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Extracao, identificacdao e quantificacao de cafeina em cha composto
(Camellia sinensis e Hibiscus sabdariffa L.) por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)
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Resumo — A espécie Camellia sinensis apresenta em sua composicdo quimica diferentes classes de compostos,
dentre as quais se destacam os compostos fendlicos como as catequinas, cafeina e aminoacidos, os quais tém
sido relacionados com atividades biolégicas no organismo. Atualmente existem comercialmente disponiveis
misturas de plantas para producdo de chas compostos, o que proporciona variacdes no aroma e sabor dos
chas produzidos a partir destas combinaces. Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi identificar e
quantificar o teor de cafeina presente no extrato de chd composto por folhas e talos de cha-preto ( Camellia
sinensis (L.) Kuntze e flores de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.). A amostra de cha foi adquirida no comércio
local da cidade de Pato Branco-PR. A extracido da cafeina foi realizada utilizando &gua e para a purificacio
do extrato foram avaliadas e comparadas duas técnicas: Extracdo Liquido-Liquido (ELL) e Extra¢do em Fase
Sélida (SPE). Para o trabalho de identificagdo e quantificacdo foi utilizada a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). A quantificagdo foi realizada
utilizando padrdo auténtico de cafeina preparado em concentraces que variaram de 10 a 200 pg.mL™. No
procedimento analitico foram calculados os limites de deteccdo (LD) (0,33 pg.mL™), quantificacdo (LQ) (1,1
pg.mL") e linearidade (0,9941). Os teores de cafeina obtidos para os métodos ELL e SPE foram
respectivamente de 124,08 mg/g e 1,11 mg/g. Desta forma, foi possivel concluir que a técnica de extraco
mais adequada foi a ELL e que a CLAE-DAD apresenta elevada sensibilidade.

Palavras-chave: limite de deteccio (LD). limite de quantificacdo (LQ). ch. cafeina. CLAE.

1. INTRODUCAO salde humana. O cha é uma bebida muito popular
Atualmente existe um aumento no consumo de O™ propriedades sensoriais tais como, sabor e aroma

. . . A s agradaveis. E uma das bebidas mais consumidas em
produtos naturais, devido a sua importdncia para a

todo o mundo, principalmente na China e na India,
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sendo constituido de substdncias quimicas que podem
interferir diretamente no nosso corpo. Além disso,
pode ser utilizado como principio ativo em
medicamentos, no combate e prevencdo de certas
doencas, entre elas a gripe e doencas cronicas como
cancer e cardiopatias, beneficios tais como efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e anti-obesidade
(PAGANINI-COSTA; CARVALHO DA-SILVA, 2011;

WEI et al., 2012).

A “Camellia sinensis” é uma espécie vegetal que
pertence a familia Theaceae. Os tipos de chas da
espécie de “Camellia sinensis" diferenciam-se pelo seu
processamento. Apds a coleta das folhas de C.
sinensis se oxidam rapidamente, a oxidacdo pode ser
interrompida em algum estado predeterminado, com
ajuda de remocdo da 4gua das folhas via
aquecimento, o que pode produzir diferentes tipos de
chas (SILVA et al., 2010; KIM et al., 2011). Os trés
principais tipos de chds s3o o cha-verde nao
fermentado, cha oolong semi-fermentado e cha-preto

totalmente fermentado (NOVAK et al., 2010).

Para a obtencdo do cha-preto as folhas e caule da
“Camellia sinensis" sdo totalmente fermentados. As
principais etapas para a sua preparacao consistem na
desidratacdo das folhas e caules frescos, mistura das
folhas e caules ja secos, fermentacdo (o sabor e a
coloracdo especificos do cha-preto sdo acentuados
nessa etapa) e secagem por meio de evaporacio de
toda a agua presente nas folhas e caules. O cha-preto
quando comparado aos demais chas provenientes da
planta “Camellia sinensis” possui sabor e odor mais
fortes e acentuados, o que ocorre devido ao processo
de fermentac3o utilizado que favorece o aparecimento
(derivados  cetdnicos,

de compostos  volateis

resultantes da degradacdo de carotenos, hexenal,
formado pela oxidacdo de acidos graxos insaturados, e
heterociclicos diversos, produtos da oxidacdo e
rearranjo estrutural de monoterpenos) (SILVA et al.,

2010).

A producdo de cha-preto  corresponde a

aproximadamente 72% da producdo mundial de chés.
parte dos antioxidantes serem

Apesar da maior

oxidados durante o processo de fermentacdo, o cha-
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preto possui elevada quantidade de compostos

bioativos, como os flavondides. Estes compostos

bioativos sdo responsaveis por acoes
antiateroscleréticas, hipoglicemiantes e
anticancerigenas (SHARANGI, 2009; SILVA et al,

2010).

O hisbisco (Hibiscus sabdariffa L.) é uma das plantas
nutracéuticas mais procuradas e vendidas em todo o
mundo  pois, possui  propriedades  diuréticas,
antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-parasitarias e de
normalizacdo intestinal (ODORIZZI et al., 2014). A
(Hibiscus

sabdariffa L) utilizada na obtencdo do cha, s3o os

principal parte da planta de hibisco
célices e as vagens das flores. Os célices de cor
vermelho escarlata possuem um aroma caracteristico e
um gosto amargo (PATEL, 2014). A planta requer
para seu crescimento de 4 até 8 meses e uma
temperatura de minimo 20 °C a qualidade da planta
de hibisco depende principalmente do cimulo de
condicdes de cultivo locais,

sementes, tempo da

colheita, manuseio pods-colheita e, a etapa de
secagem. Os célices frescos ou secos sdo utilizados
para a preparacdo de chas e em alguns lugares sdo
utilizados como substitutos do café (DA-COSTA-

ROCHA et al., 2014)

A Infusdo de cha n3o sé da sabor e aroma especificos,
também traz muitos compostos essenciais para a
saide humana, tais como, polifendis, cafeina,
aminoacidos, vitaminas, carboidratos e oligoelementos
(EL-SHAHAWI et al., 2012). A cafeina é um alcaldide
da familia das metilxantinas identificado como (1,3,7-
trimetilxantina), sendo um dos principais compostos
quimicos encontrado em folhas de chas. Muitas
pesquisas tém adotado como objeto de estudo os
efeitos da cafeina sobre o comportamento humano,
esses efeitos podem ser tanto positivos como o
aumento da capacidade de alerta e reducdo da fadiga,
com melhora no desempenho de atividades que exijam
maior atenc3o, quanto negativos como diminuicdo do
controle motor e baixa qualidade do sono, além de
causar irritabilidade em individuos com quadro de

ansiedade.

Existem diversas técnicas analiticas que podem ser
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utilizadas para identificar e quantificar a cafeina em
diferentes matrizes, dentre as quais destaca-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) que
atualmente é aplicada para determinacdo de cafeina
em alimentos como café, chocolate e cha. A grande
vantagem desta técnica é a sensibilidade elevada

quando comparada as demais técnicas instrumentais
(DE MARIA; MOREIRA, 2007).

Dentro deste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi extrair, por extracdo liquida-liquida (ELL)
(SPE),

quantificar o teor de cafeina em um lote de cha

e extracdo em fase sdlida identificar e
composto (Camellia sinensis e Hibiscus sabdariffa L)
comercializado em supermercados locais da cidade de
Pato Branco-PR, utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
o emprego do sistema de deteccio de arranjo de
diodos DAD.

técnica de

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

O ché composto utilizado neste estudo foi produzido
por indistria localizada na cidade de Xanxeré-SC e
da cidade de Pato
Branco-PR. O ché analisado era composto por folhas

adquirido no comércio local
e talos de cha-preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze) e
flores de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.). Todas as

extracdes foram realizadas em triplicata.

2.2. Extracao de cafeina do Cha Composto

Foram pesados trés gramas (3 g) de cha e
acrescentados um grama (1 g) CaCO3, na sequéncia
foram adicionados 50 mL de &gua destilada e a
mistura foi aquecida a ebulicdo e mantida por 20
minutos sempre com agitacdo constante. Decorrido o
tempo necessario para a extracdo, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente e filtrada com
auxilio de pressdo reduzida. Ao filtrado foi adicionado
1 g de NaCl, apés a solucao foi transferida para um
funil de separac3o e seguiu-se com dois procedimentos

de purificacdo distintos que seguem.
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Extracdo Liquido-Liquido (ELL)

A solucdo obtida conforme item 2.2 foi transferida
para um funil de separacdo e extraida com duas
porcdes de 10 ml de diclorometano. Os volumes
obtidos foram combinados e a solucao resultante foi
adicionado aproximadamente 1 g de MgSO4 anidro,
para eliminar qualquer residuo de agua na solucdo.
Finalmente se filtrou a solucdo e todo o solvente foi
eliminado por evaporacdo. O concentrado foi
solubilizado com uma aliquota de 2 ml da fase mébvel
(MeOH:H,O / 30:70 v/v). Previamente a injec3o foi
realizada uma diluicdo de 20 vezes do extrato e este
filtrado, com auxilio de unidade filtrante PTFE 0,45p

m de poro, acondicionado diretamente para vial.

Extracdo em fase sélida (SPE)

Uma aliquota de 1 mL do extrato foi aplicada ao
cartucho SPE C18, pré- condicionado com metanol (2
mL) e &gua destilada (2 mL). O cartucho foi lavado
com 4gua (2 x 2 mL), e em seguida o extrato foi
eluido com metanol (2 x 500 pL).Na sequéncia as
unidade filtrante PTFE
0,45p m de poro, e acondicionadas em vials.

amostras foram filtradas,

2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a identificacio e quantificacdo da cafeina foi
utilizado equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia CLAE (Varian 920- LC) equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD) operando em
272 nm. A coluna analitica utilizada era de fase
reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 Um) Varian,
mantida a 30 °C. A fase moével utilizada foi uma
mistura de metanol (solvente B) e dgua (solvente A)
em uma proporcdo de 30:70 v/v operando em modo
isocratico em fluxo de 1 ml.min™ por um tempo total
de 20 minutos, o volume de injecdo foi de 10 pL e os
espectros foram obtidos e processados pelo Software

Galaxie.

Para a quantificacdo foi preparada uma solucdo
padrio estoque de cafeina na concentracdo de 500
pg.mL® e na sequéncia, realizadas as diluicdes
necessarias para preparo da curva de calibracdo com

seis concentracBes que variaram de 10 a 200 pg.mL™.
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A partir das concentracdes e areas dos picos
cromatograficos foi plotada uma curva de calibracdo

obtida por regressdo linear.

y=ax+b (1)

Na equacdo de reta (Eq. 1) y corresponde a area do
pico cromatografico, a é o coeficiente angular x é a
concentracdo e b o coeficiente linear, foi possivel

quantificar o teor de cafeina nas amostras.

2.4. Validacao da metodologia analitica CLAE-
DAD

Para garantir a confiabilidade do método analitico
utilizado na identificacdo e quantificacdo da cafeina,
alguns parametros de validacdo foram testados.

Linearidade

A linearidade é a resposta obtida em funcdo da
concentracdo do analito. Uma técnica conveniente é
preparar uma solucdo estoque da substdncia a ser
analisada e realizar diluicdes em série para se obter as
concentragdes necessdrias para analise. Os dados sdo
entdo processados usando uma regressio de minimos
quadrados linear. Uma linearidade com coeficiente de
correlacdo acima de 0,999 é aceitavel para a maioria
dos métodos (VAZ et al., 2014).

Precisdo e Sensibilidade

Precisdo é a concordancia dos resultados analiticos
para uma mesma amostra; s3o aceitos valores para o

coeficiente de variabilidade (CV) inferiores a 15%.

cv=2-%100 (2)
X

Onde:
s é o desvio padrdo das medidas
X Média das medidas
Seletividade

Seletividade é a capacidade do método em determinar
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o analito de maneira inequivoca na presenca de outras

substancias  susceptiveis de interferirem na
determinacdo. No presente estudo a seletividade foi
avaliada pelo cafeina

tempo de retencio da

identificada nos cromatogramas.
Limites de deteccdo (LOD) e de Quantificagcdo (LOQ)

Duas importantes caracteristicas de um método s3o o
limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo
(LOQ). O LOD ¢ definido como sendo a menor
quantidade do analito presente em uma amostra que
detectada,
quantificada, sob as

pode ser porém n3o necessariamente

condicdes  experimentais
estabelecidas. O limite de quantificacdo (LOQ) é a
menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisio e exatiddo
aceitadveis  sob as  condices

estabelecidas (VAZ et al., 2014).

experimentais

LOD=3*N (3)

LOQ=10*N (4)
Onde:

N é o ruido do sistema

3. RESULTADQS E DISCUSSAO

3.1. Validacao da metodologia analitica CLAE-
DAD

No presente trabalho o método foi estudado num
intervalo de concentracio de 10 a 200 pg.mL™ no
qual a curva padrao foi injetada em triplicata por trés
diferentes grupos de analistas (Tabela 1). Assim, para
validacdo do método foi realizada a média das éareas
de cada um dos pontos de concentracdo e obteve-se

um coeficiente de correlacdo de 0,9941.

Equac3do para a curva padrdo de cafeina: y= 0,3532x
+ 0,5704; Coeficiente de determinacdo R? = 0,9941.

Para inferir se os resultados tém ou n3o precisdo
utiliza-se o coeficiente de variacdo (CV), coeficientes
com valores menores do que 10% indicam precis3o
elevada, valores de CV entre apresentam precisdo

intermediaria. Neste estudo foi possivel identificar
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diferencas nos valores do CV a partir dos diferentes
pontos das curvas de calibragcdo analisados (Tabela
1), sendo os valores obtidos para as concentracdes 20
e 40 pg.mL" de 14,05 e 20% respectivamente.

Tabela 01 — Repetibilidade do método CLAE-DAD de determinac¢do de
cafeina em cha composto (Camellia sinensis e Flores Hibiscus sabdariffa L).

Concentragio (pg/ml)  Areas médias (mALU) Desvio Padriao (mAU) CV %
10 57 0,52 8,66

20 7.7 112 14,05

40 11,6 2,60 20,00

&0 211 1,87 8,63

80 29,1 .27 7.70

100 38,2 0,52 1,37

200 70,7 0,68 0,96

Também foi possivel concluir, comparando as duas
técnicas de purificacdo, que a ELL apresentou elevada
repetibilidade, SPE
reproduzir resultados satisfatérios.

enquanto a ndo conseguiu

Tabela 02 — Composicdo de cafeina na amostra de chid composto (Camellia
sinensis e Flores Hibiscus sabdariffa L de Hibisco).

Extracio Utilizada Cafeina (mg/g)
ELL 124,08 + 1,66
SPE 113 +0.46

A sensibilidade de um método indica sua capacidade
fidelidade,
préximas de um analito. A sensibilidade pode ser
detectada

em discriminar, com concentracdes

através da inclinacdo do grafico de
calibracdo no caso de uma reta, quanto maior o
angulo de inclinacdo da reta maior serd a sensibilidade
do método. Nesse estudo obteve-se um coeficiente
angular de 0,3532.

Os valores de LOD e LOQ obtidos neste estudo foram
0,33 pg/mL e 1,1 pg/mL, respectivamente. Estes
resultados revelam detectabilidade elevada do método
na determinacdo de metilxantinas nas amostras em

estudo, com a confiabilidade desejada.

3.2. Identificacdo de Cafeina em Cha composto
(Camellia sinensis e Flores Hibiscus
sabdariffa L).

Foram registrados os cromatogramas obtidos a partir

dos dois diferentes métodos de purificacdo (ELL e

Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 10, n. 1, p. 59-66, 2015.

Synergismus scyentifica UTFPR

SPE) (Figuras 1 e 2). Os cromatogramas obtidos
apresentaram um perfil quimico sem muitos picos, o
que indica que o processo de extracdo e purificacdo
foi eficiente. O tempo de retengdo médio obtido foi
de 6,97 minutos, semelhante ao obtido para o padrio
cafeina.
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Figura 01 — Cromatograma CLAE Obtido para o extrato de chd composto a

partir da Extracdo Liquido-Liquido (ELL).
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Figura 02 — Cromatograma CLAE Obtido para o extrato de chd composto a
partir da Extracdo em fase sélida (SPE).

O cromatograma referente a purificacdo por SPE
apresenta uma oscilacdo da linha base mais intensa
que a ELL, isso pode ter ocorrido devido a baixa
concentracdo de cafeina neste extrato, fazendo com
que a

intensidade do pico fosse baixa, e picos

referentes a interferentes

aparecessem no

cromatograma,

porém o pico referente a cafeina

apresenta boa resolucdo e seletividade (Figura 2).

3.3. Quantificacdo da cafeina em amostra de cha
composto (Camellia sinensis e Flores Hibiscus
sabdariffa L)

valores cafeina

Os obtidos para nas amostras
analisadas foram de 124,08 mg/g (ELL) e 1,11 mg/g
(SPE). S3o escassos os estudos que avaliaram teor de

cafeina em amostras de chd composto (cha-preto
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Camellia sinensis e Flores de Hibisco Hibiscus

sabdariffa L) por CLAE.

Bae et al. (2015) desenvolveram e otimizaram o
processo de extracdo utilizando o método de CLAE-
UV para a identificacdo e quantificacdo em cha-preto
de 15 compostos fendlicos, entre eles a cafeina, onde
encontram valor (20,09 mg/g).

Rahim et al. (2014) ao quantificarem o teor de
cafeina em diferentes tipos de chas verde, oolong,
preto, produzidos no oriente, encontraram maiores
teores de cafeina nas amostras de cha-preto do que as
amostras de cha-verde e oolong. Valores para as trés

amostras de cha-preto foram de 69,2 mg/g, 61,1
mg/g e 63,3 mg/g.

Ramalho et al. (2013) avaliaram teores de cafeina
utilizando vérias marcas de cha-preto (Camellia
sinensis) disponiveis no mercado, entre eles dois chés
brasileiros, dois da India e um da Gri-Bretanha, onde
os chas brasileiros apresentaram maiores valores de

cafeina (67 mg/g e 40 mg/g).

Segundo Ramalho et al. (2013) a cafeina é benéfica a
salide em uma concentrac3o de até 200 mg/dia.

Poucos estudos avaliaram o teor de cafeina em chas
por extracdo utilizando SPE. No entanto, Rostagno et
al. (2011) avaliaram o teor de cafeina de cha-preto e
extracdo por SPE obtiveram valor de 0,000089 mg/g.
No presente estudo foi encontrado valor superior ao
relatado por Rostagno et al. (2011) talvez devido a
composicio do cha utilizado na pesquisa (Tabela 2).

Comparando-se os dois métodos de extracdo pode-se
observar que se obteve melhor resultado pela extracdo
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ELL do que pela extracdo em SPE. Segundo Queiroz;
Collins (2001) a eficiéncia da extragdo ELL depende
da afinidade do soluto pelo solvente de extracdo, da
razdo das fases e do niimero de extracSes. Os autores
também afirmam que se comparando a extracdo ELL
e a SPE obtém se um extrato mais puro na ELL do
que na SPE. A grande vantagem da extracdo em SPE

é que o método é mais facil do que comparado com a
ELL.

As diferencas encontradas nos teores de cafeina
podem estar relacionadas ao fato de que os niveis
dessa substancia podem variar de acordo com a
variedade e origem da planta, local de cultivo, solo e
condicdes  climaticas, praticas de colheita e
processamento por diferentes fabricantes (RAMALHO

et al., 2013; RAHIM et al., 2014; BAE et al. 2015).

4. CONCLUSAOQ

O método utilizado para a determinacdo de cafeina
em chid composto de folhas e talos de cha-preto
(Camellia sinensis L.) e flores de hibisco (Hibiscus
sabdariffa L.)
resolucdo, baixos limites de deteccdo e quantificacao,

apresentou elevada seletividade e

boa precisio e elevada sensibilidade. Foram
observadas diferencas significativas nos teores de
cafeina quando utilizados os métodos de extracdo
ELL e SPE, tendo a técnica ELL sido considerada a

mais eficiente.
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Extraction, identification and quantification of caffeine in compound tea

(Camellia sinensis and Hibiscus sabdariffa L.) by high performance liquid

chromatography (HPLC)

Abstract — Camellia sinensis specie have in it chemical composition different kind of compound including
polyphenols, catechins, caffeine and amino acids which have been linked with biological activity in human
organism. Currently exist commercially plant mixtures for tea production. This grant a variation in smell and
taste on teas produced with those kinds of combinations. Therefore, the goal of present study was to identify
and quantify caffeine in the extract composed by leaves and stems of black tea ( Camellia sinensis L.) and
hibisco flowers (Hibiscus sabdariffa L.). Tea sample was acquired in local trade in Pato Branco-PR city.
Caffeine extraction was performed by using water. To purify the extract were evaluated and compared two
techniques: liquid-liquid extraction (LLE) and solid phase extraction (SPE), and for identification and
quantification study was used high performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-
DAD) executed in 272 nm. In quantification work was used an authentic caffeine standard prepared in various
concentrations: 10 a 200 pg.mL™. In analytical procedure were calculated limit of detection (LOD) (0,33
pg.mL™) and limit of quantification (LOQ) (1,1 pg.mL™), and linearity (0,9941). The caffeine content
obtained by LLE and SPE were 124,08 mg/g and 1,11 mg/g respectively, and then was possible to conclude

that the best extraction technique was LLE and HPLC-DAD presents higher sensibility.

Keywords: limits of detection (LOD). limits of quantification (LOQ). tea. caffeine. HPLC.
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