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SEPARACAO E ANALISE DE METILXANTINAS
EM EXTRATOS DE GUARANA E ERVA MATE POR
ELETROFORESE CAPILAR

>» Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um protocolo de separagdo de metilxantinas por  paria de Lourdes L. de Moraes®,

eletroforese capilar em meio micelar, visando a determinacdo quantitativa de  Gustavo A. Micke,

cafeina em extratos comerciais de guarand e respectiva matéria-prima e extratos ~ Neide M. Fujiya e

de erva-mate de interesse cosmético. Primeiramente foi realizado um estudo de ~ Marina F. M. Tavares

otimizacdo da extracdo de cafeina em amostras de guarana em pé, utilizando-se . . ~

extragéi exaustiva im Soxhlet como referéncia. Og processamer:1to da amostra Unl\{er5|dade d’e §ao Paulo
Instituto de Quimica

em ultra-turrax (13000 rpm, 5 min) e ultra-som (40KHz, 10 min) apresentaram Ay Prof. Lineu Prestes, 748

rendimentos satisfatérios, 100,01 + 0,94% e 100,45 + 0,84%, respectivamente. A 05508-900

quantificacdo de cafeina foi realizada empregando-se um eletrélito composto de  S&o Paulo, SP

solucdo tampdo de tetraborato de sédio a 20mmol L' contendo 70mmol L' SDS

(pH 9,3), encontrando-se 6,84 + 0,20 e 0,21 £ 0,02g/Kg de cafeina nos extratos . ) >k

hidroglicélicos de guarana e erva mate, respectivamente e cerca de 35g/Kg no Unl\{er5|dade d’e $a° Paul~o

b e o ’ o Instituto de Quimica de Sao Carlos

guarana em po. Figuras de mérito do método proposto para cafeina incluem: boa Ay Trabalhador Ssocarlense, 400

seletividade, excelente linearidade (r=0,999997) no intervalo de concentragao 35 - CEP: 13560-970. Sao Carlos. SP

550pg mL?, com estimativas dos limites de detecgédo e quantificacdo de 2,00ug mL"’ Fone: (16) 273-9959

e 6,07ug mL", respectivamente, precisdo de 4rea de 0,70% CV para seis injecées  E-mail: mlourdes@igsc.sc.usp.br

consecutivas e tempo de analise de 7 min.

* Autor para correspondéncia

Palavras-chave: eletroforese capilar, extratos vegetais, metilxantinas, guarana, erva
mate

> Summary

In this work, a capillary electrophoresis protocol for the quantitative determination of
caffeine in herbal extracts of guarana and erva mate as well as guarana powder was
established. A preliminary study to optimize the extraction of caffeine from guarana
powder was conducted using exhaustive Soxhlet extraction as reference. Samples
processed by ultra-turrax (13000 rpm, 5 min) and ultra-sound (40KHz, 10 min)
presented satisfactory yields (100.01 + 0.94% and 100.45 + 0.84%, respectively).
The electrophoretic analysis was performed in 7 min with a 20mmol L' tetraborate
pH 9.3 containing 70 mmol L' SDS. Concentrations of caffeine of 6.84 + 0.20 and
0.21 + 0.02g/Kg were found in hydroglycolic extracts of guarana and erva mate,
respectively and c.a. 35g/Kg in guarana powder. A few method figures of merit
include: good selectivity, excellent linearity (r=0,999997) in the concentration
interval 35 - 550ug mL?', with estimates of LOD and LOQ of 2.00pg mL"
and 6.07ug mL", respectively, and precision of 0.70% CV (peak area) for six
consecutive injections.

Keywords: capillary electrophoresis, herbal extracts, methylxantines, guarana,
erva mate
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I Introducao

O guarana (Paullinia cupana KUNTH ex H.B.K., sapidace-
ae) e a erva mate (llex paraguariensis ST. HIL., aquifoliaceae)
sdao plantas amplamente utilizadas na medicina tradicional
brasileira, sendo empregadas em bebidas caseiras e indus-
triais, como tonicos e em preparacdes cosméticas (1-3).

O guarana é natural da regido norte do Brasil, sendo
encontrado principalmente na Amazonia. As partes utilizadas
sdo as sementes, secas e levemente torradas. O guarana é
comercializado em quatro formas diferentes: em rama, em
bastdo, em p6 e na forma de xaropes e esséncias. Além de ser
muito utilizado no preparo de bebidas refrigerantes devido
as suas propriedades estimulantes, suas propriedades lipoli-
tica e vasodilatadora o tornam adequado para o preparo de
cosméticos indicados para o tratamento da celulite. O gua-
rana é ainda indicado nos casos de esgotamento, depressao
nervosa e no combate a enxaqueca (1,2).

O mate é uma planta natural da América do Sul, encon-
trada principalmente na regido sul do Brasil, da qual sdo ex-
traidas as folhas que, quando secas, obtém-se a erva mate e
quando tostadas, o cha mate. Os indigenas a utilizavam para
aumentar a resisténcia a fadiga e reduzir a sede e a fome.
Possui efeitos antioxidante, depurativo e vasodilatador, sendo
também utilizado como remédio para perda de peso (3).

Os constituintes quimicos encontrados tanto no gua-
rana quanto na erva mate incluem taninos, polifendis,
amino acidos, saponinas, alcaléides, entre outros (1-5).
Nos extratos de guarana, a cafeina é o alcaldide predo-
minante (4.3%) (4); ja nas folhas de erva mate, a cafeina
representa 0,8-0,9%, sendo que encontramos também a
teobromina (0,08-0,16%) (5).

Cafeina, teobromina e teofilina sdo designadas como
metilxantinas e fazem parte de um grupo de compostos por
vezes classificados como alcaléides verdadeiros (alcaléides
purinicos), em razdo de sua marcante atividade bioldgica,
distribuicdo restrita e presenca estrutural de nitrogénio he-
terociclico (6). Entretanto, em razdo de sua origem biogené-
tica, provenientes de bases puricas e ndo de amino acidos,
como também de seu carater anfotérico, as metilxantinas sao
mais propriamente classificadas como pseudoalcaléides.

Metodologias para a analise de metilxantinas em ex-
tratos e preparacdes de interesse cosmético ou fitoterapico
envolvem principalmente a cromatografia em meio liquido
(7-10) e gasoso (11). Sendo os extratos vegetais constituidos
por uma grande variedade de compostos, a maioria dos pro-
tocolos de anélise necessita a inclusdo de um procedimento
de extracdo ou clean-up prévio. Uma técnica de separacao
alternativa, com crescente emprego na determinagao de me-
tabdlitos secundarios vegetais (12,13), € a eletroforese capilar
(14), pois, além de caracteristicas marcantes de desempenho
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analitico, esta permite a injecdo direta de amostras naturais,
sem tratamento prévio.

A separacdo de cafeina de varias drogas de abuso foi de-
monstrada por Tagliaro e colaboradores (15), que utilizaram
dois modos de eletroforese capilar com deteccao de absor-
vancia na regido do UV: eletroforese capilar de zona (CZE),
em meio acido e basico e cromatografia electrocinética
micelar (MEKC). Os dois modos de separacdo apresentaram
resultados equivalentes para as drogas investigadas, porém, a
cafeina (que é um composto neutro) foi resolvida apenas no
modo MEKC. Zhao e Lunte (16) demonstraram a separacdo
de metilxantinas por MEKC empregando tampdes de fosfato
de sédio em meio acido e basico. Investigaram a influéncia
da concentracdo do tensoativo empregado, dodecilssulfato
de sddio, e do eletrdlito na qualidade da separacéo, entre
outros parametros instrumentais. Condicdes otimizadas para
a determinacdo de metilxantinas em bebidas (refrigerantes,
cha e café) e fluidos biolégicos foram alcancadas. Outros
investigadores (17,18) desenvolveram metodologias simples
empregando MEKC para a determinacdo de cafeina em
amostras de cha, enquanto que Pomilio e colaboradores (19)
investigaram o teor de metilxantinas em 14 amostras comer-
ciais de erva mate. Wang e colaboradores (20) obtiveram
resultados satisfatérios na andlise das metilxantinas em pre-
paracdes farmacéuticas, empregando MEKC com deteccao
amperométrica.

Neste trabalho, foi desenvolvido um novo protocolo
de andlise para metilxantinas por MEKC, especificamente
visando a determinagdo quantitativa de cafeina em extratos
comerciais de guarana e erva mate de uso topico, cuja sepa-
racdo é complicada pela presenca de conservantes. Algumas
figuras de mérito do método para cafeina foram estabeleci-
das e extratos de guarand e erva mate, assim como amostras
de guarana em p9, foram quantificados.

I Experimental

Equipamento e parGmetros instrumentais

As anélises foram realizadas em um equipamento de
eletroforese capilar (modelo HP,DCE Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA), equipado com um detector de arranjo
de diodos, operando em 274nm e um controlador de tem-
peratura mantido a 25°C. As dimensdes do capilar foram:
75um de didametro interno, 375um de diametro externo e
58,0cm de comprimento total (50,0cm até o detector). A
injecdao foi feita hidrodinamicamente, aplicando 10mbar
de pressdao por 3s no vial contendo a amostra A tensdo
aplicada durante a aquisicdo de dados foi de +20kV. Entre
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corridas, o capilar era condicionado apenas com o eletré-
lito por 2min. No inicio de cada dia, o capilar era con-
dicionado com NaOH 1mol L' (5 min), seguido de agua
desionizada (5 min) e eletrélito (20 min).

Reagentes, Padrées e Solugbes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, os
solventes de grau cromatogréfico e a agua utilizada no pre-
paro das solucdes foi desionizada pelo sistema Milli-Q (Milli-
pore, Bedford, MA, USA). Padrdes de metilxantinas (cafeina,
teobromina e teofilina) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Mi-
Iwaukee, WI, USA) e dissolvidos em agua na concentracdo
de 1000ug mL', perfazendo as solucdes estoque. Solucdes
aquosas de cafeina nas concentracdes 34,3; 68,5; 137; 274 e
548ug mL?' foram preparadas para a construcado da curva de
calibracdo, por diluicdo apropriada dos estoques. O eletrélito
consistiu de uma solucdo tampao de tetraborato de sédio a
20mmol L' contendo 70mmol L' de dodecilssulfato de sédio
(SDS), pH 9,3.

Amostras e seu preparo

Os extratos de guarand (GUARANA HG, lote FS
84970600) e erva mate (ERVA MATE HG, lote FS 84270500),
assim como a matéria-prima para o extrato de guarana, que
consistia do fruto seco pulverizado (lotes 11530-0702/MP
e 11540-0702/MP), foram obtidos da Farma Service Bioex-
tract (Sao Paulo, SP). As amostras foram estocadas sob re-
frigeracdo até a andlise. Os extratos foram diluidos em agua
na proporcao 1:30, enquanto que as amostras de matéria-
prima foram dissolvidas em agua na proporcdo 100mg para
20,00mL, antes de se proceder a andlise eletroforética. So-
lu¢cdes aquosas da amostra de guarana em p6 (lote 11530-
0702/MP) foram preparadas na proporcdo de 100mg para
20,00mL para os testes de extracdo. Estas solu¢cdes foram
processadas em ultra-turrax (modelo QI252-21, IKA Works
do Brasil Ltda, Rio de Janeiro), com 13000 rpm, em inter-
valos de 30s, Tmin e 5min, ou em ultra-som (modelo T7,
Thronton Eletronica, Sao Paulo), de 40KHz, em intervalos
de 5, 10 e 30min. A extracdo exaustiva de uma amostra de
guarana em pdé (2g), mesmo lote, foi realizada em etanol
(200mL), utilizando um extrator do tipo Soxhlet. Ap6s um
periodo de 24h, o extrato obtido foi seco sob nitrogénio e o
residuo suspendido em dgua na proporgédo 1:5.

I Resultados e Discussao

Andlise de metilxantinas por MEKC
Alcaléides em geral possuem carater basico e, portanto,
sdo passiveis de protonacdo em meio acido, resultando em

espécies cationicas facilmente separaveis por eletroforese
capilar em solucéao livre. Porém, as metilxantinas, embora
sejam compostos nitrogenados, apresentam propriedades
diferentes dos demais grupos de alcaléides. No caso ex-
tremo, a cafeina, onde apenas um atomo de nitrogénio é
sujeito a protonacao, sendo os demais metilados, o com-
posto possui pK, de 0,6 e 14 (21). Sendo assim, o composto
é neutro na faixa de pH util para separacdo eletroforética
em capilar, ou seja de pH 2 a 11. Dessa forma, a separacado
simultanea das metilxantinas sé é vidvel se conduzida em
meio micelar, onde a seletividade é obtida pela interacdo
diferenciada dos compostos neutros com o interior hidro-
fébico da micela, usualmente com carga negativa (14). A
escolha do pH recai entdo no controle do fluxo eletrosmo-
tico e, portanto pH elevados sdao mais convenientes, pois
propiciam separa¢des mais rapidas.

A separacdo dos padrées das metilxantinas estudadas
neste trabalho, empregando-se MEKC como modo se se-
paracdo, assim como as respectivas estruturas quimicas sdo
apresentadas na Figura 1. Muito embora a resolucdo entre
a cafeina e os demais compostos seja completa, a anélise
ndo ocorre em tempo curto, em funcdo do alto teor de SDS
e relativamente alta concentracdo de borato no eletrélito.
Cabe ressaltar que a composicdo do eletrélito foi otimizada
em fung¢do da composicdo da amostra a ser investigada, ou
seja, extratos vegetais de uso topico. Nos extratos, a presenca
de uma mistura de parabenos (ésteres do acido 4-hydroxi-
benzbico), em alta concentracgéo, interfere com a migracdo
dos analitos e, portanto a concentracédo salina do eletrélito
foi aumentada para que a eluicdo dos parabenos ocorresse
em tempos maiores. A Figura 1 estabelece a seletividade do
método proposto para cafeina.

Otimizag¢do da extracdo de cafeina em guarana em pé

Antes de proceder-se a quantificacdo de cafeina nas
amostras de matéria-prima para o extrato de guarana,
um estudo comparativo de eficiéncia de extrag¢do foi con-
duzido. Neste estudo, a extracdo exaustiva de cafeina de
guarana em po6, utilizando um extrator do tipo Soxhlet,
foi usada como referéncia. O contelddo de cafeina do ex-
trato resultante foi comparado com extratos preparados
por processamento de solucdes de mesma relacdo massa:
volume, em ultra-turrax e ultra-som, em tempos variados
(Figura 2). Como observado na Fig. 2, o processamento das
amostras em ultra-turrax (5 min) e ultra-som (10 min), rapi-
damente atinge o teor de cafeina do extrato de referéncia,
com recuperacdes de 100,01 £ 0,94% e 100,45 + 0,84%,
respectivamente. Na avaliacdo quantitativa do teor de ca-
feina em amostras de guarand em pd, uma extracdo em
ultra-turrax por 5 min foi selecionada.
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Figura 1.

Separacao de metilxantinas
por eletroforese capilar.
Solugdes padrao de
concentragao 100g mL".
Eletrélito: 20 mmol L
tetraborato de s6dio e

70 mmol L' SDS, pH 9,3.
Condicoes eletroforéticas:
capilar de 58 cm de
comprimento total (50 cm
até o detector) e 75 ym de
diametro interno; injecao
hidrodinamica com 10 mbar
por 3 s; tensdo aplicada de
+20 kV; deteccao direta em
274 nm.

Figura 2. Otimizacao das
condicoes de extracao

de cafeina de amostras

de guarana em po.
Concentracdo da amostra:
100 mg de guarana em po6
(matéria-prima, lote 11530-
0702/MP) para 20,00 mL de
agua. Legenda: ultra-turrax
a 13000 rpm (UT), ultra-
som com poténcia de 40
KHz W (US) e soxhlet (S).
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Quantificagdo de cafeina nas amostras

Algumas figuras de mérito do método proposto para
cafeina estdo apresentadas na Tabela . O método apresenta
uma excelente linearidade (r>0,99) no intervalo de concen-
tracdo estudado, com estimativas de limite de deteccdo e
quantificacdo de 2,00ug mL' e 6,07ug mL", respectivamen-
te, a partir dos dados estatisticos de ajuste da curva (22). A
repetibilidade do método para seis injecdes consecutivas de
uma solucdo padrédo de cafeina a 274pg mL' apresentou um
coeficiente de variacdo de 0,70%.

Foram analisados extratos comerciais hidroglicélicos de
guarana e erva mate que empregam propilenoglicol, etanol,
agua e glicerina em sua formulacédo. Os extratos foram inje-

tados diretamente sem tratamento prévio (Figuras 3 e 4). Na
condicdo empregada para andlise é possivel visualizar a cafei-
na como a metilxantina predominante no extrato de guarana
(Fig. 3), ndo sendo observado o pico da teobromina. Ja o
extrato de erva mate (Fig. 4) apresenta além de cafeina, um
pequeno teor de teobromina. O pico eluindo em cerca de
10min corresponde a mistura de parabenos, utilizados como
conservantes nos extratos.

A quantificacdo de cafeina nos extratos e em duas amos-
tras de guarana em p6 é apresentada na Tabela Il, confirman-
do o alto teor de cafeina no extrato de guarana comparado
ao extrato de erva mate.
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Tabela 1. Figuras de mérito do método proposto para
a determinacdo de cafeina em extratos vegetais.

Parametro Dado Estatistico

Intervalo de concentracado (ug mL") 35-550

Coeficiente linear -2,131

Coeficiente angular 1,403

Coeficiente de correlagdo, r 0.999997

Erro padrdo 0,8511

Limite de detec¢ao (ug mL™") 2,00

Limite de quantificacdo (ug mL™") 6,07

0,7% CV

Precisdo da injecédo (érea do pico)

Recuperacdo da extracdo 100,01 £ 0,94%

(ultra-turrax por 5 min)

Tabela 2. Quantificacdo de metilxantinas em extratos hidrogli-
cdlicos de erva mate e guarana e amostras de guarana em po.

Amostras Cafeina Teobromina*
(9/Kg) (9/Kg)

GUARANA HG# 6,84 + 0,20 i

lote FS 84970600

ERVA MATE HG# 0,21 £ 0,02 0,050 + 0,006

lote FS 84270500

Guarana em po## 36,8 +0,9 -

lote 11540-0702/MP

33,4+0,7

Guarana em po##

lote 11530-0702/MP

# extratos hidroglicdlicos de uso tdpico
## matéria-prima
* estimado a partir de um ponto de calibracéo

B Conclusoes

Neste trabalho foi comprovado que a eletroforese capilar
€ uma técnica alternativa interessante para a analise de me-
tilxantinas em extratos vegetais, obtidos a partir de folhas e
frutos, principalmente devido a possibilidade de injecdo dire-
ta do extrato sem necessidade de tratamento prévio. O mé-
todo proposto é relativamente rapido, livre de interferentes
e com desempenho analitico adequado para a quantificacao
de cafeina em extratos de guarana e erva mate.
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