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INTRODUCAO

O guarand ¢ uma planta da familia Sapindaceae, cujo nome cientifico ¢ Paullinia cupana com duas
variedades: typica encontrada na Venezuela e na Colémbia e a variagio sorbilis oriunda da regiao amazénica,
encontrada preferencialmente as margens dos rios Maués-acu, Andird e Parand dos Ramos (Monteiro 1965) e
explorada economicamente (Schimpt et al. 2013). Entretanto, o Estado da Bahia ¢, hd mais de dez anos, o
principal produtor de guarand do Brasil detendo mais de 70% da produgio relativa anual, enquanto o estado
do Amazonas detém cerca de 21% (Conab 2014).

O guarand possui estudos fitoquimicos que comprovaram a presenga de metilxantinas, taninos condensados e
flavonoides, entre outros (Belliardo et al. 1985; Ushirobira et al. 2004), sendo utilizado como estimulante,
adstringente e diurético (Sousa et al. 2010). Contudo esses componentes variam em quantidade de um
individuo para outro, de acordo com as condigées do solo e do clima de onde foi cultivado,
consequentemente pode variar a qualidade da matéria prima pode variar (Ushirobira et al. 2004). Além de
estudos quimicos e biolégicos do guarand, existem estudos voltados para o desenvolvimento de métodos de
controle de qualidade, principalmente voltados para a quantificacio de cafeina e alguns fendlicos (Belliardo et
al. 1985; Ushirobira et al. 2004; Sousa et al. 2010; Klien et al. 2012; Veiga et al. 2014).

Considerando a importincia do desenvolvimento de um certificado de origem amazdnica para o guarand
produzido no Estado do Amazonas, o nosso grupo de pesquisa vem avaliando diferentes técnicas analiticas.
Uma das técnicas mais avaliadas ¢ a andlise de perfis cromatogréficos, os chamados estudos de fingerprint, que
podem ser empregados no controle de qualidade e na autenticacdo de uma planta, a partir de seu perfil
quimico (Xu et al. 2006). Normalmente uma espécie vegetal produz e acumula um grande ndmero de
produtos naturais, que podem ser analisados em sua integridade por técnicas analiticas que produzem perfis
caracteristicos (Liang et al. 2004). As informacoes geradas nesses perfis sdo abrangentes, pois caracterizam
simultaneamente os multi-componentes presentes ou detectdveis num extrato e sio obtidos de forma bastante
rapida e reprodutivel, se comparados com a abordagem fitoquimica cldssica que se concentra no isolamento e
na identificagao dos constituintes quimicos e eventualmente na quantifica¢io de seus principais marcadores
individuais (Xie et al. 2006).

Dentre as técnicas mais utilizadas para esta finalidade estd a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a0 detector de ultravioleta com arranjo de diodos (CLAE-DAD) e 4 espectrometria de massas (CLAE-EM).
Para mapear a constituicio metabdlica completa de uma espécie sio necessdrios equipamentos analiticos

modernos e informativos (Funari et al. 2013). Para esse estudo foram selecionadas essas duas técnicas como
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ferramenta para o desenvolvimento de um método de controle de qualidade mais abrangente de forma que

seja possivel comprovar a sua autenticidade e origem amazénica.

MATERIAL E METODOS

As amostras auténticas de guarand sio oriundas de diferentes localidades do Amazonas, assim como dos
Estados do Pard, Bahia e Mato Grosso, que ji se encontravam disponiveis no grupo de pesquisa e
armazenadas em freezer a -21°C. Dessas amostras, quatro foram previamente selecionadas: amostra 10 (fruto
nao comercial; Manaus-AM); amostra 29, (comercial-guarand em pé; Ituberd-BA); amostra 33 (comercial-
guarand em pd; Alta floresta- MT); e amostra 5 (no comercial- semente torrada; Maués-AM).

Duas condigoes de extragio foram avaliadas preliminarmente, banho de ultrassom a quente (+40°C) e banho
de ultrassom a frio (+25°C), além de oito misturas de solventes extratores diferentes, M1A - MeOH/H,O
(1:1); M1B - MeOH/sol. TFA (1:1); M2A - ACN/H,O (1:1); M2B - ACN/sol. TFA; M3A - Acetona/H,O
(1:1); M3B - Acetona/sol. TFA (1:1); M3C - Acetona/H,O (7:3); M3B - Acctona/sol. TFA (7:3), para avaliar
o melhor método de extragio com melhor rendimento de componentes extraidos.

Para a preparagio dos extratos, foram pesados em frascos do tipo Eppendorf de 2,0 mL, aproximadamente
100 mg de cada amostra, extraido com a mistura de solventes, de acordo com as dezesseis condicoes de
extracio citadas anteriormente, tendo como volume final 1,5 mL da mistura. Ao fim de cada extracio, esses
materiais foram centrifugados por duas vezes e¢ em seguida, os extratos foram separados do material
sedimentado e transferidos para frascos previamente identificados.

Posteriormente, foi preparada uma amostra de cada extrato em frasco Eppendorf na concentracio de 1
mg/mL solubilizados em mistura de MeOH (grau LC-MS) com 0,1% 4cido férmico e sol. 4cido férmico
(0,1%) na proporcio (1:1), na concentragao de 1 mg/mlL.

As amostras foram centrifugadas e transferidas para vials de cromatografia e analisados por CLAE-UV-DAD
em equipamento da marca Shimadzu, modelo Prominence 20, equipado com sistema de inje¢do automitica,
bomba quaterndria LC-10AT Vp e detector do tipo de arranjo de diodos. A separacio foi feita alcancada em
uma coluna cromatogréfica Supelco HS F5 (250 X 4,6 mm de 5 pm). As amostras foram detectadas no
comprimento de onda de 220 nm e o melhor método de anilise teve como fase mével: Sol. A de é4cido
férmico (0,1%) e solvente B MeOH (0,1% 4cido férmico) em modo gradiente linear 0 a 50min- 20% a

42,2% de B. O fluxo de andlise foi de 1 mL/min e volume de injegao 20 pL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s os tratamentos dos dados, foi possivel notar a existéncia de similaridades entre ambos os métodos de
extragdo, porém apenas na extracdo a frio houve um padrio para todas as amostras, que obtiveram melhores
rendimento com a mistura de solventes ACN/sol. de TFA (1:1), condi¢io (M2B) (Figura 1). Também foi
possivel perceber o efeito da temperatura nas diferentes condi¢des de extracdes.

A Figura 2 mostra o comportamento das amostras de acordo com a temperatura, onde a amostra 29 teve
menor rendimento no geral em torno de 16% e que as amostras 10, 33 ¢ 5, apresentam rendimento crescente
entre 20 e 21%. Assim, apesar do maior resultado em termos de rendimento ser os da extragao utilizando
ultrassom 4 temperatura de aproximadamente 40° C, nota-se uma baixa variagio entre os dois métodos de
extragdo, o que sugere como vantagem a escolha da extragdo a frio por ser uma forma mais branda para a

extragio dos metabdlitos.

467 | Melo et al.



Anais do V Congresso de Iniciagio Cientifica do INPA - CONIC Manaus, 18 a 22 de julho de 2016.
ISSN 2178 9665

250

811 4 g 21 1 21, 5
21,021,1 0,8 ’
20, 20,72 206 2 1888 25,0 22’721 : 5
200 & 204 zoe 209° g 235,
= 200 17,6 19,419,5
B
5 150 o
z =a § 150
= B
g 10,0 7F g
= 2 100
Z
3
50
50
00 / 4
A) M28 M3D B) oo 7 7 7 7 % 7
CONDICOES MIA  MIB M2A M2 M3A  M3B
CONDICOES
25,0
250
21,213
19802 20 204 20208 96 19, 200 199
00 1983 19} 38,9 ) 185
. 16,7
16,46,3 ' 164 167
= - 15,8 g 15,46/ 5.8
5 £ 49 15,;5.6 15, ;157 17
o 5 150
E (=
z g
&
2 2
5 2 100
2 100 z 10/
z &
4
50
Z . 00 7 7 Z 7 7
Q) D) M1A M18 M2A  M2B M34
CONDIGBES CONDICOES

Figura 1. Gréficos de rendimento nas oito condigoes de extracoes a quente e a frio. A) amostra 5; B) amostra 10; C) amostra
33 e D) amostra 29.
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Figura 2. Gréfico de comparagio do rendimento das amostras extraidas com ultrassom a quente e frio.

Para uma melhor comparagio dos resultados das andlises cromatograficas, cada um dos cromatogramas
obtidos por CLAE-UV-DAD das amostras extraidas a quente foram exportados e tratados no software
Unscrambler, versao 10.4, onde foram empregados algoritmos de alinhamento do tipo COW (“Correlation
Optimized Warping”). Pode se observar que nos cromatogramas compilados nas figuras 3A a 3D, que ap6s o
alinhamento dos picos, as anélises em triplicatas foram bastante reprodutiveis. As amostras apresentaram
perfis cromatogréficos bastante semelhantes, onde pelo menos 5 picos cromatograficos de maior intensidade,
com os tempos de retengdo em aproximadamente, 15,0, 16,0, 18,0, 20,0 e 28,0 minutos, foram bastante

semelhantes; o que indica que existem metabdlitos em comum entre as amostras. A identificagio de alguns
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desses constituintes foi realizada através da comparagio das amostras com padroes auténticos, onde foi
possivel verificar a presenca da cafeina, catequina e epicatequina.

As anilises cromatogréficas por CLAE-UV-DAD também indicaram a presenca de vdrios constituintes
minoritdrios, os quais podem ser determinantes na diferenciacio da origem geografica entre as amostras.
Pretende-se ainda analisar as amostras pela técnica de CLAE-EM, a fim de verificar a existéncia de alguma
diferenca no “fingerprint”, pois se trata de um detector mais informativo e mais sensivel, se comparado ao de
UV-DAD. Com relagao aos perfis cromatogrificos obtidos (Figuras 3A a 3D), foi possivel perceber que a
mostra 33 apresentou o menor nimero de picos, em relacdo as demais amostras, o que pode indicar a

influéncia da origem geogréfica, sendo necessdrio concluir as anélises de mais amostras da mesma regiio.
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Figura 3: Cromatogramas obtidos apés o alinhamento nas oito condi¢bes de extragdo: (A) amostra Manaus (AM); (B) amostra
Ituberaba (BA); (C) amostra Alta Floresta (MT) e (D) amostra Maués (AM).

CONCLUSAO

Pdde-se concluir que o melhor método de extragio para as amostras de guarand foi obtido pela extracio em
banho de ultrassom a 25°C, utilizando uma mistura de solventes, acetonitrila e solugao de TFA (1:1). E que o
método de andlise utilizado por CLAE-UV-DAD, mostrou ser sensivel e reprodutivel nas condigoes de andlise
realizadas (replicatas), pois permitiu a visualizacdo de constituintes minoritdrios de forma reprodutivel. As
andlises por CLAE-UV-DAD também permitiu a confirmagio da presenca de constituintes previamente

identificados na literatura para o guarand como a cafeina, catequina ¢ a epicatequina.
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De acordo com a andlise de PCA, as condi¢oes de extragio nio tiveram diferencas significantes em relacio aos
componentes extraidos por amostra. Além disso, a amostra 5 se diferenciou por ter como componente
principal a catequina, enquanto que as demais amostras mostraram presenca majoritdria da cafeina. Apenas as
amostras 5 e 29 correlacionaram com varidveis de correspondentes aos componentes minoritdrios. Dessa
forma, torna-se necessirio a obtengao e a anélise dos dados de CLAE-EM para uma avaliagio mais abrangente

dos perfis cromatogréficos das amostras de diferentes localidades.
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