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Resumo — A cafeina é um composto que ocorre naturalmente em muitos alimentos e bebidas consumidos
diariamente, sendo encontrada em grande quantidade nas sementes de café ( Coffee sp.)e nas folhas de cha
(Camellia sinensis). Dentre as bebidas energéticas, o chd é uma das mais populares do mundo, devido a seu
aroma e sabor agradaveis e também a seus efeitos sobre a salide. Existe um crescente interesse em identificar
as fontes e niveis de cafeina em alimentos e bebidas comercialmente disponiveis, como variedades de ch3,
pois os limites de tolerdncia para cafeina podem variar de acordo com o individuo que a ingere, deste modo,
torna-se necessario o conhecimento da quantidade contida nestes produtos. Os objetivos deste estudo foram
determinar o teor de cafeina em amostras de cha preto comerciais, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e avaliar a eficiéncia de dois diferentes métodos para a purificacdo da cafeina, extracdo
liquido-liquido (ELL) e extracdo em fase sdlida (SPE). O método cromatografico utilizado mostrou-se
simples, econdmico, exato e preciso para a determinacdo de cafeina em cha preto. O método de ELL foi mais
eficiente, apresentando boa eficiéncia, seletividade e resolucdo. O método SPE nZo eliminou todos os

interferentes, apresentando menor concentracio de cafeina.
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1. INTRODUCAO

A cafeina é um alcaloide identificado como 1,3,7-
trimetilxantina (Figura 1), pertencente a uma classe
de compostos de ocorréncia natural chamada xantina.
Possivelmente, as xantinas s3o os estimulantes mais

antigos conhecidos sendo que, neste contexto, a

cafeina é um dos mais potentes (MARIA e
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A cafeina é um composto que ocorre naturalmente
bebidas

diariamente, sendo encontrada em grande quantidade

em muitos alimentos e consumidos
nas sementes de café (Coffee sp.) e nas folhas de cha
(Camellia sinensis). Também pode ser encontrada em
outros produtos vegetais, particularmente no cacau

(Theobroma cocoa), no guarana (Paullinia cupana) e
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na erva-mate (llex paraguayensis). A ingestdo da
cafeina data de muitos séculos e atualmente ela é a
droga mais comumente ingerida em todo o mundo
(MARIA; MOREIRA, 2007); (MELLO; KUNZLER,;
FARAH, 2007).
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Figura 01 — Férmula estrutural da cafeina (BRENELLI, 2003).
Esta substancia exerce efeito estimulante sobre o
sistema nervoso central, misculos cardiacos, sistema
respiratorio, circulacdo sanguinea, liberacdo de
adrenalina e secrecdo de acido gastrico. Também é
considerada como um diurético fraco e relaxante
muscular (MELLO; KUNZLER; FARAH, 2007);
(SOUSA et al., 2010). Aumenta a capacidade de
alerta e melhora o desempenho de atividades que

exijam atencdo (MARIA, MOREIRA, 2007).

A cafeina é um dos principais ingredientes das bebidas
energéticas, os quais sdo denominados pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) como

“composto liquido pronto para consumo”, e sdo
fiscalizados, dentre outros fatores, segundo o teor de
cafeina, o qual n3o deve ultrapassar 350 mg/L

(BRASIL, 1998).

Dentre as bebidas energéticas, o chd é uma das mais
populares do mundo, devido a seu aroma e sabor
agradaveis e também a seus efeitos sobre a saide. A
teobromina, teofilina e cafeina s3o alcaloides da
familia das metilxantinas, um dos principais grupos
constituintes das folhas de cha, sendo a cafeina o

mais comum dentre os trés.

Dados da Organizacdo Mundial da Saidde estimam

que 80% da populacio mundial utilizam plantas
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finalidade
(Camellia sinensis (L.) Kuntze- Theaceae) obtido por

medicinais com terapéutica. O cha
infusdo é a forma mais popular de uso, contribuindo
para a prevencdo e o tratamento de doencas pela
presenca de compostos biologicamente ativos, como

os polifendis (PEREIRA et al., 2009).

Os chas de Camellia sinensis podem ser classificados

em trés tipos basicos: preto, verde e oolong,
diferenciando-se pelo beneficiamento das folhas. Para
o preparo do cha preto, as folhas sdo fermentadas.
Para o preparo do cha verde, as folhas s3o apenas
escaldadas e fervidas para garantir a preservacdo da

cor (NISHIYAMA et al., 2010).

As folhas de Camellia sinensis contém proteinas (15 a
20%), glicidios (5%), &cido ascérbico, vitaminas do
complexo B e bases pdricas, especialmente cafeina (2
a 4%), polifendis (30%), monosideos de flavondis e
flavonas, catequina,

epicatequina e galato de

epicatequina, além de taninos condensados e

hidrolisdveis (PEREIRA et al., 2009).

A composicdo do cha varia com a espécie, a estacdo
do ano, o clima, a idade da folha, clima (umidade,
temperatura, latitude) e condicdes de cultivo, e a
variedade do cha, além disso, as propriedades
funcionais s3o devidas ao seu conteddo em
polifendlicos (NISHIYAMA et al., 2010); (BARRETO;

BRAGAGNOLO, 2002).

Os maiores produtores de Camellia sinensis s3o a
China e a India e os chas provenientes desses paises ja
foram objeto de muitos estudos. O cultivo do cha
verde é hoje, entretanto, realizado em diversos paises
em praticamente todos os continentes. No Brasil o
cultivo é restrito ao Vale do Ribeira, em S3o Paulo,
onde a maior parte da colheita é utilizada para a

producdo de cha preto.

No Ocidente o mais consumido é o cha preto, embora
o consumo do cha verde venha crescendo, devido
principalmente a divulgacdo de suas propriedades
funcionais (NISHIYAMA et al., 2010). Estudos tém
demonstrado que o cha brasileiro apresenta maior
quantidade  de fendlicos

compostos quando

comparado com chds de outros paises e tal fato é
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atribuido as caracteristicas do clima e do solo (SAITO
et al., 2006).

Existe um crescente interesse em identificar as fontes
bebidas

comercialmente disponiveis, como variedades de ch3,

e niveis de cafeina em alimentos e
pois os limites de tolerancia para cafeina podem variar
de acordo com o individuo que a ingere, deste modo,
torna-se necessario o conhecimento da quantidade

contida nestes produtos.

Diversos métodos analiticos tém sido utilizados para
determinacdo e quantificacdo de metilxantinas, como
a cafeina, sendo a técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) a técnica mais comumente
usada na separacdo e quantificacdo destas substancias
(ARAGAO et al., 2009).

O desenvolvimento de um método analitico ou a
aplicacido de um método conhecido envolve um
processo de avaliacdo que ateste a sua eficiéncia em
usos em rotina, denominado validacdo (ARAG/N-\O et
al., 2009). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) considera que “a validagdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método

atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,

assegurando a  confiabilidade dos resultados”

(BRASIL, 2003).

Os objetivos deste estudo foram determinar a
composicdo de cafeina em amostras de cha preto
comerciais, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, wvalidar a

metodologia cromatografica,

através dos parametros de linearidade, precisao,
especificidade, percentual de recuperacdo, limites de
deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) e avaliar a
eficiéncia de dois diferentes métodos para a extracdo
da cafeina, a extracdo liquido-liquido (ELL) e a

extracdo em fase sélida (SPE).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

A amostra de chd preto avaliada neste estudo foi
da cidade de Pato

Branco - PR. O ché (em sachet) era composto por

adquirida em comércio local
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folhas e talos de cha preto (Camellia sinensis).

2.2. Extracao da cafeina

Para a ELL, foi realizado conforme Brenelli (2003)
com modificacdes, inicialmente foram pesados 3 g de
cha preto comercial e adicionados 1 g de carbonato
de célcio (CaCO;3) e 50 mL de agua destilada. A
mistura foi aquecida até a ebulicdo e mantida em
aquecimento, sob agitacdo continua, por
aproximadamente 20 minutos. Em seguida, o extrato
foi filtrado com auxilio de pressdo reduzida. Para
purificacdo da amostra, foi realizada a extracido
liquido-liquido e extracdo em fase sélida, ambas em

triplicata.

Extracio liquido-liquido (ELL)

Ao filtrado foram adicionados 1 g de cloreto de sédio
(NaCl) e a solucdo transferida para um funil de
separacdo sendo acrescentados, em duas etapas, 10
mL de diclorometano e coletando-se a fase organica.
A fase orgénica foi adicionado 1 g de MgSO, anidro
para remocao da agua.

Finalmente o extrato foi filtrado e todo o solvente

eliminado por evaporacdo. As amostras foram
solubilizadas utilizando 2 mL de metanol:dgua (30:70)
e na sequéncia foram realizadas diluicdes de 20 e 50
vezes. Como ultima etapa, as amostras foram filtradas
em vials utilizando unidade filtrante PTFE com 0,45
pm de poro. As extracbes foram

triplicata (BRENELLI, 2003)

realizadas em

Extracdo em fase sélida (SPE)

Para extracdo SPE foi realizada conforme Cardoso
(2011) com modificagdes. Uma aliquota de 1 mL do
extrato foi aplicada ao cartucho SPE Cy, pré-
condicionado com metanol (2 mL) e dgua destilada (2
mL). O cartucho foi lavado com agua (2 x 2 mL), e
em seguida o extrato foi eluido com metanol (2 x 500
ML). Na
utilizando unidade filtrante PTFE 0,45 pm de poro, e

acondicionadas em vials.

sequéncia as amostras foram filtradas
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2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Preparacao da curva de calibracao utilizando o
padrao cafeina
Para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), primeiramente foi realizada a preparacdo da
curva de calibracdo, com seis pontos de
concentracGes para o padrdo cafeina, a partir de uma
soluc3o estoque de concentracdo 1000 pg.mL™. Foram
preparados pontos com concentracdes que variaram

de 10 a 200 pg.mL™.

Condicées cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada utilizando um
equipamento Varian 920 LC equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD) operando em 272 nm. A
coluna analitica utilizada era de fase reversa C18 (250
mm x 4,6 mm, 5 gm) Varian, mantida a 30 °C. A
fase moével utilizada foi uma mistura de metanol
(solvente B) e 4gua (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 pelo Software Galaxie.

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, como
limite de deteccio (LD),
quantificacdo (LQ) e precisdo.

linearidade, limite de

Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método

em obter respostas diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
designada faixa de aplicacdo (ICH, 1995). A equacdo
da reta (y = ax + b) é a férmula matematica que
relaciona as duas varidveis, concentracdo e a resposta,
sendo indicado no minimo a injecdo de seis pontos em
duplicata confiabilidade dos

para garantir a
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resultados. A linearidade é determinada através dos
resultados de regressdo linear de uma curva analitica,
sendo o valor de 0,9 o minimo permitido para aceitar
a linearidade e quanto mais préximo a 1, mais linear é
o método (VAZ et al., 2014).

Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ)
O LD

analito em andlise na relacdo ingrediente ativo, ou

representa a mais baixa concentracdo do
seja, matriz que pode ser detectada com certa
confiabilidade empregando determinado procedimento
experimental. O LD é determinado por meio da
anélise de solucdes de concentracdes conhecidas e
decrescentes. Porém o LQ expressa a mais baixa
concentracdo que pode ser identificada e quantificada
limite de
confiabilidade, geralmente entre 95 e 99%
(SCHARTZ e KRULL, 1998; ICH, 1995; INMETRO,
2003).

em certa matriz com determinado

O LD e LQ s3o expressos como uma concentracio,
sendo que a precisdo e exatiddo das determinacdes
também devem ser gravadas. Essa metodologia é uma
excelente regra a ser seguida, contudo n3o se deve
esquecer que a determinacio do LQ significa um
compromisso entre a concentracdo, a precisdo e a
exatiddo estabelecidas (RIBANI et al., 2004).

Precisdo e coeficiente de variacdo (CV)

7

A precisio é a determinacdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem miltipla de mesma amostra (ICH, 1995).
Esta é considerada em trés niveis: repetitividade;
precisdo intermediaria; reprodutibilidade. A precisao é
a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos
numa série de medidas de uma amostragem miltipla
de uma mesma amostra, é geralmente expresso como
relativo (CV).

Usualmente, métodos que quantificam compostos em

desvio padrdo ou desvio padrio
macro quantidades requerem um CV de 1 a 2%.
Porém em andlises de tracos ou impurezas é aceitavel
CV de até 20%, dependendo da complexidade da
amostra (HUBER, 1998).
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3. RESULTADOQS E DISCUSSAO

3.1. Curva Padrao e validacdo do método

Para a quantificacdo da cafeina foi utilizado o método
de calibracdo externa com a injecdo de 6 pontos do
padrdo cafeina em concentracdes que variaram de 10
a 200 pg.mL* (Tabela 1) em triplicata. A partir das
areas dos picos e concentracbes do padrao foi plotada
a curva de calibrac3o, obtendo-se a equacdo da reta y
= 0,3466x + 0,8058, e o R quadratico de 0,9947. A
partir desses resultados foi possivel determinar a
sensibilidade do método, expresso pelo coeficiente

angular (inclinac3o da curva de calibracdo) de 0,3466.

Com o objetivo de avaliar a precisio do método foi
calculado o coeficiente de variacdo (CV) para a curva
de calibracdo (Tabela 1). O método é considerado
preciso em termos de repetibilidade se o coeficiente
de variacdo for inferior a 15% (BUENO, 2000). Foi
observado,
calibracdo, um CV inferior a 15%. O ponto 200

-1 . .~
pg.mL~ apresentou a maior precisio com um CV

para todos os pontos da curva de

calculado menor que 2%.

Tabela 01 — Pardmetros de validago.

Concentragao Coeficiente
de cafeina Media Precisdo deVariagdo
{pg.mL ") il

10 4,70 0,58 12,03

20 8,00 1,12 14,05

a0 21,70 1,87 283

20 335 3,90 1285

100 39,70 208 523

200 8925 1,23 1.78

Os resultados para sensibilidade, limite de deteccdo
(LD) e limite de quantificagdo (LQ), obtidos, estdo
apresentados na Tabela 2. Os LD e LQ calculados
revelam uma boa detectabilidade do método na

determinacdo de cefeina nas amostras em estudo.

Tabela 02 — Pardmetros de validag3o.

LD LG -
Sensibilidade
{pgfml} {pgfml}
0,230 1,100 0,247

3.2. Identificacdo da cafeina

A cafeina foi extraida conforme item 2.2 e na
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sequéncia, os extratos foram purificados utilizando
ELL e SPE. Os extratos

entao

dois métodos distintos:

purificados  foram injetados no sistema
cromatografico e a partir dos cromatogramas obtidos
(Figuras 3 e 4) foi possivel identificar a cafeina por
comparacdo do tempo de retencdo (aproximadamente
7 minutos) e espectro de absorcio com o padrio
cafeina (Figuras 5 e 6). O espectro de absor¢do das
amostras foi ainda comparado com a biblioteca do
equipamento (software Galaxie), resultando em uma
99,7% (Figura 6),

comprova a identidade deste composto nos extratos

similaridade igual a o que

purificados de cha preto.

-]
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Figura 03 — Cromatograma obtido para o extrato de chd preto purificado
pelo procedimento liquido-liquido.
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Figura 04 — Cromatograma obtido para o extrato de chd preto purificado
pelo procedimento de extragdo em fase sélida.
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Figura 05 — Cromatograma obtido com padr3o de cafeina 100 pg.mL™.

Foi possivel concluir que a ELL foi mais eficiente na
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extracdo da cafeina que a SPE. No cromatograma da
ELL (Figura 3) é observado apenas um pico, referente
& cafeina, indicando que os demais interferentes foram
removidos durante o procedimento de purificacdo
resultando em um cromatograma com boa eficiéncia,

seletividade e resolucdo.

A partir do cromatograma referente 8 SPE (Figura 4)
é possivel ver uma oscilacio da linha base mais
intensa que a ELL, isso ocorreu 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. Entretanto, o pico referente a cafeina

estd bem delimitado, com uma boa resoluc3o.
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4 | |
cateina Uinknown specinem : RT=691 mi
100 X 100
7 o} £ ol
g 1\ ¥ \
4 s0d Y 4 e
i = i
5w \ A RS £ w0 s
- . / . E \
£ d - \ =z B \;
04— . : T - 04— : : oo
220 240 260 280 00 3 20 240 260 260 300 320
Wavedength [nm] Viiavelencgh [re]

Figura 6 - Comparacéo do espectro de absorgéio do padrdo
cafeina e extrato de chd preto

Figura 06 — Cromatograma Comparagdo do espectro de absorcdo do padrio
cafeina e extrato de cha preto.

Ambas as técnicas s3o muito utilizadas na
identificacdo e quantificacdo de compostos isolados,
porém a SPE pode apresentar algumas desvantagens
em relacao a ELL, como o tempo elevado de analise,
alto custo do cartucho além de serem utilizados
apenas uma vez e também a baixa reprodutibilidade.
Outro dificuldade de

selecionar o solvente adequado para a dessorcdo do

importante aspecto é a
analito, como pode ter ocorrido em relacdo a baixa
quantificacdo na extracdo da cafeina (JARDIM,

2010).

3.3. Quantificacao da cafeina em cha preto

O teor de cafeina quantificado pela técnica SPE foi
de 5,98 mg.lOO':l de cha, enquanto que a ELL a
concentracio de cafeina foi de 217,18 mg.100" de

Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 10, n. 1, p. 99-107, 2015.
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cha. Pelo teste t, é possivel afirmar a diferenca
significativa entre as amostras, sendo a ELL a mais
eficiente.

Analisando as duas metodologias de purificac3o,
pode-se verificar uma maior eficiéncia na purificacdo
da amostra no método ELL, uma vez que, um d(nico
pico foi observado na CLAE. Na técnica SPE pode ter
ocorrido a adsorcdo da cafeina pelas particulas sélidas
da coluna, o que diminuiu a concentracdo de cafeina
e aumentou consideravelmente a interferéncia de

analitos indesejaveis para esta andlise.

Tabela 03 — Concentragdo de cafeina em chd preto.

Concentragdo de cafeina

Extragoes {mg.100g" de cha)
SPE F,98 + 0 89"
Ligquido - liguido 27118+ 87

*Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as
amostras.

Alves e Bragagnolo (2002) encontraram
concentracdes de cafeina em ché preto, cujos valores
variam de 2,41 a 261 g 100", Valores variando de
0,76 a 1,74 g 100", foram obtidos por Camargo et al.,

(1999) em ché preto.

Wang et al. (2011), utilizaram o método de extracdo
assistida por microondas dindmico (DMAE) acoplado
em linha com limpeza para determinacdo da cafeina
em chas, encontraram concentracdo de 70,5 mg g"l,
para o chad preto. Rahim et al. (2014) utilizaram o
mesmo método de extracdo que Wang et al. (2011)
para determinacdo da cafeina em chés, e encontraram
uma concentracio média de 64,5 mg g” para o cha

preto.

4. CONCLUSAO

O método utilizado  mostrou-se

simples,

cromatografico

econdémico, exato e preciso para a
determinagdo de cafeina em cha preto. O método de
purificacdo ELL foi mais eficiente, apresentando bons
resultados quanto a eficiéncia, seletividade e
resolucdo. O método de extracdo liquido-sélido n3o
eliminou todos os interferentes, apresentando baixa

concentracao de cafeina.

A validacdo deve garantir que o método atenda as
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exigéncias das aplicacBes analiticas, no presente

estudo os pardmetros avaliados como precisdo,
LD, LQ e sensibilidade

eficiéncia do

coeficiente de variacdo,
demonstraram a método e a

confiabilidade dos resultados obtidos.
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Determination of caffeine in black tea (Camellia sinensis) for high performance

liquid chromatography

Abstract — Caffeine is a compound that occurs naturally in many foods and drinks that we consume daily,

found in large quantities in the seeds of coffee ( Coffee sp.) and tea leaves (Camellia sinensis). Among energy

drinks, tea is one of the most popular in the world due to its pleasant aroma and taste, and also their effects

on health. There is a growing interest in identifying the sources and levels of caffeine in foods and beverages

commercially available, such as tea varieties, as the tolerance limits for caffeine may vary according to the

individual who ingests thus becomes necessary to knowledge of the amount contained in these products. The

objectives of this study were to determine the composition of caffeine in samples of commercial black tea,

using High Performance Liquid Chromatography and assessing the effectiveness of two different methods for

extraction of caffeine, liquid-liquid extraction (ELL) and solid phase extraction (SPE). The chromatographic

method proved to be simple, economical, accurate and precise for the determination of caffeine in black tea.

The method ELL was more efficient, having a good efficiency, good selectivity and good resolution. The SPE

method does not eliminate all interfering, and low concentration of caffeine.

Keywords: validation. SPE. extraction.
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