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RESUMO- Foram desenvolvidos métodos empregando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e espectrofotometria na região do 
ultravioleta para determinação quantitativa de cafeína em sementes de guaraná, e seus resultados comparados com o método preconizado 
pela F. Bras. III (método gravimétrico). O método cromatogrático consistiu na utilização de coluna de fase reversa e detecção a 271 nm, 
empregando como fase móvel metanol:água (25:75). O método espectrofotométrico foi padronizado a 271 nm, empregando solução de 
ácido sulfúrico 2,5% (V N) como solvente. A técnica gravimétrica foi considerada inadequada por apresentar baixa precisão e exatidão. A 
exatidão dos métodos por CLAE e espectrofotometria no ultravioleta foi confirmada por ensaios de recuperação. Das amostras comerciais 
analisadas, cerca de 27%, apresentaram teores de cafeína abaixo do limite preconizado pela F. Bras. UI. 
PALAVRAS-CHAVE- Guaraná; Paullinia cupana; cafeína. 
SUMMARY- HPLC and ultraviolet spectrophotometric methodsfor the determination of caffeine in guarana seeds were developed, and its 
results were compared with the method recognized by the Brazilian Pharmacopoeia, 1977. Using methanol:water (25:75) as a mobile 
phase, the chromatographic determination was made by a reversed phase column with ultraviolet detection at 271 nm. The spectrophoto
metric method was standardized at 271 nm, using a solution of2,5o/o (vlv) sulfuric acid as solve11t. The gravimetric method was considered 
inadequate because it shows low accuracy and precision. The accuracy of HPLC and ultraviolet spectrophotometric methods was confir
med by recovery tests. Around of 27% of the wwlyz.ed market products exhibit contellt of caffeine under recommended by Brazilian Phar
macopoeia. 
KEY WORDS- Guarana; Paullinia cupana; caffeine. 

INTRODUÇÃO 

O guaraná, preparado a partir da semen
te de Paullinia cupana, tem amplo uso no 
Brasil e também no exterior. É considera
do como suplemento alimentar e também 
como medicamento, segundo o Catálogo 
Brasileiro de Medicamentos4

, onde estão 
listadas 121 especialidades farmacêuticas 
contendo o produto. Sua principal utiliza
ção se deve à ação estimulante do sistema 
nervoso central, a qual é atribuída ao ele
vado teor de cafeína (em torno de 5%) pre
sente em suas sementes25•
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Pesquisas realizadas em vários órgãos 
oficiais levam a concluir que a produção de 
guaraná não atende à demanda, o que leva a 
supor a existência de fraude no preparo do 
pó de guaraná. Isto é confirmado por análi
ses oficiais condenando estes produtos 13

• 

Estes fatos denotam a necessidade de de
senvolvimento de métodos de controle de 
qualidade aplicáveis, tanto em laboratórios 
sofisticados, como em pequenas empresas. 
O objetivo do presente trabalho é padroni-

zar métodos analíticos precisos, sensíveis, 
reprodutíveis, de fácil execução e baixo cus
to, aplicáveis ao doseamento de cafeína em 
amostras de guaraná em pó, e realizar com
paração com o método proposto pela Far
macopéia Brasileira III (F. Bras. III)". 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Materiais 

Reagentes, substância química 
de referência e amostras 

Foram utilizados reagentes de grau ana
lítico, procedência Merck. A substância quí
mica de referência utilizada foi cafeína, com 
pureza estimada em 100%, de procedência 
Merck. As amostras de guaraná analisadas 
foram sementes íntegras, de diferentes pro
cedências, denominadas I e la, respectiva
mente, e amostras comerciais (na forma de 
pó) obtidas do comércio de Manaus, Porto 
Alegre, Natal e Alemanha, em número de 
li, denominadas pelos números de 2 a 12. 
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Equipamentos 

• Cromatógrafo líquido Waters, equi
pado com duas bombas de fluxo Waters, 
injetor manual Rheodyne, com alça dosa
dora de 20,0 j.!L, detector UV variável e 
integrador Waters. 

• Coluna Nova Pak C8, 4 j.!m e pré-co
luna LiChrosorb RP 18,5 j.!m. 

• Espectrofotômetro UVNIS Shima
dzu, mod. 220 I. 

Métodos 

Cromatogra]ut líquida 
de alta eficiência 

A padronização do método foi feita 
através da elaboração da curva padrão uti
lizando solução aquosa de cafeína em con
centração variando de 1,0 a 5,0 j.!g/mL, 
obtida a partir de uma solução aquosa de 
I 00 j.!g/mL de cafeína. 

Para análise das amostras, 50 mg de 
guaraná em pó foram aquecidos sob rellu-

*Parte do trabalho de Mestrado do primeiro autor I Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, UFRGS. 
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FIGURA 1 
Cormatograma obtido para extrato aquoso 
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A) cafeína; B) teofilina. 

xo por 15 minutos em 20 mL de água e 
uma gota de ácido clorídrico R. Após res
friamento, a solução decantada foi tiltrada 
sobre algodão para balão volumétrico de 
250 mL. O resíduo foi extraído 3 vezes com 
20 mL de solução aquosa ácida, sendo es
sas soluções adicionadas ao balão volumé
trico de 250 mL. Após completar o volu
me com água. transferiu-se uma alíquota 
de 25,0 mL para balão volumétrico de I 00 
mL, obtendo-se a concentração teórica de 
2,5 J.lg/mL de cafeína'. 

A detecção foi efetuada a 271 nm, com 
tluxo de 0,5 mLimin. Os teores encontrados 
representam a média de nove determinações. 

Com objetivo de determinar a exatidão 
do método, foram adicionadas quantidades 
conhecidas da substância química de refe
rência às amostras'. 

Espectrofotometria 
na região do ultravioleta 

Traçaram-se espectros da solução pa
drão de cafeína (12,5 J.lg/mL) e da solução 
amostra de guaraná, com concentração te
órica de 12,5 j.lg/mL de metilxantinas. 

Para padronização do método, transfe
riram-se alíquotas definidas da solução 
contendo 500 j.lg/mL de cafeína, variando 
de 1,0 a 5,0 mL para balão volumétrico de 
I 00 mL. Completou-se o volume com so
lução de ácido sulfúrico 2,5% (VN). 
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Para análise das amostras, 250 mg de 
guaraná em pó foram extraídos com 20 mL 
de solução de ácido sulfúrico 2,5% (V N) 12 

com agitação mecânica, durante 15 minu
tos, por 4 vezes, filtrando as porções para 
balão volumétrico de I 00 mL. Completou
se o volume e transferiram-se 10,0 mL desta 
solução para balão volumétrico de 100 mL, 
obtendo-se a concentração teórica de ca
feína em torno de 15 J.lg/mL. 

As absorvâncias das soluções padrão e das 
amostras foram medidas a 271 nm, utilizan
do solução de ácido sulfúrico 2,5% (VN), 
como solução de compensação. Os resulta
dos obtidos para as amostras representam a 
média de nove determinações. 

Para o teste de recuperação foram prepa
radas soluções de amostra e soluções de subs
tância química de referência. Diferentes quan
tidades de solução de substância química de 
referência foram adicionadas às soluções de 
amostra, e a determinação efetuada de acor
do com a técnica preconizada'. 

Gravimetria 

Para determinação de cafeína em amos
tra de guaraná foi utilizada técnica descrita 
na F. Bras. 111. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para análise por CLAE foi utilizado a 

TABELA I 
Valores experimentais médios 

obtidos para determinação 
de cafeína nas amostras 

1 e la de guaraná, 
através de CLAE 

TABELA 11 
Valores experimentais 

obtidos no teste de recuperação 
realizado nas amostras 

1 e la de guaraná, 
através de CLAE 

técnica de extração proposta por Belliardo 
e colaboradores (1985)3

• 

O cromatograma apresentado na Fig. I 
mostra a predominância de cafeína, junto 
com teofilina em teor significativamente 
menor. Teobromina não foi detectada. O 
tempo de retenção da cafeína foi de apro
ximadamente 8 minutos. 

Para determinação do teor de cafeína 
foi preparada uma curva padrão, para a qual 
foi calculada a seguinte equação da reta (y= 
a+ bx), y= 0,11447 + 2,97814x e coefi
ciente de correlação, r= 0,9988. 

O teor de cafeína das amostras I e I a, 
por este método, variou entre 4,95% e 
5,07%, conforme mostra aTab. I. O coefi
ciente de variação percentual médio foi 
I ,6%, indicando que o método tem boa re
produtibilidade. 

O teste de recuperação, cujos resulta
dos para as amostras I e I a estão repre
sentados na Tab. 11, indica a exatidão do 
método. 

Com o objetivo de veriticar a existên
cia de interferentes no comprimento de 
onda de absorção máxima, foram medidos 
espectros da solução de substância quími
ca de referência cafeína e solução de amos
tra de guaraná, sendo obtidas curvas de 
absorção idênticas. Para a curva padrão 
calculou-se a respectiva equação da reta (y= 
a+ bx), y= -0,0 I 079 + 0,04672x e seu coe
ti ciente de correlação, r= 0,9990. 
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Na Tab. III encontram-se os resultados 
obtidos pela espectrofotometria no ultra
violeta para as amostras I e I a. O teor en
contrado por este método variou entre 
5,27% e 5,46%. O coeficiente de variação 
percentual médio foi l, 9%, indicando a boa 
reprodutibilidade do método. A exatidão 
do método é comprovada pelo teste de re
cuperação, cujos resultados para as amos
tras I e la são apresentados na Tab. IV. 

Observou-se que em relação à CLAE, 
os teores de cafeína determinados por esta 
técnica são mais elevados e apresentam 
diferença significativa na análise compa
rativa dos resultados, através do teste "t" 
de Student 11

• Esta diferença, provavelmen
te, se deve à detecção de teofilina, além de 
cafeína, no método espectrofométrico 10

• Na 

TABELAIII 
Valores experimentais médios 

obtidos para determinação de cafeína 
nas amostras 1 e la de guaraná, 
através de espectrofotometria 

na região do UV a 271 nm 

TABELA V 
Valores experimentais médios 

obtidos para determinação de cafeína 
nas amostras comerciais de guaraná, 

através de espectrofotometria na 
região do UV a 271 nm. 
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prática, esta diferença pode ser considera
da quimicamente não significativa14

• Por 
isso sugere-se para o controle de rotina do 
guaraná a utilização do método espectro
fotométrico na região do ultravioleta em 
razão de sua simplicidade, facilidade de 
execução e menor custo. Em função disso, 
utilizou-se espectrofotometria na região do 
ultravioleta para determinação de cafeína 
em amostras comerciais de guaraná, cujos 
resultados estão mostrados na Tab. V. As 
amostras 4, 9 e 11 apresentaram teores de 
cafeína inferiores a 3,5%, o que indica que 
não deveriam ser comercializados6

. 

Os resultados obtidos no doseamento de 
cafeína na amostra de guaraná, utilizando o 
método preconizado pela F. Bras. III, estão 
representados na Tab. VI. O teor de cafeína 

TABELA IV 
Valores experimentais 

obtidos no teste de recuperação 
realizado nas amostras 1 e la de 

guaraná, através de espectrofotometria 
na região do UVa 271 nm 

TABELA VI 
Valores obtidos para o doseamento 

de cafeína na amostra 1 de guaraná, 
através do método preconizado 

pela F. Bras. III 

57 

em amostra de guaraná encontrado através 
do método gravimétrico (0,94%) foi bas
tante inferior aquele preconizado pela F. 
Bras. III (no mínimo 3,5%t, o que mostra 
ser totalmente inadequada sua utilização, 
além de não apresentar reprodutibilidade 
(CV% =57) e sensibilidade (R%= 47,33). 
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