico.

Os perfis cromatogr Aficos das frales hidrof licas mostraram picos sem resolu % e
com capacidade de separa@ inferior quando compara dos ao extrato integral sem tratamento.
A compara?d pode ser observada na Figura 16.

nAU (x10)
{PDA Ch1 (254nm) x 1.00
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nAU
{PDA ChI (254nm) x 1.00
9.04

i C
60l (©
7.04
6.04
5.0
4.04

3.0

2.0
1.04
0.04

0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Fig. 16 - Cromatograma do extrato integral obtido por ultrassom com aguecimento (&), cromatograma da fra®
Acetona/H,O de extrato integra de guaran/E obtido por ultrassm, aps tratamento com Na,CO; (b),
cromatograma da fra% Acetona/lH ,O de amostra de guaran/E obtida por extra® segencia tratada com
Na,CO; e neutralizada antes da extra o (c).

4.3  Desenvolvimento de m@todo de an/Zlise por CLAE

A CLAE em fase reversa @ normalmente a primeira esolha para a maioria das
amostras. mais conveniente e reprodut vel do que outras formas de cromatografial quida e
mais provAvel de promover separa ies satisfat rias dos constituintes das amostras (SNYDER,
1997).

O desenvolvimento do m@dtodo de anlise dos perfisromatogrAficos por CLAE foi
realizado com a fra% hidrof lica (EtOH/H ,0) de extrato de guaran/E em p obtido por
extra® seq encial em Soxhlet. Foram testados inic ialmente o modo isocrZtico (composi %

dafase m vel constante) e gradiente (composi % da fase m vel variZvel).

4.3.1 Modo IsocrZtico

A partir dos cromatogramas mostrados na Figura 11 (prepara® dos extratos) pode-
se observar gque todos os constituintes eluiram da coluna nos primeiros 25 min de an/Elise. Na
tentativa de se obter uma melhor separa @ desses ¢ onstituintes e baseado nas propriedades da
cromatografia em fase reversa onde, o aumento da polaridade da fase m vel promove uma
diminui @ da for a de elui % do solvente, maior r eten® dos constituintes na coluna e
conseq entemente uma melhor separa®, apropor @ dafase m vel foi inicialmente alterada
de MeOH/H,0 20:80 para 10:90. As condi 1es de an/Elise foram: coluna Lichrospher 100, RP
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18e (5 m), 250 x 4 mm, fluxo 1 mL/min., fase mvel MeOH/H,O (10/90), volume de
inje® 20 L, tempo de anAElise 60 min, faixa de detec @ 190-400 nm, amostra Img/mL em
metanol. A figura 17 mostra o cromatograma obtido nessa condi %o.

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 Cromatogramada fra® hidrof licado ext rato de guaran/E obtido por extra®o seq encial em Soxhlet
fase m vel MeOH/H ,0 (10:90).

A separa® em modo isocrAtico @ aconselh/AEvel quamda varia® do tempo de
reten % dos picos eluidos @ relativamente pequena. Essa varia @ pode ser determinada pela
Seguinte equa @o:

trltc Onde:  tgr = tgrdo odtimo pico elu do - &k do primeiro pico

tempo de anElise

Assim sendo, no caso acimatemos. tr/tg = 46 0,85/60
tR/tG = 0,75

Valores maiores que 0,5 indicam que uma eluid em modo gradiente &
recomend/Evel (SNYDER, 1997). Tamb@m se pode observague as subst ncias mais polares
eluiram praticamente todas juntas sem qualquer separa® no incio do cromatograma,
indicando ser necessAErio reduzir ainda mais a propo® de metanol na mistura. Todos esses
resultados indicaram a necessidade do emprego do modo gradiente.



4.3.2 Modo Gradiente

Os estudos em modo gradiente se iniciaram com as mesmas condi 1es anteriores,
alterando-se apenas a fase mvel. De incio testou- se a mistura ACN/H2O nas seguintes
condi 1es. 5:95 (0 min) com gradiente linear (15 mi n) a@ chegar a 20:80 permanecendo
isocrZEtico nessa propor % at@ 50 min e retornandoa condi %o inicial atd o final da corrida (60
min).

A partir da foram testadas variales no gradiente de ACN/H,O, com separa®
parcial dos congtituintes (figura 18). Em seguida testou-se 0 uso da fase aguosa acidificada
com AEcido trifluorac@tico (TFA) a 0,05% (pH 2). Oantrole de pH em CLAE favorece com
gue prevale am subst ncias em uma das suas formas d issociada ou n?o dissociada, 0 que gera
picos mais sim@tricos e melhor separa @ dos constituintes 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 Cromatogramadafra® EtOH/H ,O daamostral0 fasemvel ACN/H ;0O nas seguintes condi 1es: 0-
15 min (1:99), 20-45 min (25:75), retornando a condi 2o inicial em 50 min permanecendo at@ o fina da corrida
(55 min).

mAU (x10)
1PDA Chl (254nm) x 1.00

2.54

2.04
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) i
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Fig. 19 Cromatogramadafra® EtOH/H ,0 daamostral0 fasemvel ACN/H ,0 (TFA 0,05%) nas seguintes
condi 1es: 0-15 min (2:98), 18-57 min (10:90), reto rnando acondi @ inicial em 60 min.
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N se observou uma melhor separa® para 0 modo gr adiente com uma mistura
ACN/H,0. Procurou-se ent? testar 0 uso de gradiente com a fase m vel MeOH/TFA. Essa
mistura promoveu uma melhor separa® dos constitui ntes sendo que a programa® de
gradiente apresentado na figura 20 foi testado em diferentes colunas de fase reversa tipo C-18
com part culas esf@ricas e porosas. LiChrospher 100RP 18e, Lichrospher 60 RP  Select B,
LiChrospher 100 NH;, Nucleosil C18 Supelco e Shim-pack CLC-ODS Shimadz u.

nAU
1254nm,4nm (1.00)
17.5

15.0
] @
12,5

10.0

7.5

5.0

2.5

0.0
0.

T
min

o
ol
o
=
o
o
=
ol
o
N
o
o
N
al
o
w
(=]
o
w
o
o
N
o
o
N
o
o
al
o
o
al
al
o
o
o
o
o
al
o

mAU
1254nm,4nm (1.00)

20

(b)

10

nAU
12.54254nm,4nm (1.00)

10.0—; ©

757

5.0

SN St

L e B e e e e e B e e B B B S B e B L B e e B s B B S
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0 min




nAU

56

251254nm,4nm (1.00)
o @
15+
10
&Mu
0_
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 300 350 50.0 55.0 60.0 650  min
mAU
1254nth,4nm (1.00)
17.54
15.0 (e)
12.54
10.04
7.5
5.04
2.5
0.0_: M
-2.59
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 300 350 50.0 55.0 60.0 650  min

Fig. 20 Cromatogramas do teste com colunasdo tip o C18 LiChrospher 100 RP 18e (a), LiChrospher 60 RP
Select B (b), Nucleosil C18 (c) Shim-pack CLC-ODS Shimadzu (d) e LiChrospher 100 NH, (e) em gradiente
MeOH/TFA (0,05%), nas seguintes condi 1es: 0-5 min (7:93), 7-25 min (15:85), 27-37 (27:73), 39-68 (33:67)

70 min retornando a condi @oinicial, fluxo 1 mL/mi n.

Essas colunas s'0 empacotadas com fases estacion/Eres que apresentam entre s

pequenas diferen as, mas respons/Eveis por uma melhao separad (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracter sticas principais das colunas de fase reversatipo C-18 avaliadas.

Coluna

% de C

Tamanho dos poros

Q
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 m@dia
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Dentre as colunas testadas, aquela que apresentou melhores resultados (resolu @o,
simetria de picos e fator de reten@) foi a coluna Nucleosil C-18, uma coluna do tipo
endcapped , que elimina os grupos silan is residua is, responsEveis por uma maior intera@
de subst ncias ionizAveis com a fase estacion/ria.

Uma vez selecionada a coluna, procurou-se testar o solvente a ser empregado na
solubiliza % da amostra. A solubiliza® da amostr aem solvente com composi 2 pr xima a
da fase m vel normalmente @ a melhor op % como m@todo de preparo da amostra (CIOLA,
1998). A figura 21 mostra claramente um melhor resultado para amostras dissolvidas em
MeOH/TFA 0,05% (1:1) do que em metanol (apresentado na figura 19 ¢) para 0 mesmo
sistema gradiente.

nAU (x1,000)
0.022-PDA Ch (254nm) x 1.00

o.ozo—f
0.018-3
0.0153
0.0133

0.010-

0.0074
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0.003

0.0004

-0.003
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 650  min

Fig. 21 Cromatograma da fra® EtOH/H ,0O da amostra 10 obtido nas mesmas condi 1esda Figu ra 19. Coluna
Nucleosil C-18, amostra Img/mL dissolvida em MeOH/TFA 0,05% (1:1).

Considerando os resultados at@ ent? obtidos, procurou-se trabalhar na otimiza
final do m@todo que conciliasse uma melhor resolu 2o, sensibilidade (nvel de detec %),
reprodutibilidade e tempo de preparo de amostra

Testou-se por fim aextrad seq encial em ultrasso m com uma fase lipof lica e outra
hidrof lica MeOH/TFA (1:1). A fase hidrof lica foi preparada diretamente em mistura de
solvente igual ao empregado na fase m vel usada no m@todo cromatogrZfico, o que facilitou
tamb@m o procedimento de prepara® das amostras jAque NP0 existe a necessidade de se
obter extrato seco. A figura 22 mostra o cromatograma de uma amostra obtido num gradiente:
0-5 min MeOH/TFA (7:93), 7-15 min MeOH/TFA (17:83), 17-22 min MeOH/TFA (25:75),
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24-50 min MeOH/TFA (30:70), 52-58 min MeOH/TFA (35:65), 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 fra% MeOH/TFA (1:1) da amostra 11 obtido nas seguintes condi 1es: fasemv d
MeOH/TFA (1:1) 0-5min (7:93), 7-15 min (17:83), 17-22 min (25:75), 24-50 min (30:70), 52-58 min (35:65)
60-70 min (7:93).

A partir dessa condi @0, foram testados diversos si stemas com pequenas variales a
fim de se obter a melhor separa@ dos constituinte s. A condi % final adotada para obten %
do fingerprint @ mostrada na Figura 23 (a).

A obten@ de um bom perfil cromatogr/fico para fins de controle de qualidade,
requer a visualiza® do maior noamero de constituintes (picos) por isso, dentre os solventes
testados que se mostraram mais espec ficos para a remo % da cafe na pode-se concluir, pela
an/Elise dos cromatogramas da Figura 24, que a utiza® de DCM como primeiro solvente na
extra® seq encial promoveu a extra® mais seleti  va da cafe na e menor extra® de outros
constituintes, apenas 6 picos, de interesse para obten @ do fingerprint. A amostra extrada
primeiro com clorof rmio detectou 26 picos, comprom etendo, portanto, a an4lise dos mesmos
na outra fra@ de an/lise do perfil cromatogrAfico
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Fig. 24 Extra® seqencia com aguecimento com (- @) DCM, (b) MeOH/TFA, (c) CHCl3 e (d) MeOH/TFA.
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O m@todo final adotado para anfElise de todas as ansras foi obtido em coluna
Nucleosil C18 (5 m) Supelco (250 x 4.6 mm) em grad iente bin/rio solu % aguosa de TFA
(0,05%) e metanol: 0-5 min MeOH/TFA (7:93), 7-25 min MeOH/TFA (15:85), 27-47 min
MeOH/TFA (18:82), 48-60 min MeOH/TFA (22:78), 62-90 MeOH/TFA (26:74) (m@todo de
anflise) e de 92-102 min retornando a condi®% inidal MeOH/TFA (7:93)
(recondicionamento da coluna), fluxo 1 mL/min. O volume de inje @ adotado foi de 20 L e
0s cromatogramas obtidos entre 200 e 400 nm (figura 23).

Dois critdrios foram adotados para a escolha do conprimento de onda adequado:
noamero de picos detectados e fator de assimetria ds picos. O cromatograma em 3D
demonstra que a maioria dos congtituintes teve maior absor 2 entre 200 e 300 nmede 15 a
80 min (figura 23 b).
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Fig. 23 Cromatograma obtido em 254 nm (&) e cromatograma em 3D (b) de amostra de guaran/E obtido pelo
m@itodo otimizado.
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4.4  Descri @ dos principais metab litospor CLAE

Uma vez otimizado o m@todo de an/Elise, procurou-sadentificar os metab litos
presentes, a partir de padries comerciais dispon ve is de fen licos (taninos) e metilxantinas. O
resultado da inje® isolada dos padries para ident ifica® dos respectivos tempos de
reten @ (t r) pode ser visto na Tabela 10.

Observou-se que uma pequena varia® no pH dafase mvel MeOH/TFA (1:1) teve
uma grande influEncia no tR dos padries. A partir desta conclus®o as anAElises subseq entes
foram efetuadas com pH controlado ajustado para 2,00 — 0,05.

Na seq Encia, com o intuito de verificar o efeito de matriz entre os constituintes, os
padries foram injetados em mistura no mJtodo desenvolvido para an/lise do guaranf£. O

resultado pode ser visto nafigura 25.

Tabela1l0 M@dias dos tr dos padries injetados i sol adamente (duplicata) com avaria® de pH dafase m vel.

tg(Min)  tg (Min)

-a,

Padrfo pH2,30 pH2,0
“cido g/Elico (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
Cafe na (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 an/lise do cromatograma da figura 25mostra que os padries quando injetados em
mistura apresentam tg um pouco diferentes dos tR quando injetados isoladamente. Este
comportamento (efeito de matriz) dificulta a identifica® das subst ncias na amostra.
Procurou-se ent® fazer o mJtodo de adi % de padr2 0 amostra e redlizar a identifica®
pelo aumento do pico correspondente no cromatograma (coelui 0 de padr®o). Realizou-se

ainda a compara @ dos espectros UV (extrados daa mostracom o dos padries).
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Fig. 25 Cromatograma da mistura de padries dispon veis analisado no m@todo otimizada

Contudo, tais tdcnicas se mostraram inconclusivas @ra a maioria dos padries, pois
alguns constituintes se encontram em concentrales muito baixas na amostra ou 0 elu dos
com outras subst ncias.

O Aecido gAlico, quando eludo com a amostra foi dattado a 11.97 min, por@m,
dentre os possveis picos na amostra, 10.85 e 13.19 min, o primeiro nfo foi possvel extrair
UV (muito dilu do) e o segundo nfo coincide com o e spectro UV do padr?o (figura 26).
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Fig. 26 Cromatograma da amostra (a), amostra + padro (b) e espectro UV do pico extrado em 13.19 min (IP

0.60) naamostra (c), espectro UV dopadrdo -  mAEx 196, 215, 271 nm (d).

A epicatequina quando elu da com a amostra foi detectada a 59.86 min. O espectro
UV do provAvel pico correspondente na amostra em 5%5 min, corresponde ao do padr®o
(figura 27).
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Fig. 27 Cromatograma da amostra (a), amostra+ pa dréo (b), espectro UV do pico em 59.65 min (IP 0, 91) na
amostra (c) e espectro UV do padr@o -

mAEx 199, 279 nm (d).

Para a epigalocatequina, a figura 28 (c) mostra a amplia® da regi® onde houve

aumento do pico em 41.02 min, sendo analisado o pico em 39.68 min (b) na amostra cujo

espectro nPo coincide com o espectro do padr® (Fig . 29).
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Fig. 28 Cromatograma ampliado da amostra (a), cro matograma da amostra + padro (b) e da amostra + padréo
ampliado (c).
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Fig. 29 Espectro UV do pico em 39.68 min naamost ra (IP  0.95) (a) e espectro UV do padrio -  m/AEx 218,
270 nm (b).

Na coelui @ com a epigalocatequina galato foi dete ctado aumento do pico em 62.51
min. Os provAveis picos correspondentes na amostram 62.70 e 64.16 min tem seus espectros
demonstrados na figura 30 e se mostraram diferentes do padr@.
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A coelui % com a galocatequina foi detectada em 20 .03 min e 0S picos cujos
espectros foram analisados na amostra em 19.02, 19.47 e 20.22 min (Fig. 31). O espectro UV
do pico em 19.02 na amostra (“ndice de pureza |P = 0.95) et/ demonstrado abaixo, o do pico
em 19.47 min nfo foi possvel extrair (muito diludo) e o do pico em 20.22 min est/E
demonstrado abaixo (IP = 0.99). Pela an/Elise realiada nfo foi possvel confirmar a presen a
de GC na amostra.
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Fig. 31 Cromatograma da amastra (a), amostra + pa drio de galocatequina (b), espectro UV do pico extrado
em 19.02 (c), em 20.22 min (d) naamostra e espectro UV do padrio - mAEx 205, 270 nm (€).

A catequina foi identificada pela coelui % da amos tra e da mistura de padries. O
aumento do pico em 36.78 min e a confirma@ do esp ectro UV do pico em 34.98 min na
amostra confirmam aidentifica® da catequina (Fig . 32).
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Fig. 32 Cromatograma da amostra (a), amostra + mi stura de padries (b) e espectro UV extrado do pico em
34.98 min naamostra (IP  1.00) (c) e espectro UV do padrio - mAx 201, 279 nm (d).

O aumento do pico em 78.76 min, regi® de detec® para a galocatequina galato,
sugere a investiga@ dos picos em 76.77 (IP = 0.83 ) e 80.69 min (IP = 0.47). Os espectros
UV 0 mostrados na figura 33 e nfo s conclusivos para ambos os picos analisados.

nAU
1254nm,4nm (1.00) i £ B
15.0 > 3 ]
] Amostra (a)
12.57
10.04
7.5
4 D
1 4
5.0 5
: 2]
2.5
0.0
T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 min
mAU
1254nm,4nm (1.00) g
] o Amostra + mistura de
.
407 < PD (b)
B
4 N
30 &
] 3

3¢}

o
-

~ O
g s

N ™
O

40 50 60 70 80 min



AU

76.817 1.00
>

35]

200.0 225.0 250.0

275.0 300.0

25007

22507

20007

17507

15007

12507

10007

7507

5007

2507

325.0

350.0

375.0

AU
80,73/ 1.00
257 q(%
B o
@
o
B N
0
~
251 (d)
-507
=757
-1007
nm 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

AU
82.11/ 1.00
©

>

()

A

OH
OH

OH " oH

OH
OH

galocatequina galato

200.0

225.0

250.0

275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

70

Fig. 33 Cromatograma da amostra (a), amostra + mi stura de padries (b), espectro UV extrado do pico em

76.77 (c) em 80.69 min (d) da amostra e espectro UV do padro -

mMAEXx 206, 274 nm ().

Para a teobromina, nPo foi possvel a identifica® na amostra analisada, pois os

provAEveis picos ha amostra (19.99 e 23.32 min), mogados na figura 34, se apresentaram em

concentrales muito baixas ou impuros, pordm, a identifica® foi positiva em outras

amostras analisadas (fra @ metan licadaamostra3 4-2 pico em 23.40 min).
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Fig. 34 Cromatograma da amostra (a), amostra + pa dréo de TeoB (b), espectro UV extrado do pico em 2 3.32

min naamostra (IP  0.74) (c) e espectro UV do pad réo -

mAEx 206, 272 nm (d).

A coinje @ com ateofilina resultou em aumento do pico em 34.30 min (Fig. 35). Na

amostra, os picos avaliados foram em 31.03, 33.74 e 35.01 min. Nenhum dos prov4Eveis picos

na amostra apresentou espectro UV compat vel com o do padr®do, pordm tamb@m para a

teofilina foi poss vel a confirma@ em outras amos tras (fra% metan lica da amostra 11-1

pico em 32.49 min).
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4.5  Obten @ dos cromatogramas das amostras

45.1 Frad metan lica

As fraies metan licas, MeOH/TFA (1:1), de todas as amostras S0 apresentadas a
seguir (Figuras 36, 37 e 38). Observou-se uma boa reprodutibilidade nas an/Elises realizadas,
confirmando a confiabilidade do m@todo desenvolvido

Diferentemente de Yang et al (2005) que, em seus estudos com o Hypericum
japonicum, conseguiu determinar diferenas no metabolismo de amostras coletadas em
regiles distintas, os perfis cromatogr/Zficos de guaan/ coletados nos estados do Amazonas,
Bahia e Mato Grosso, no apresentaram diferen as si gnificativas que pudessem agrup/-las
por origem geogr/Afica. Apenas no caso da amostra 1loriunda de Mauds, pode-se identificar a
presen a maior de teobromina e teofilina, al@m de catequina, cafe na e epicatequina.

Pela an/Elise das Areas dos picos identificados, vdicou-se uma varia @ significativa
nos teores de algumas dessas subst ncias, por@m as variaies ocorreram de uma forma nfo
relacionada com sua origem geogr Afica.
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Amostra 16 - Manaus
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Fig. 36 - PC das frales MeOH/TFA (1:1) dasamostra s provenientes do Estado do Amazonas.
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Amostras provenientes da Bahia
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Amostra32 Ituber&E

Fig. 37 PCdasfrales MeOH/TFA (1:1) dasamostra s provenientes daBahia.

Amostras provenientes do Mato Grosso
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Amostra33 AltaFloresta
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Fig. 38 PC dasfrales MeOH/TFA (1:1) dasamostra s provenientes do Mato Grosso.

45.2 Fra®o diclorometano

80

Para confirmar que o m@dtodo desenvolvido podia restingir-se a anlise da fra®

hidroalc olica, analisaram-se tamb@m todas as fra1 es diclorometano obtidas. Analisando-se

0s PC obtidos das fraies diclorometano das amostra s, verificase que, na maior parte dos

casos, extraiu-se somente cafena (Area do pico ente 97-99 %) nfo havendo perda

significativa de informa® para an/lise do perfil da fra% metan lica. Em alguns casos

(amostra 11 e 29) houve extra® significativa das outras metilxantinas. Os cromatogramas

S0 apresentados nas Figuras 39, 40 e 41.






