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INTRODUGAO

0 grande interesse pelo guarana (Paullinia cupana)
surgiu, justamente, quando se conseguiu isolar, a par-
tir das sementes desse arbusto, um principio.ativo, . a
guaranina (cafeina). pfs, A : ;

Segundo LEBEAU & col. (1956), a cafeina age sobre
o sistema nervoso e aparelho circulatério. Estudos mais
recentes com relagao a patologia animal e a ingestao de
altas doses de cafeina foram realizados, principalmente,
por WURZNER & col. (1977).

0 po de guarana tem sido utilizado como substancia
miraculosa, segundo a crenga popular. Sabe-se que o es-

! Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo.

2 Instituto de Quimica, USP.
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tado de bem-estar e euforia ocasionado pela ingestao do
po de guarana provém da cafeina, em virtude de sua atua-
gao sobre o sistema nervoso. Enquanto a semente de café
pode apresentar de 0,5 a 1,2% p/p de cafeina, a semente
de63§arané pode apresentar de 3,3 a 6,5% p/p (LOPES,
19 S

A semente do guaran3, geralmente, € comercializada
na forma de po, comprimidos e bastao.

0 uso indiscriminado de guarana pode acarretar da-
nos 3 Saude Piblica, tendo em vista as altas doses de ca
fefna que podem ser ingeridas por pessoa, diariamente.
Por exemplo, tivemos oportunidade de analisar comprimi =
dos de guarand comercializados e verificamos que o peso
médio dos comprimidos era de 0,573 g e que 100 g do  po
apresentava 3,500 g de cafelna, correspondendo, portan -
to, a 20,0 mg de cafeina por comprimido. Todavia, segun
do a rotulagem ou embalagem: 'devem ser ingeridos dois
comprimidos diarios", portanto, 40,0 mg de cafelna.

100 ml de refrigerante de guarana devem conter, 6
mg (mdximo) a 0,6 mg (minimo) de cafeina''** Desta forma,
nos produtos de guarana comercializados estdo sendo reco-
mendadas quantidades de guarand@a serem ingeridas, que po
dem conter até, quase, 6 vezes mais cafeina do que o es-
tabelecido pela legislagao.

Pesquisas realizadas em diferentes orgaos oficiais
nos levam a concluir que a produgdo de guarana nao aten-
de 3 demanda, o que nos induz a supor a existéncia efeti
va de fraude no preparo do pé de guarand. Esta afirmat]
va € ainda apoiada no fato de que grande volume de anali
ses oficiais tem condenado esses produtos.

* Ministério da Agricultura. Decreto-Lei n® 73.267 de
06 de dezembro de 1973.

** Ministério da Agricultura. Portaria 902, de 26 de de-
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0 teor de cafefna no pé de guarand, estipulado por
le'. nao € suficiente para testar seu grau de pureza,
POIS. ela pode ser perfeitamente adicionada. Pela anali
se microscopica, embora se determine a presenga de ele
mentos histologicos, constata-se também a presenga de ou
tras substancias estranhas, o que nao € suficiente para
condenar o produto. Hé, portanto, necessidade de se pes
quisar, por métodos quimicos, os componentes secundarios
do guarana Entre estes, o que figura no primeiro livro
de técnica do INST. ADOLFO LUTZ (1951), € o pigmento ver
melho natural, que da coloragao ao extrato de guarana,
matéria prima usada no fabrico do refrigerante.

Este pigmento vermelho, segundo CAGNO (1950), se-
ria o mesmo da noz de cola (cola nitida ou Cola acumina-
ta) estudada por GORIS (1949). FREUDENBERG e col. (1949)
concluiram que o composto isolado por GORIS (1949) seria
a d-catequina, juntamente com o epicatecol impuros, que
sofreriam oxidagoes enzimaticas (diastase), dando o ver-
melho de cola.

HAUASH! (1962) afirma que as catequinas e outros
flavonois e flavonadioes tém inumeras aplicagoes técni-
cas.

Pelo exposto, verifica-se que o po de guarana nao
corresponde as caracteristicas necessarias para ser co-
mercializado como alimento e nao atende 3s recomendagoes
da Farmacopéia Brasileira para ser registrado como medi-
camento.

Tendo em vista que o pigmento € um componente na-
tural do p6 e do extrato de guarana, a determinagao de
sua presenga, confirma a existencla de extrato de guara-
na nos refrigerantes comercializados e produtos afins,
bem como a pureza do po de guarana.

Este trabalho tem como objetivo o isolamento do
plgmento vermelho natural a partir do po de guarana e a
tentativa de sua elucidagao estrutural atraves de aplica
gao de metodos para a determlnagao de estrutura de subs=
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MATERIAIS E METODOS

Ensalos preliminares

Tentamos isolar os constituintes do p6 de guarana,
utilizando os solventes antes testados por CAGNO (1950)
e os métodos da figura 1, de GOTTLIEB, para pesquisa de
substancias naturais, que foram os seguintes:

cromatografia em coluna
- percolagao fracionada

- extracao continua.

METODOS
OPERAGAO I cLXss1cCOS HMODERNOS
1) Isolamento da Extragaoc continua Fisico
Substancia Percolng;o Fracionada Cromatografia
2) Vcrific-;io da Determina;io do Ponto Fisiceo
Pureza de Fusao Cromatografia
3) Determinagao da For- Composigso Elementar
mula Molecular por Analise de Combustao
4) Deternin.;;o dos Eupec(tometri-
Grupos Funcionais - mno ulcraviolecta
- no infravermelho
5) Determinnq:o do - de massa
e -~ de ressonmncia magne
tica nuclear
6) Determinagao ds For-
sula fstrutural
1A Dn(er-in-g:o da For- Espectromutria
- de Tessonancia magne-
L wula Eapacial tieca nuclear.

FIGURA 1. Métodos de determinagao de Estrutura de Subs -

- - - -~ - - AATTI 1D
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Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna, mesmo empregando-se ma-
teriais diferentes em seu empacotamento, nao nos forne-
ceu resultados satisfatérios. Partimos para os métodos
classicos indicados pela FARM. BRAS. | (1929), percola-
cao fracionada e extragao continua.

Percolagao fracionada

Especialmente recomendada para drogas que contém
principios volateis ou constituintes facilmente altera-
veis pela agao do calor.

Foram utilizados respectivamente 5 g, 3 g e 2 g de
p6 de guarana em trés percoladores. 0Os solventes empre
gados foram éter etilico, cloroférmio e alcool etilico -
contendo 3% de HCl1 concentrado.

Liquido extrator-éter etilico

No primeiro percolador contendo 5 g de po de gua-
rana foram colocados 80 ml de éter etilico. 0 material
permaneceu em contato com o solvente 24 horas, apos  as
guais foram retirados 60 ml para o segundo percolador, ©
volume do primeiro percolador foi completado para 80 ml,
o tempo de permanéncia do solvente com 3 g de guarana,
também de 24 horas, findas as quais retirou-se o volume
de 40 ml que se introduziu no terceiro percolador conten
do 2 g do material, completando-se novamente o volume do
segundo percolador com 60 ml do 17quido extrator do pri-
meiro. A operagao continuava em reciclagem até que o 17
quido colhido no terceiro percolador (30 ml) se tornava
incolor, pois, as primeiras porgoes eram verdes.

Liquido extrator cloroformio

(Procedimento semelhante ao do primeiro liquido ex
fratmar) -
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0 extrato cloroformico, retirado do terceiro perco
lador contendo cafeina, era controlado por cromatografia
em camada delgada, apos ser reduzido a um volume de 10
ml.

Empregava~-se o seguinte sistema:

Adsorvente: silica gel G segundo STAHL (tipo €9) pa
ra cromatografia em camada delgada.

Fase movel: n-butanol saturado de agua e HC1 conc.
na proporgao de 9:1 de acordo com LE-
DERER (1953).

Revelador: Reagente de Draggendorff, FARM. BRAS.
1 (1959) .

Os volumes dos extratores colocados nas placas cro
matograficas, por seringas micrométricas variavam de 50
pul (inicialmente) até 250 ul de acordo com os extratos
recolhidos, para se verificar p esgotamento do alcaloi-
de no liquido extrator. Como padrao utilizavam-se 50 ul
de uma solugao cloroformica de cafeina de  concentragao
de 1 mg/100 ml.

As manchas de cafeina apresentavam coloragao verme
lha intensa.

Liquido extrator-alcool etilico contendo 3% de
HC1 concentrado

(Processo também semelhante ao com éter etilico).

Inicialmente obtinha-se um 17quido vermetho (colo-
ragao bordeaux) e esgotava-se o material do 3?9 percola-
dor até se obter uma solugao ligeiramente colorida. As
solugoes eram reunidas, evaporadas a vacuo até um volume
bastante reduzido, no qual se juntava agua destilada a
mais ou menos 109C e obtinha-se um precipitado de colora
gao marrom, filtrado a vacuo, lavado com agua destilada
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dlcool etilico - P.A., seguido por evaporagao do solven-
te em Erlemmeyer fechado com dois tubos, um dos quais se
adaptava ao ar comprimido, até se obter um determinado
volume. 0 restante do solvente era eliminado em desseca
dor a vacuo.

Extragao continua

Partimos de 10 g do po adaptadas em cartuchos no
aparelho de soxhlet e aplicamos os mesmos solventes do
processo anterior, assim como os mesmos critérios ante -
riores de controle dos extratos obtidos. Mas, a precipi
tacao do corante era realizada em B.M. (banho-maria a
1009C), assim como a concentracao das solugoes obtidas
por esgotamento do aparelho de soxhlet.

Os espectros na regiao do infravermelho do corante
obtido tanto por percolagao fracionada como por extracao
continua (método aplicado no caso de substancias termoes
taveis) foram idénticos (figura 5, espectro 3 e figura
6, espectro 4 em nujol). Concluimos, portanto, que o mé
todo por extragao continua seria de melhor eplicacgao,
pois, fornecia uma maior quantidade de pigmento vermelho
e nos dava ensejo de obter a cafeina em alto grau de pu-
reza, de acordo com o espectro obtido na regiao do ultra
violeta. =

Finalmente temos a figura 7 espectro 5 em KBr do
pigmento vermelho, apenas lavado com agua destilada, ja
que nao foi possivel recristaliza-lo, por dissolugao em
alcool e reprecipitagao em agua destilada, o que natural
mente deveria ocorrer. -

Com relagao ao pigmento vermelho, os espectros no
ultravioleta, antes e depois da cromatografia (as man-
chas eram reapadas e eluidas em alcool etilico contendo
3% de HC1 concentrado), foram semelhantes (espectros 1 e
2, figura 2).

Concluimos, portanto, que a substancia se apresen-
. & - - B ™ = =
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FIGURA 2 - Espectro na regiao do ultravioleta do corante

vermelho natural.

- Espectro n® 1 solugao alcodlica (alcool etili
co com 3% HCI) do corante puro.

- Espectro n% 2 eluato do corante apos ser cro-
matografado. Concentragdo da solugao 4,0 mg/
100 ml - 8 pontos/20ul.
Espectrofotometro Varian 634, Siit 1,0 nm.
Varredura 50 nm/min.

tao, os métodos indicados para determinagao de estrutura

de substancias organicas: ponto de fusao, analise elemen
tar ecpectro de macecas & Aa raccnmimecla niielear maanetica.
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Dosagem de cafeina

Montamos um sistema em série de soxhlet, que per-
mitia realizar um maior nimero de analises. Com éter etf
lico extraimos o pigmento verde, esgotamos o aparelho de
soxhlet e evaporamos o extrato obtido até a secura. Repe
timos a operagao até obter um residuo incolor - figura 3,
espectro | (as primeiras porgoes da solugao etérea podem
ser reservadas para reaproveitamento do solvente por des
tllagao) Em segunda a cafefna foi extrafida com cloro-
formio, reduzido ate um determinado volume no préprio ba
lao do aparelho de soxhlet, passando quantitativamente
para um balao volumétrico. Efetuamos as devidas dilui-
¢oes, a fim de se determinar o teor de cafeina pelo pro-
cesso convencional em refrigerantes. Isto €, leitura
espectrofotometrica da solugao cloroférmica no comprimen-
to de onda de 274 nm, de acordo com a curva padrao. (Tem-
po de extragao da cafeina com cloroférmio - 6 (seis) ho-
ra;). (Tomada de ensaio - de 2 a 2,5 g de p6 de guara-
naj.
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Curva padrao de cafeina:

N°s 1, 3 e

L,

foram tomadas

solug

contendo respectivamente 0,3 mg/100 ml, 0,50 mg/100
0,70 mg/100 m!, 0,90 mg/100 ml, 1,00 mg/100 ml, 1,10 mg/

100 ml e 1,15 mg/100 ml.
rem a mg de cafefna por 100 ml de cloroformio.

Estas concentragoes se

oes
ml,

refe-
Trabalhg

mos, porém, com absorvidade média a 0,485 e o desvio pa-
drao 0,014,

método foi o valor nominal, isto €, ensaios

Valor real: o fator determinante para adaptagao do

realizados

com cafeina pura, que submetida a extragoes, primeirocom
éter e depois com cloroformio, deram uma reprodugao

97,0 até 98,6% (valor médio - 97,7%) .

0

s ensaios

de

foram
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FIGURA 5 - ESPECTRO N° 3 - Espectro na regiao do- infra-
vermelho do corante vermelho obtido por perco
lagao fracionada.

0 método da uma aproximagao admitida para proces-
sos de rotina nos laboratorios de controle de drogas e
medicamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0s métodos empregados para a determinacao da  es-
trutura do pigmento vermelho natural (presente no po e
no extrato de guarana) levaram-nos a hipotese de que se
. N P ] - - -

I . F R el s T, B e e i g Y w7 =
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FIGURA 6 - ESPECTRO N? 4 - Espectro na regiao do infra-
vermelho do corante vermelho obtido por extra
¢ao continua.

durante o processo de extragao o pigmento inicialmente
vermelho escarlate, se tornava bordeaux e apos evapora-
¢ao parcial do solvente em banho termoelétrico (tempera-
tura 1009C), ao juntarmos agua destilada obtinhamos  um
precipitado marrom. Estas mudangas de coloragao inferem
um provavel processo oxidativo. Portanto, deveriamoster
trabalhado em atmosfera de gas inerte (nitrogénio - Nj).

Na determinagao de cafeina tomamos 12 amostras, cu-
jo teor encontrado situou-se entre 3,07 a 4,60% p/p. Ob-
servamos que o extrato etéreo apresentava nas primei-
ras porgoes coloragdo verde, caracteristica, em algumas
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FIGURA 7 - ESPECTRO N2 5 - Espectro do corante vermelho
em pastilhas de KBr na regiao do infraverme -
lho.

te de mistura. Nas amostras manipuladas o extrato ete-
reo era incolor, embora apresentando a quantidade de ca-
fefna exigida pela legislagao. A anadlise microscopica a
apresentava alguns elementos histologicos de guarana. Co
mo preenchiam os requisitos previstos pela legislagao f§
ram aprovadas para consumo.

CONCLUSOES

Com relagao ao pigmento vermelho, nao nos foi pos-

e 1 datrarminar eiia fArmitla cctreritiiral P T =
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formula minima (CH20)p, sugere a hipotese de um pollmero
Nao poderiamos, entretanto, deixar de transcrever os me-
todos e os critérios adotados para a obtencao do pigmen-
to vermelho, que serviu de padrao para o trabalho ante -
rior e, alnda, em virtude da |mportanC|a que tem o po
de guarana, de oferecer sugestoes para trabalhos  futu-
ros (SIMAO & ALMEIDA, 1984).

Quanto ao método de doseamento de cafeina podemos
afirmar ser menos trabalhoso que o da FARM. BRAS. Il
(1959}, exigindo menor esforgo do analista, possibilitan
do reallzar analise em série, dado o seu grande  numero
e com bons resultados.

RESUMO

0 po de guarana submetido a agao de 3  solventes,
éter etilico, cloroformio e alcool etilico contendo 3%
de acido cloridrico concentrado, forneceu trés extratos
que foram analisados por espectrometria. 0 extrato clo-
roformico, um dos objetivos de nosso trabalho, conten-
do cafeina, mediante adaptagao de analise por espectro -
metria no wultravioleta no comprimento de onda de 274
nm, nos proporcionou resultados quantitativos bastante
satisfatorios, permitindo a possibilidade de um método
mais simples e menos trabalhoso para o doseamento do re-
ferido alcaloide no po de guarana. Os ensaios em branco
nos permitiram uma reprodugdo de 97,7% média de aproxi-
magam suficiente para os trabalhos de rotina. No extra-
to alcodlico obtivemos um pigmento vermelho que, apos so
frer os processos rotineiros de extragao e purificagao,
foi objeto de estudo por meio dos métodos indicados para
a determinagao de estrutura de substancias organicas.

SUMMARY
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vents - ethyl ether, chloroform and ethyl alcohol con-
taining 3% concentrated hydrochloric acid ~yielded three
extracts which were analysed by spectrometer. The chlo-
roform extract containing caffeine (determined by ultra-
violet spectroscopic analysis at the 274 nm wavelength),
gave good quantitative results, allowing a simpler and
easier method for the treatment of the said alkaloid in
guarana powder. Control experiments showed an  average
accuracy of 97.7, sufficient for routine work. From the
alcohol extract we obtained a red pigment, which. after
routine extration and purification procedures, was stu-
died by the accepted methods for determining the structu
re of organic substances, and we arrived at the conclu-
sion that it seems to be a polymer.
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