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RESULTADOS E DISCUSSˆO 

 

4.1 Preparaçªo dos extratos  
 

Os resultados de teor de extrativos sªo apresentado s no GrÆfico 1. Os melhores 

rendimentos de extraçªo foram obtidos com mistura d e solventes EtOH/H2O (1:1) e 

Acetona/H2O (7:3) pelas tØcnicas de ultrassom com aquecimento, maceraçªo e soxhlet. Os 

solventes lipofílicos (MTBE, diclorometano e clorofórmio), apresentaram os mais baixos 

rendimentos, em todos os processos testados. Os solventes hidrofílicos (Ægua e acetona) 

tambØm nªo tiveram bons resultados.  
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GrÆfico 1 � Rendimento das extraçıes por diferentes  mØtodos em diferentes solventes. 

 

Observou-se ainda que a tØcnica de extraçªo por Soxhlet foi a mais eficiente para 

todos os solventes. Contudo essa tØcnica normalmente nªo pode ser empregada para uma 

combinaçªo de solventes.   
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Após a determinaçªo do teor de extrativos, os extra tos foram analisados por CLAE, a 

fim de detectar possíveis diferenças qualitativas d e metabólitos extraídos.  As condiçıes de 

anÆlise foram: coluna Lichrospher 100 RP 18e (5 µm), 250 x 4 mm, fluxo 1 mL/min, fase 

móvel MeOH/H 2O (20/80), volume de injeçªo 20 µL, tempo de anÆlis e 60 min, faixa de 

detecçªo 190-400 nm, amostra 1 mg/mL em metanol. Co mo os perfis cromatogrÆficos foram 

semelhantes para todas as tØcnicas, sªo apresentados na Figura 11. os diferentes 

cromatogramas obtidos apenas por maceraçªo com dive rsos solventes (R = rendimento).  
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Clorofórmio � R = 4,61 % Diclorometano � R = 5,50 % 

Acetona � R = 7,24 % 

Metanol � R = 20,28 % `gua � R = 15,32 % 

MTBE � R = 2,76 % 
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Fig. 11 � Cromatogramas dos extratos obtidos por ma ceraçªo à frio da amostra 10. 

 

 

Pela anÆlise dos cromatogramas pode-se notar que os solventes mais lipofílicos como 

clorofórmio, diclorometano e MTBE se mostraram capa zes de extrair praticamente somente a 

cafeína das amostras com rendimento bastante baixo em termos de extrato total, nªo sendo 

viÆvel sua utilizaçªo quando se pretende obter um perfil com o maior nœmero de constituintes 

possível. 

Em todos os extratos nota-se presença majoritÆria da cafeína, em relaçªo aos outros 

constituintes (anÆlise do percentual das Æreas dos picos). Nos extratos obtidos com mistura de 

solventes, observou-se uma extraçªo de um maior nœmero de constituintes, porØm ainda 

limitada pela presença majoritÆria de cafeína nos extratos.  

Considerando esses resultados e que o objetivo do trabalho foi de analisar os 

metabólitos produzidos e acumulados em sementes de guaranÆ, constatou-se que as amostras 

deveriam sofrer um tratamento que minimizasse a presença majoritÆria da cafeína, de forma a 

intensificar a detecçªo dos demais componentes.  Fo ram avaliados diferentes mØtodos de 

tratamento de amostra, prØ e pós-extraçªo.  

 

 

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

Acetona/`gua (7:3) � R = 23,45 % 
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4.2 Estudos para remoçªo de cafeína pós-extraçªo.  

 

Os estudos para a remoçªo da cafeína por recristali zaçªo foram baseados na 

facilidade de recristalizaçªo da cafeína (MARIA e M OREIRA, 2007), porØm, nªo se 

mostraram satisfatórios devido à dificuldade de for maçªo de cristais. Em alguns casos houve 

a formaçªo de um precipitado amorfo, porØm de coloraçªo escura indicando a precipitaçªo de 

outros constituintes alØm da cafeína. As condiçıes e resultados encontram-se na tabela 6.  

 

 

Tabela 6 � Estudos de recristalizaçªo da cafeína 

2,0030 H2O Acetona (4,5 mL) nªo formou cristal, pp

2,0017 MeOH H2O (7 mL) nªo formou cristal, pp

2,0030 EtOH H2O (5 mL) nªo formou cristal, pp

2,0026 H20 MeOH (10 mL) nªo formou cristal, pp

2,0000 Acetona H2O (5,5 mL) nªo formou cristal

Obs
Amostra 

(g)
Solvente 1         

(20 mL)
Solvente 2

 

 

O procedimento de solubilizaçªo fracionada se baseo u nos resultados obtidos de 

extraçªo por solventes lipofílicos (MTBE, DCM e CHC l3), que indicaram ser seletivos para a 

cafeína. Contudo, tambØm nªo se mostrou viÆvel, pois nªo houve solubilizaçªo dos extratos 

nos solventes testados.  

Ainda com base nesses resultados, testou-se a tØcnica de partiçªo líquido � líquido 

com os extratos obtidos com rendimentos superiores. A anÆlise cromatogrÆfica das fraçıes 

obtidas por partiçªo líquido - líquido (Figura 12) mostrou que, como esperado, houve uma 

intensificaçªo do sinal referente aos demais consti tuintes (cromatograma b), em detrimento da 

remoçªo da cafeína. 
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Figura 12 � Cromatogramas das fraçıes (a) lipofílic a CHCl3 e (b) hidrofílica MeOH/H2O (7:3) obtidas por 
partiçªo de extrato de guaranÆ obtido por ultrassom com EtOH/H2O (1:1). 
 

 

Contudo a anÆlise do rendimento das fraçıes (Tabela 7) indicou que a fraçªo 

lipofílica extraiu nªo apenas cafeína, pois anÆlises prØvias de quantificaçªo de cafeína nessa 

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

 

 

Tabela 7 � Resultados dos estudos de partiçªo líqui do-líquido com a amostra 10 de guaranÆ. 

 

Amostra 
(g)

Solvente 1             
(MeOH/H2O) Solvente 2 

R fraçªo 
lipofílica 

(%)

R fraçªo 
hidrofílica 

(%)
0,1004 MeOH/H2O (7:3) CHCl3 18,92 73,80

0,1007 MeOH/H2O (1:1) CHCl3 12,91 78,45

0,1000 MeOH/H2O (7:3) DCM 13,90 79,50

0,1006 MeOH/H2O (1:1) DCM 11,93 85,88  

 

 

O tratamento de amostras de guaranÆ para a remoçªo de cafeína tambØm foi avaliado 

pelo mØtodo de extraçªo seqüencial envolvendo um pa r de solventes (lipofílico seguido de 

hidrofílico). Esse tratamento foi baseado nos resultados preliminares de extraçªo, que 

indicaram que os solventes lipofílicos, especialmente DCM e CHCl3, eram bastante seletivos 

para a cafeína e os hidroalcoólicos, aqueles com ma ior capacidade de extraçªo.  

Os resultados dos teores de extrativos da avaliaçªo  do procedimento de extraçªo 

seqüencial podem ser vistos na Tabela 8. 

 

 

 

(b) 
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Tabela 8 � Rendimentos de extraçªo seqüencial da amostra 10.  

MTBE 4,07 3,90 3,33
EtOH/H2O (1:1) 24,60 20,71 21,40

DCM 4,40 2,26 3,10
EtOH/H2O (1:1) 25,56 20,83 21,07

CHCl3 4,89 3,45 2,02
EtOH/H2O (1:1) 23,78 23,40 20,54

10,00

10,00

10,00

Maceraçªo 
R (%)

Amostra 
(g)

Solvente
Soxhlet 
R (%)

Ultrassom 
R (%)

 

 

A eficiŒncia do procedimento de extraçªo seqüencial  foi avaliada por CLAE. Os 

solventes lipofílicos, usados para a primeira extraçªo, se mostraram seletivos na remoçªo da 

cafeína, pois houve menor remoçªo dos demais consti tuintes da amostra se comparados com 

os outros mØtodos testados anteriormente (Figuras 13,14 e 15).  
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Fig. 13 � Extraçªo seqüencial por Soxhlet com (a) C HCl3 e (b) EtOH/H2O (1:1) da amostra 10 
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Fig. 14 � Extraçªo seqüencial por Soxhlet com (a) D CM e (b) EtOH/H2O (1:1) da amostra 10 
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Fig. 15 � Extraçªo seqüencial por Soxhlet com (a) M TBE e (b) EtOH/H2O (1:1) da amostra 10 
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Pela anÆlise das Æreas do pico da cafeína pode-se concluir que o clorofórmio se 

mostrou mais eficaz na extraçªo da mesma se compara do com o DCM e MTBE, dados 

confirmados pelos mØtodos oficiais recomendados em literatura para extraçªo e doseamento 

de cafeína (FARMACOPÉIA BRASILEIRA e AOAC).   

Devido a esses resultados obtidos, testou-se o uso preliminar do Na2CO3  na extraçªo 

seqüencial. Esse procedimento se baseou na propried ade da cafeína em meio bÆsico de se 

manter na sua forma nªo protonada e favorecer assim  a sua extraçªo em solvente lipofílico 

(DCM), porØm este tratamento mostrou-se capaz de interferir com os outros constituintes da 

amostra prejudicando a obtençªo de um bom perfil cr omatogrÆfico. 

Os perfis cromatogrÆficos das fraçıes hidrofílicas mostraram picos sem resoluçªo e 

com capacidade de separaçªo inferior quando compara dos ao extrato integral sem tratamento. 

A comparaçªo pode ser observada na Figura 16.  
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Fig. 16 - Cromatograma do extrato integral obtido por ultrassom com aquecimento (a), cromatograma da fraçªo 
Acetona/H2O de extrato integral de guaranÆ obtido por ultrassom, após tratamento com Na 2CO3 (b), 
cromatograma da fraçªo Acetona/H 2O de amostra de guaranÆ obtida por extraçªo seqüenc ial tratada com 
Na2CO3 e neutralizada antes da extraçªo (c).  
 

 

4.3 Desenvolvimento de mØtodo de anÆlise por CLAE 

 

A CLAE em fase reversa Ø normalmente a primeira escolha para a maioria das 

amostras. É mais conveniente e reprodutível do que outras formas de cromatografia líquida e 

mais provÆvel de promover separaçıes satisfatórias dos constituintes das amostras (SNYDER, 

1997).    

O desenvolvimento do mØtodo de anÆlise dos perfis cromatogrÆficos por CLAE foi 

realizado com a fraçªo hidrofílica (EtOH/H 2O) de extrato de guaranÆ em pó obtido por 

extraçªo seqüencial em Soxhlet. Foram testados inic ialmente o modo isocrÆtico (composiçªo 

da fase móvel constante) e gradiente (composiçªo da  fase móvel variÆvel). 

 

4.3.1 Modo IsocrÆtico 

 

A partir dos cromatogramas mostrados na Figura 11 (preparaçªo dos extratos) pode-

se observar que todos os constituintes eluiram da coluna nos primeiros 25 min de anÆlise. Na 

tentativa de se obter uma melhor separaçªo desses c onstituintes e baseado nas propriedades da 

cromatografia em fase reversa onde, o aumento da polaridade da fase móvel promove uma 

diminuiçªo da força de eluiçªo do solvente, maior r etençªo dos constituintes na coluna e 

conseqüentemente uma melhor separaçªo, a proporçªo da fase móvel foi inicialmente alterada 

de MeOH/H2O 20:80 para 10:90. As condiçıes de anÆlise foram: coluna Lichrospher 100, RP 

(c) 
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18e (5 µm), 250 x 4 mm, fluxo 1 mL/min., fase móvel  MeOH/H2O (10/90), volume de 

injeçªo 20 µL, tempo de anÆlise 60 min, faixa de de tecçªo 190-400 nm, amostra 1mg/mL em 

metanol. A figura 17 mostra o cromatograma obtido nessa condiçªo.  

 

 

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
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

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

 

 

Fig. 17 � Cromatograma da fraçªo hidrofílica do ext rato de guaranÆ obtido por extraçªo seqüencial em S oxhlet � 
fase móvel MeOH/H 2O (10:90).  

 
 

A separaçªo em modo isocrÆtico Ø aconselhÆvel quando a variaçªo do tempo de 

retençªo dos picos eluidos Ø relativamente pequena.  Essa variaçªo pode ser determinada pela 

seguinte equaçªo: 

 

�tR/tG  onde :    �tR  =  tR do œltimo pico eluído - tR do primeiro pico 

tempo de anÆlise  

 

Assim sendo, no caso acima temos: �tR/tG  =  46 � 0,85 / 60  

�tR/tG  = 0,75 

 

Valores maiores que 0,5 indicam que uma eluiçªo em modo gradiente Ø 

recomendÆvel (SNYDER, 1997). TambØm se pode observar que as substâncias mais polares 

eluiram praticamente todas juntas sem qualquer separaçªo no início do cromatograma, 

indicando ser necessÆrio reduzir ainda mais a proporçªo de metanol na mistura. Todos esses 

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

 

Os estudos em modo gradiente se iniciaram com as mesmas condiçıes anteriores, 

alterando-se apenas a fase móvel. De início testou- se a mistura ACN/H2O nas seguintes 

condiçıes: 5:95 (0 min) com gradiente linear (15 mi n) atØ chegar a 20:80 permanecendo 

isocrÆtico nessa proporçªo atØ 50 min e retornando a condiçªo inicial atØ o final da corrida (60 

min).   

A partir daí foram testadas variaçıes no gradiente de ACN/H2O, com separaçªo 

parcial dos constituintes (figura 18). Em seguida testou-se o uso da fase aquosa acidificada 

com Æcido trifluoracØtico (TFA) a 0,05% (pH 2). O controle de pH em CLAE favorece com 

que prevaleçam substâncias em uma das suas formas d issociada ou nªo dissociada, o que gera 

picos mais simØtricos e melhor separaçªo dos constituintes da amostra (figura 19) (SNYDER, 

1997).    
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Fig. 18 � Cromatograma da fraçªo EtOH/H 2O da amostra 10 � fase móvel ACN/H 2O nas seguintes condiçıes: 0-
15 min (1:99), 20-45 min (25:75), retornando a condiçªo inicial em 50 min permanecendo atØ o final da corrida 
(55 min). 
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Fig. 19 � Cromatograma da fraçªo EtOH/H 2O da amostra 10 � fase móvel ACN/H 2O (TFA 0,05%) nas seguintes 
condiçıes: 0-15 min (2:98), 18-57 min (10:90), reto rnando a condiçªo inicial em 60 min. 
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Nªo se observou uma melhor separaçªo para o modo gr adiente com uma mistura 

ACN/H2O. Procurou-se entªo testar o uso de gradiente com a fase móvel MeOH/TFA. Essa 

mistura promoveu uma melhor separaçªo dos constitui ntes sendo que a programaçªo de 

gradiente apresentado na figura 20 foi testado em diferentes colunas de fase reversa tipo C-18 

com partículas esfØricas e porosas: LiChrospher 100 RP 18e, Lichrospher 60 RP � Select B, 

LiChrospher 100 NH2, Nucleosil C18 � Supelco e Shim-pack CLC-ODS Shimadz u.  
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Fig. 20 � Cromatogramas do teste com colunas do 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 NH2 (e) em gradiente 
MeOH/TFA (0,05%), nas seguintes condiçıes: 0-5 min (7:93), 7-25 min (15:85), 27-37 (27:73), 39-68 (33:67) 
70 min retornando a condiçªo inicial, fluxo 1 mL/mi n.  
 

 

Essas colunas sªo empacotadas com fases estacionÆrias que apresentam entre si 

pequenas diferenças, mas responsÆveis por uma melhor separaçªo (Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Características principais das colunas de fase reversa tipo C-18 avaliadas. 

Coluna % de C
Tamanho dos poros 

(¯)
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 mØdia  

 

(d) 

(e) 
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Dentre as colunas testadas, aquela que apresentou melhores resultados (resoluçªo, 

simetria de picos e fator de retençªo) foi a coluna  Nucleosil C-18, uma coluna do tipo 

�endcapped�, que elimina os grupos silanóis residua is, responsÆveis por uma maior interaçªo 

de substâncias ionizÆveis com a fase estacionÆria.  

Uma vez selecionada a coluna, procurou-se testar o solvente a ser empregado na 

solubilizaçªo da amostra. A solubilizaçªo da amostr a em solvente com composiçªo próxima a 

da fase móvel normalmente Ø a melhor opçªo como mØtodo 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 c) para o mesmo 

sistema gradiente.   
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Fig. 21 � Cromatograma da fraçªo EtOH/H 2O da amostra 10 obtido nas mesmas condiçıes da Figu ra 19. Coluna 
Nucleosil C-18, amostra 1mg/mL dissolvida em MeOH/TFA 0,05% (1:1).  

 

Considerando os resultados atØ entªo obtidos, procurou-se trabalhar na otimizaçªo 

final do mØtodo que conciliasse uma melhor resoluçªo, sensibilidade (nível de detecçªo), 

reprodutibilidade e tempo de preparo de amostra.  

Testou-se por fim a extraçªo seqüencial em ultrasso m com uma fase lipofílica e outra 

hidrofílica MeOH/TFA (1:1). A fase hidrofílica foi preparada diretamente em mistura de 

solvente igual ao empregado na fase móvel usada no mØtodo cromatogrÆfico, o que facilitou 

tambØm o procedimento de preparaçªo das amostras jÆ que nªo 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).  
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Fig. 22 - Cromatograma da fraçªo MeOH/TFA (1:1) da amostra 11 obtido nas seguintes condiçıes: fase móv el 
MeOH/TFA (1:1) � 0-5 min (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 condiçªo, foram testados diversos si stemas com pequenas variaçıes a 

fim de se obter a melhor separaçªo dos constituinte s. A condiçªo final adotada para obtençªo 

do �fingerprint� Ø mostrada na Figura 23 (a). 

A obtençªo de um bom perfil cromatogrÆfico para fins de controle de qualidade, 

requer a visualizaçªo do maior nœmero de constituin tes (picos) por isso, dentre os solventes 

testados que se mostraram mais específicos para a remoçªo da cafeína pode-se concluir, pela 

anÆlise dos cromatogramas da Figura 24, que a utilizaçªo de DCM como primeiro solvente na 

extraçªo seqüencial promoveu a extraçªo mais seleti va da cafeína e menor extraçªo de outros 

constituintes, apenas 6 picos, de interesse para obtençªo do fingerprint. A amostra extraída 

primeiro com clorofórmio detectou 26 picos, comprom etendo, portanto, a anÆlise dos mesmos 

na outra fraçªo de anÆlise do perfil cromatogrÆfico.    
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Fig. 24 � Extraçªo seqüencial com aquecimento com ( a) DCM, (b) MeOH/TFA, (c) CHCl3 e (d) MeOH/TFA. 
 

(a) - 6 picos 

(b) - 50 picos 

(c) - 26 picos 

(d) - 43 picos 
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O mØtodo final adotado para anÆlise de todas as amostras foi obtido em coluna 

Nucleosil C18 (5 µm) Supelco (250 x 4.6 mm) em grad iente binÆrio soluçªo aquosa 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) (mØtodo de 

anÆlise) e de 92-102 min retornando a condiçªo inicial MeOH/TFA (7:93) 

(recondicionamento da coluna), fluxo 1 mL/min. O volume de injeçªo adotado foi de 20 µL e 

os cromatogramas obtidos entre 200 e 400 nm (figura 23).  

Dois critØrios foram adotados para a escolha do comprimento de onda adequado: 

nœmero de picos detectados e fator de assimetria dos picos. O cromatograma em 3D 

demonstra que a maioria dos constituintes teve maior absorçªo entre 200 e 300 nm e de 15 a 

80 min (figura 23 b). 
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Fig. 23 � Cromatograma obtido em 254 nm (a) e croma tograma em 3D (b) de amostra de guaranÆ obtido pelo 
mØtodo otimizado. 

(a) 

(b) 
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4.4 Descriçªo dos principais metabólitos por CLAE 

 

Uma vez otimizado o mØtodo de anÆlise, procurou-se identificar os metabólitos 

presentes, a partir de padrıes comerciais disponíve is de fenólicos (taninos) e metilxantinas. O 

resultado da injeçªo isolada dos padrıes para ident ificaçªo dos respectivos tempos de 

retençªo (t R) pode ser visto na Tabela 10.  

Observou-se que uma pequena variaçªo no pH da fase móvel MeOH/TFA (1:1) teve 

uma grande influŒncia no tR dos padrıes. A partir desta conclusªo as anÆlises subseqüentes 

foram efetuadas com pH controlado ajustado para 2,00 – 0,05.   

Na seqüŒncia, com o intuito de verificar o efeito de matriz entre os constituintes, os 

padrıes foram injetados em mistura no mØtodo desenvolvido para anÆlise do guaranÆ. O 

resultado pode ser visto na figura 25. 

 

 
Tabela 10 � MØdias dos tR dos padrıes injetados isoladamente (duplicata) com  a variaçªo de pH da fase móvel. 

 

Padrªo
tR (min) 
pH 2,30

tR (min) 
pH 2,0

`cido gÆlico (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
Cafeína (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 anÆlise do cromatograma da figura 25 mostra que os padrıes quando injetados em 

mistura apresentam tR um pouco diferentes dos tR quando injetados isoladamente. Este 

comportamento (efeito de matriz) dificulta a identificaçªo das substâncias na amostra. 

Procurou-se entªo fazer o mØtodo de adiçªo de padrª o à amostra e realizar a identificaçªo 

pelo aumento do pico correspondente no cromatograma (coeluiçªo de padrªo). Realizou-se 

ainda a comparaçªo dos espectros UV (extraídos da a mostra com o dos padrıes).  
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Fig. 25 � Cromatograma da mistura de padrıes dispon íveis analisado no mØtodo otimizado. 

  

 

Contudo, tais tØcnicas se mostraram inconclusivas para a maioria dos padrıes, pois 

alguns constituintes se encontram em concentraçıes muito baixas na amostra ou sªo eluídos 

com outras substâncias. 

O Æcido gÆlico, quando eluído com a amostra foi detectado a 11.97 min, porØm, 

dentre os possíveis picos na amostra, 10.85 e 13.19 min, o primeiro nªo foi possível extrair 

UV (muito diluído) e o segundo nªo coincide com o e spectro UV do padrªo (figura 26). 
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Fig. 26 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo (b) e espectro UV do pico extraído em 13.19 mi n (IP 
� 0.60) na amostra (c), espectro UV do padrªo - � mÆx 196, 215, 271 nm (d). 
 

 

A epicatequina quando eluída com a amostra foi detectada a 59.86 min. O espectro 

UV do provÆvel pico correspondente na amostra em 59.65 min, corresponde ao do padrªo 

(figura 27).  
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Fig. 27 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo (b), espectro UV do pico em 59.65 min (IP � 0, 91) na 
amostra (c) e espectro UV do padrªo - � mÆx 199, 279 nm (d). 

 

 

Para a epigalocatequina, a figura 28 (c) mostra a ampliaçªo da regiªo onde houve 

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

espectro nªo coincide com o espectro do padrªo (Fig . 29).   
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Fig. 28 � Cromatograma ampliado da amostra (a), cro matograma da amostra + padrªo (b) e da amostra + pa drªo 
ampliado (c).  
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Fig. 29 � Espectro UV do pico em 39.68 min na amost ra (IP � 0.95) (a) e espectro UV do padrªo - � mÆx 218, 
270 nm (b). 
 

 

Na coeluiçªo com a epigalocatequina galato foi dete ctado aumento do pico em 62.51 

min. Os provÆveis picos correspondentes na amostra em 62.70 e 64.16 min tem seus espectros 

demonstrados na figura 30 e se mostraram diferentes do padrªo.  

Amostra  (a) 

Amostra + EGC 
(c) 

 (a)  (b) 



 66 

O

OH

OH

OH

OH OH

O C

O

OH

OH

OH

epigalocatequina galato

200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

mAU
 64.16/ 1.00

2
1

0

2
5

8

2
2

4

2
7

9

0 10 20 30 40 50 60 70 80 min

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5

15.0

mAU
254nm,4nm (1.00)

2.
88

0
3.

21
7

3.
46

8
3.

93
6

4.
23

8
5.

44
4

6.
56

7
7.

60
4

8.
52

9

10
.8

55

13
.1

91
13

.9
95

14
.4

93
15

.2
17

15
.7

38
16

.3
16

17
.2

83
19

.0
23

19
.4

79
20

.2
20

22
.6

64

24
.6

51
25

.7
51

29
.2

27

31
.5

35
32

.6
51

33
.6

06
35

.0
70

36
.3

59
37

.3
57

39
.6

84

42
.2

20
43

.7
03

46
.0

82

48
.9

41
50

.4
82

54
.9

75
56

.5
29

59
.6

50

62
.7

02
64

.1
67

67
.8

49
69

.4
68

70
.8

58
72

.2
03

73
.6

83
74

.8
27

76
.7

74

80
.6

90
82

.5
65

87
.9

57

 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 min

0

5

10

15

20

25

30

35

mAU
254nm,4nm (1.00)

3.
14

9 3
.4

23
3.

87
2

4.
06

9
5.

03
4 5.

54
7

6.
13

8
6.

99
8

7.
88

4 8
.4

50
9.

67
8

11
.8

40

14
.7

57
15

.4
84

16
.2

29

18
.4

76
20

.2
70

21
.4

42
22

.7
15

29
.0

17

33
.2

22
35

.1
18

50
.6

61

55
.2

85

57
.3

47

60
.6

80
62

.5
11

66
.0

72

68
.4

37
69

.2
03

70
.6

09
72

.0
11

73
.5

37
75

.0
47

84
.8

71

 

200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

0

5

10

15

20

25

30

35

mAU
 62.78/ 1.00

2
0

9

2
5

8

3
7

3

1
9

9

2
2

6

2
7

9

 

200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm
-250

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750

mAU
 57.17/ 1.00

24
8

19
7

27
4

 
Fig. 30 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo (b), espectro UV do pico extraído em 62.70 min  (PPI 
� 0.77) (c), em 64.16 min (d) na amostra (PPI � 0.7 7) e do padrªo - � mÆx 197, 274 nm (e). 
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A coeluiçªo com a galocatequina foi detectada em 20 .03 min e os 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 IP = 0.95) estÆ demonstrado abaixo, o do pico 

em 19.47 min nªo foi possível extrair (muito diluíd o) e o do pico em 20.22 min estÆ 

demonstrado abaixo (IP = 0.99). Pela anÆlise realizada nªo foi possível confirmar a presença 

de GC na amostra. 
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Fig. 31 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo de galocatequina (b), espectro UV do pico extr aído 
em 19.02 (c), em 20.22 min (d) na amostra e espectro UV do padrªo - � mÆx 205, 270 nm (e).  

 

A catequina foi identificada pela coeluiçªo da amos tra e da mistura de padrıes. O 

aumento do pico em 36.78 min e a confirmaçªo do esp ectro UV do pico em 34.98 min na 

amostra confirmam a identificaçªo da catequina (Fig . 32). 
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Fig. 32 � Cromatograma da amostra (a), amostra + mi stura de padrıes (b) e espectro UV extraído do pico  em 
34.98 min na amostra (IP � 1.00) (c) e espectro UV do padrªo - � mÆx 201, 279 nm (d).  
 

 

O aumento do pico em 78.76 min, regiªo de detecçªo para a galocatequina galato, 

sugere a investigaçªo dos picos em 76.77 (IP = 0.83 ) e 80.69 min (IP = 0.47). Os espectros 

UV sªo mostrados na figura 33 e nªo sªo conclusivos  para ambos os picos analisados. 
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Fig. 33 � Cromatograma da amostra (a), amostra + mi stura de padrıes (b), espectro UV extraído do pico em 
76.77 (c) em 80.69 min (d) da amostra e espectro UV do padrªo - � mÆx 206, 274 nm (e). 
 

 

Para a teobromina, nªo foi possível a identificaçªo  na amostra analisada, pois os 

provÆveis picos na amostra (19.99 e 23.32 min), mostrados na figura 34, se apresentaram em 

concentraçıes muito baixas ou impuros, porØm, a ide ntificaçªo foi positiva em outras 

amostras analisadas (fraçªo metanólica da amostra 3 4-2 � pico em 23.40 min).  
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Fig. 34 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo de TeoB (b), espectro UV extraído do pico em 2 3.32 
min na amostra (IP � 0.74) (c) e espectro UV do pad rªo - � mÆx 206, 272 nm (d). 

 

 

A coinjeçªo com a teofilina 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 provÆveis picos 

na amostra apresentou espectro UV compatível com o do padrªo, porØm tambØm para a 

teofilina foi possível a confirmaçªo em outras amos tras (fraçªo metanólica da amostra 11-1 � 

pico em 32.49 min). 
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Fig. 35 � Cromatograma da amostra (a), amostra + pa drªo de TeoF (b), espectro UV extraído do pico em 3 1.03 
min (IP � 1.00) (c), em 33.74 min (IP � 0.99) (d), em 35.01 min (IP � 0.40) (e) na amostra e espectro UV do 
padrªo - � mÆx 207, 270 nm (f). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amostra + TeoF 

 (c) 

 (e) 

 (d) 

 (f) 



 73 

4.5 Obtençªo dos cromatogramas das amostras 

 

4.5.1 Fraçªo metanólica 

 

As fraçıes metanólicas, MeOH/TFA (1:1), de todas as  amostras sªo apresentadas a 

seguir (Figuras 36, 37 e 38). Observou-se uma boa reprodutibilidade nas anÆlises realizadas, 

confirmando a confiabilidade do mØtodo desenvolvido. 

Diferentemente de Yang et al (2005) que, em seus estudos com o Hypericum 

japonicum, conseguiu determinar diferenças no metabolismo de  amostras coletadas em 

regiıes distintas, os perfis cromatogrÆficos de guaranÆ coletados nos estados do Amazonas, 

Bahia e Mato Grosso, nªo apresentaram diferenças si gnificativas que pudessem agrupÆ-las 

por origem geogrÆfica. Apenas no caso da amostra 11 oriunda de MauØs, pode-se identificar a 

presença maior de teobromina e teofilina, alØm de catequina, cafeína e epicatequina. 

Pela anÆlise das Æreas dos picos identificados, verificou-se uma variaçªo significativa 

nos teores de algumas dessas substâncias, porØm as variaçıes ocorreram de uma forma nªo 

relacionada com sua origem geogrÆfica. 
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Amostras provenientes do Estado do Amazonas 

 

Amostra 10 � Manaus  
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Amostra 13 � Manaus 
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Amostra 14 - Manaus 
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Amostra 16 - Manaus 
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Amostra 17 � Manaus 
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Amostra 19 - Itacoatiara 
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Amostra 28 � MauØs 
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Amostra 35 - Tabatinga 
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Fig. 36 - PC das fraçıes MeOH/TFA (1:1) das amostra s provenientes do Estado do Amazonas. 
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Amostras provenientes da Bahia 

 

Amostra 20 - Valença 
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Amostra 32 � ItuberÆ 
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Fig. 37 � PC das fraçıes MeOH/TFA (1:1) das amostra s provenientes 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 fraçıes MeOH/TFA (1:1) das amostra s provenientes do Mato Grosso. 

 

 

4.5.2 Fraçªo diclorometano 

 

Para confirmar que o mØtodo desenvolvido podia restringir-se a anÆlise da fraçªo 

hidroalcóolica, analisaram-se tambØm todas as fraçı es diclorometano obtidas. Analisando-se 

os PC obtidos das fraçıes diclorometano das amostra s, verifica-se que, na maior parte dos 

casos, extraiu-se somente cafeína (Ærea do pico entre 97-99 %) nªo havendo perda 

significativa de informaçªo para anÆlise do perfil da fraçªo metanólica. Em alguns casos 

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

sªo apresentados nas Figuras 39, 40 e 41.   
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