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RESUMO

O guarana (Paullinia cupana Kunth) pertence a familia Sapindaceae é popularmente
conhecida como guarand verdadeiro. Essa variedade é encontrada no Brasil,
principalmente nas regides centrais da floresta amazénica brasileira, e é cultivada em
algumas regides brasileiras com clima favoravel. As metilxantinas e os taninos sé@o os
principais compostos ativos responsaveis pelas atividades biolégicas e farmacolégicas
apresentadas pelo guarand, tém efeito estimulante, broncodilatador, relaxante muscular
e diurético. Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo desenvolver
métodos de identificacdo e quantificacdo de adulterantes no guarana em po6 utilizando
os marcadores quimicos teobromina, catequina, cafeina e epicatequina por HPLC,
associada a técnica de estatistica multivariada, Analise de Componentes Principais
(ACP) e Andlise de Discriminante (AD). Para isso, foram utilizadas 12 amostras de
guarana em po, estas foram adulteradas com fuba de milho e casca de café, nas
concentracdes de 10%, 20%, 30%, 40% e 50% submetendo a analise cromatografica.
A ACP permitiu a separacdo da maioria das amostras puras das adulteradas. A AD
classificou corretamente 100% das amostras adulteradas enquanto das amostras puras
apenas 50% foram classificadas corretamente, assim pode-se considerar a AD como
um método de triagem para identificagdo de adulteragdo das amostras de guarana.

PALAVRAS-CHAVES: Adulterantes, Cromatografia e Guarana em Po.

IDENTIFICATION OF ADULTERATION IN GUARANA POWDER USING THE
CHEMICAL MARKERS CAFFEINE AND THEOBROMINE BY HPLC.

ABSTRACT

Guarana (Paullinia cupana Kunth) belongs to the Sapindaceae family and is popularly
known as true guarand. This variety is found in Brazil, mainly in the central regions of
the Brazilian Amazon forest, and is cultivated in some Brazilian regions with a favorable
climate. Methylxanthines and tannins are the main active compounds responsible for the
biological and pharmacological activities presented by guarana, they have a stimulating,
bronchodilating, muscle relaxing and diuretic effect. In view of the above, the present
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work aimed to develop methods for identifying and quantifying adulterants in guaran&a
powder using the chemical markers theobromine, catechin, caffeine and epicatechin by
HPLC, associated with the multivariate statistical technique, Principal Component
Analysis (PCA) and Discriminant Analysis (DA). For this, 12 samples of powdered
guaranad were used, these were adulterated with cornmeal and coffee husks, at
concentrations of 10%, 20%, 30%, 40% and 50% and subjected to chromatographic
analysis. ACP allowed the separation of most of the pure samples from the adulterated
ones. AD correctly classified 100% of the adulterated samples while only 50% of the
pure samples were correctly classified, so AD can be considered as a screening method
for identifying adulteration of guarana samples.

KEYWORDS: Adulterant, Chromatography and Guarana Powder

1.INTRODUCAO

O guarana (Paullinia cupana Kunth) pertence a familia Sapindaceae e é
popularmente conhecido como guarana verdadeiro. Essa variedade € encontrada no
Brasil, principalmente nas regides centrais da floresta amazénica brasileira (schimpl et
al., 2013), e é cultivada em algumas regides brasileiras com clima favoravel (Sousa et
al., 2010; Silva et al., 2010; Silva et al., 2015).

As metilxantinas e os taninos sao 0s principais compostos ativos responsaveis
pelas atividades biolégicas e farmacoldgicas apresentadas pelo guarana. As
metilxantinas (como teobromina, tecfilina e cafeina) tém efeito estimulante,
broncodilatador, relaxante muscular e diurético (Alves e Bragagnolo, 2002; Sousa et al.,
2010; Onatibia-Astibia et al., 2017). Outra caracteristica interessante é que o teor de
cafeina deste produto natural é cerca de 4 vezes superior ao encontrado no café (Caffea
sp.) (Edwards et al., 2005).

Embora tenha havido um grande interesse em estudar a cafeina do guarana,
incluindo seus beneficios e maleficios, as mais diversas substancias farmacolégicas do
guarana estdo associadas aos taninos presentes nas sementes de planta, que
representam cerca de 16% da composicdo da semente (Yamaguti-Sasaki et al., 2007,
pelozo et al., 2008, sousa et al., 2010, Dalonso e Petkowicz, 2012).

O guarana em p6 é um produto muito difundido, sendo utilizado nas mais
diversas culturas, o que o torna um produto susceptivel a ocorréncia de adulteracées,
gue apesar dificil percepcao, compromete sua autenticidade (Pacholczyk-Sienicka et
al., 2021).
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De forma geral, as principais alteracdes relacionadas a essa espécie sao
aquelas em que ocorrem a adi¢cdo de materiais com caracteristicas semelhantes. No
caso do guarana em po os principais adulterantes utilizados séo cascas de café e fuba
de milho.

Nesse sentido, faz-se necessario o emprego de metodologias que permitam a
identificacdo da presenca das fraudes alimentares em produtos em p0, aliado a técnicas
gue possam ser rapidas e precisas e que ainda atuam como alternativa em substituicdo

as andlises tradicionalmente utilizadas (Modupalli et al., 2021).

2. MATERIAL E METODOS
O trabalho de Iniciacdo Cientifica foi desenvolvido no Laboratério de Identificacdo e
Autenticidade de Alimentos (LIAA) na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

(UESB), campus Itapetinga.

2.1 Coleta e Preparo das Amostras
Para realizagdo do estudo foram coletadas 12 amostras de guarand em pé in natura em
diversas localidades do Brasil e foram utilizados fub& de milho e casca de café como

adulterantes.

2.2 Preparo das Amostras Adulteradas

Inicialmente pesou-se 0,64 g de guarand em po para cada concentracdo de adulterante
a ser utilizada (0, 10, 20, 30, 40 e 50%), e com base nessas concentracfes foram
calculadas as quantidades de adulterante a serem adicionados em cada tratamento. Os
extratos secos foram diluidos em etanol 60%, em seguida coletou-se 0,5 ml do mesmo
e adicionou nos respectivos tubos de falcon passando pelo vértex fazendo leve agitacao
e posteriormente encaminhado para o banho ultrassénico por 15 minutos, logo ap6s
foram direcionado para o banho maria por aproximadamente 10 minutos na temperatura
de 60°C, apds esse processo passou pela centrifuga que permaneceu por 15 minutos e

posteriormente armazenado sob refrigeracéo, logo sendo filtrados em filtro de seringa
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com membranas de 0,22 ym (Syringe filter, PVDFO30N022I, Taiwan) e injetados

diretamente no sistema.

2.3 Anélise Cromatogréfica

A analise por CLAE foi realizada de acordo com o método utilizado por Jolic et al. (2011).
Os extratos filtrados foram separados em coluna RP-LC (Zorbax SB-C18, 4,6 mm ID X
250 mm, 5um e coluna de guarda Zorbax SB-C 18, 4,6 mm ID x 12,5 mm, 5 um) usando
um sistema HP Agilent 1260 Infinitty Il. A fase mével consistia em 2,5% de acido acético
(Vetec, Dugue de Caxias, Rio de Janeiro) (solvente A) e acetonitrila (DinAmica Quimica
Contemporéanea Ltda., Indaiatuba, Sdo Paulo) (solvente B) a uma taxa de fluxo de
1mL/min. O gradiente de eluicdo foi a seguinte: 0-13 min 3% do solvente B, 13—-18 min
9% de B, 18—-25 min 11% de B, 25-45 min 18% de B, 45-50 min 30% de B e em 50 min
3 % de B. A identificacdo dos compostos foi obtida comparando seus espectros de UV
e tempos de retencdo dos picos separados com o0s tempos de retencdo dos padroes.
Os compostos fendlicos identificados foram quantificados pelo método do padréo
externo, sendo a quantificacdo baseada na area do pico. As curvas de calibracao dos
padrées foram preparadas diluindo os padrdes (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
Estados Unidos) de estoque com a solucéo extratora (85% H20, acidificado com 0,3%
de acido acético, e 15% Metanol) (Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro), sendo
composta por oito pontos (1 a 128ug/ml) de (-)-epicatequina, (+)-catequina, cafeina e

teobromina
2.4 Andlise de Componentes Principais (ACP)

A ACP foi realizada para transformar o conjunto original de variaveis em eixos
ortogonais, seus principais componentes e identificar as medidas responsaveis pela
maior variacdo nos resultados. A ACP é uma técnica exploratéria que permite a
verificacdo da disperséo e a formacédo de grupos de acordo com o grau de similaridade
entre as amostras. Foi utilizada a matriz de covariancia (S) e o niumero de componentes
principais (CPs) foi determinado considerando o critério dos fatores interpretaveis, o
diagrama de autovalores (screenplot) e a variancia dos dados originais com
representacdo >70,00% (Silva et al. 2020).
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2.5 Anélise de Discriminante (AD)

A AD foi utilizada para discriminar e classificar as amostras com base nas
matrizes de dados descritas. Os dados das matrizes foram randomizados
aleatoriamente com o algoritmo Kennard-Stone pelo software Matlab 8.1 (Math Works
Inc. Natick, EUA). A preciséo preditiva do modelo foi calculada utilizando as estimativas
dos erros de validacdo, buscando produzir desempenho de generalizacao satisfatorio e
confiavel. Para verificar a eficiéncia da AD foi utilizado o percentual de acerto da
classificagdo, que correspondeu aos dados classificados corretamente para cada classe
(Santos et al. 2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Andlise de Componentes Principais (Figura 1) permitiu a dispersao espacial das
amostras de guarand pura e adulterada, com base na presenca de cafeina, catequina e
epicatequina, sendo necesséarias apenas duas Componentes Principais (CPs) que
explicaram 98,07% da variabilidade dos dados. Através da ACP é possivel verificar que
as amostras puras em sua maioria, se separam das amostras adulteradas, o que pode
ser explicado devido a composi¢do do adulterante influenciar reduzindo a concentragao
de alguns componentes uma vez que apresente auséncia ou baixa concentracdo dos
mesmos ou aumentando a concentracao de alguns componentes quando 0s mesmos

forem presentes em sua composicao.
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Figura 1. Andlise de Componentes Principais das amostras de guarana pura e

fraudadas.

Para discriminar as amostras de guarana, o conjunto de dados foi dividido em duas
classes, sendo uma correspondente as amostras de guarana adulterada e a outra as
amostras de guarand pura. A Tabela 1 apresenta o percentual de classificagbes das
amostras. A eficiéncia dos modelos de treinamento e validacdo gerados foram
verificadas de acordo com as taxas de classificacdo. No modelo de treinamento péde-
se verificar que as amostras adulteradas apresentaram taxa de classificagéo de 87,06%,
enguanto as amostras puras apresentaram taxa de 100%, ou seja 100% das amostras
puras foram classificadas como sendo realmente puras. Ja a taxa de classificacdo do
modelo de validagéo foi de 100% para as amostras adulteradas e 50% para as amostras
puras, ou seja, a identificacdo das amostras adulteradas ocorreu de fora eficiente.

Assim, a Andlise de Discriminante mostrou-se uma boa alternativa para discriminar as
amostras de guarana adulteradas de acordo com a sua composicdo em catequina,

cafeina e epicatequina.
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Tabela 1. Classificacdo do Guarana em po6 puro e fraudado, quanto a sua composicao

quimica, através da aplicacdo da Analise de Discriminante Linear (LDA).

MODELO DE TREINAMENTO MODELO DE VALIDACAO
Numero de observagdes e porcentagem Numero de observacdes e porcentagem
classificada na classe 2 classificada na classe 2
Classe2 |A P Total Classe2 |A P Total
74 11 85 36 0 36
A 87,06 12,94 100,00 A 100,00 0,00 100,00
0 8 8 2 2 4
P 0,00 100,00 100,00 P 50,00 50,00 100,00
74 19 93 38 2 40
Total 79,57 20,43 100,00 Total 95,00 5,00 100,00
Priors 0,5 0,5 Priors 0,5 0,5

Fonte: Autoral, 2023

A Figura 2 obtida a partir da Analise de Discriminante Linear (LDA), permitiu verificar

que nas amostras puras 0 composto que se destaca é a cafeina, enquanto nas amostras

adulteradas o composto majoritario é a catequina. Esse comportamento pode ser

explicado devido ao fato de o adulterante apresentar baixas concentracdes de cafeina

gue é o principal composto presente no guarana, dessa forma o adulterante promove a

diluicdo da cafeina nas amostras.

Figura 2. Importancia relativa das variaveis para discriminar as amostras de guarana

pura (P) das adulteradas (A).
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4. CONCLUSAO

A ACP mostrou-se eficiente para diferenciar as amostras de guarana pura das
adulteradas, enquanto a AD apesar de identificar corretamente 100% das amostras
adulteradas, confundiu as amostras puras com amostras adulteradas. Assim, pode-se
considerar o modelo da AD como sendo um modelo de triagem para identificacdo das

amostras adulteradas.
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