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As metil xantinas séo alcaldides purinicos que estao
presentes em diversos produtos naturais como o
guarand, Paulinia cupana (Carlson & Thompson, 1998),
folha de mate, /lex paraguaense (Athayde et al., 2000),
café, ché preto, cupuacu, cacau e outros (Blauch &
Tarka, 1983; Terada & Sakabe, 1984). Dentre essas
substancias, a teofilina é usada na industria
farmacéutica como broncodilatador e existe em
pequenas quantidades no chéa e no cacau. A teobromina
é o principal alcaldide existente no fruto do cacaueiro
(Theobroma cacao), estando também presente em
produtos processados (achocolatados) na faixa de 0,5%
a 2,0% (Zoumas et al., 1980). Nas sementes de
guarand, a teobromina é encontrada em menor
quantidade que no cacau, e a teofilina, normalmente,
encontra-se em quantidades traco (Carlson & Thompson,
1998). A cafeina é o estimulante mais utilizado no
mundo, estando presente no café e no cha, mas também
no fruto e no extrato de guarana. A quantificacao
destes alcaldides, além de determinar seus teores nos
diversos tipos de alimentos e bebidas, tem particular
importéancia ao servir como marcador da presenca do
produto natural nestes mesmos produtos. Isto porque
pode ocorrer alguma adulteracdo em produtos
processados pela adicao de cafeina sintética aos
mesmos.

Material e Métodos

Este trabalho descreve um método de anélise de
cafeina, teobromina e teofilina por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em coluna de fase reversa, que tem
como grande vantagem a rapidez, economia € a
facilidade de execucéo (Castro & Mello, 2000). Este
método pode ser aplicado em amostras de
achocolatados e de extratos e bebida de guarana. A
anélise consiste na extracao das metil xantinas por 10
minutos em ultra-som, utilizando como solucao extrativa
a propria fase mével. Apds a extracao, as solucoes sao
avolumadas também com fase mével e disponibilizadas
para a andlise cromatogréafica. Neste método, nenhum
tipo de clean up é necessério - a amostra é filtrada em
membrana FHUP 0,45 um e injetada no cromatdégrafo
liquido. O sistema cromatogréafico é constituido por uma
bomba isocratica, coluna de fase reversa Waters Nova
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Pak C,, 5 um (150 mm x 4,6 mm), um detetor de UV no
comprimento de onda de 280 nm e um sistema de

integracao, aquisicao e processamento dos dados.

A composicdo da fase movel foi de 10% de MeCN em
HOAc 0,5%. A vazéo da fase movel foi de 1 mL/min. O
acido acético na fase mével é utilizado como supressor
de ionizacdo (Lindsay, 1992), isto é, desloca o equilibrio
no sentido de nao permitir a ionizacdo das metil xantinas.
O 4cido acético na fase mével é utilizado como supressor
de ionizacdo, isto é, desloca o equilibrio no sentido de ndo
permitir a ionizacao das metil xantinas. A diminuicao do
pH impede a ionizacao parcial dos analitos (metil xantinas
- substancias bésicas), pois, caso contréario, seria possivel
observar a formacao de duas bandas (uma neutra e outra
ionizada), ou, ainda, uma banda larga e mal resolvida do
componente de interesse.

Resultados

A ordem de eluicédo e os tempos de retencao observados
nas condicdes descritas foram os seguintes: teobromina
(3,2 min), teofilina (4,2 min) e cafeina (8,3 min). Foram
feitas curvas de linearidade para as 3 metil xantinas
(Figuras 1, 2 e 3), onde pode-se observar um
comportamento linear para estas substancias, nas faixas
de concentracao utilizadas.
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Fig.1. Curva de linearidade de teobromina - area do pico x
concentracao
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Fig.2. Curva de linearidade de teofilina - 4rea do pico x
concentracao
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Fig.3. Curva de linearidade de cafeina - area do pico x
concentracao

Este método foi utilizado na anélise de 143 amostras de
refrigerante de guarand, onde foram monitorados os
teores de teobromina e de cafeina. Os resultados obtidos
demonstraram a sensibilidade do método proposto. O
mesmo procedimento analitico, aplicado em 25 amostras
de chocolate em p6, de cupuacu em pd, guarand em po,
bebidas energéticas e em extratos de guarana, também
apresentou boa reprodutibilidade para todas as metil
xantinas. Os perfis cromatogréaficos da solucéo padrao e
de uma amostra de guarana se encontram
respectivamente nas Figs. 4 e 5.
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Fig.4. Cromatograma dos padrdes de metil xantinas de
uma solugdo padréo
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Fig.5. Cromatograma de metil xantinas de uma amostra de
bebida energética

Conclusodes

1. O procedimento analitico — extracdo da amostra
com a fase mével no ultra-som por 10 minutos, sem
clean up, e anélise por cromatografia liquida usando
fase reversa e detetor de UV - aplicado na andlise
de diferentes amostras demonstrou ser bastante
adequado.

2. As curvas de linearidade obtidas para as trés metil
xantinas mostraram que os resultados sao lineares
para a faixa de concentracao utilizada nas amostras
(até 5 pg/mL).

3. Este método, aplicado na anélise 143 amostras de
refrigerante de guarand, onde foram monitorados os
teores de teobromina e de cafeina, demonstrou a

sua sensibilidade assim como a sua reprodutibilidade.

4. 0O mesmo procedimento analitico aplicado em 25
amostras de chocalate em p6, de cupuacu em pé,
bebidas energéticas, guarana em pd e em extratos
de guarana, também apresentou boa
reprodutibilidade para todas as metil xantinas.

5. O método apresentou excelente robustez e
versatilidade.
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