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RESUMO

CAFEINA: BIOSSINTESE, PROPRIEDADES, ANALISES E
QUANTIFICACAO
MOREIRA, I. M. L.; GARCIA, C. F.

O presente trabalho objetiva realizar uma revisao bibliografica englobando
varios aspectos referentes a cafeina, uma das substancias psicoativas mais
consumidas em todo mundo. A cafeina esta presente nas sementes de café,
guarana, cacau e folhas de diversas plantas empregadas na fabricacdo de
chds comerciais. Pertence a classe das metilxantinas, sendo um
pseudoalcaldide. Entre suas propriedades mais importantes, pode-se citar a
baixa solubilidade em agua, a baixa polaridade e a capacidade de absorver
radiacdo ultravioleta. Por ser uma substancia estimulante e apresentar
propriedades de interesse econdmico, a cafeina chama a atencdo da
industria esportiva, de alimentos e farmacéutica. Sua quantificacdo é
geralmente realizada via CG ou CLAE e os processos de grande escala para
a descafeinacdo de produtos, via extracao com fluido supercritico.

Palavras-chave: cafeina, revisao bibliografica, propriedades.
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1. INTRODUCAO

A cafeina € um metabdlito derivado da xantina, cujo nome sistematico é
1,3,7-trimetilxantina. Apresenta grande importédncia para o ser humano,
pois € uma das substancias psicoativas mais consumidas no mundo. A
cafeina pode ser encontrada em mais de 63 espécies vegetais, entre elas

fontes comerciais como café, cha mate, guarana e o chocolate.

Os efeitos da ingestao da cafeina sdo aumento do estado de alerta, reducao
da fadiga, irritabilidade, ins6nia e alteragdes no controle motor. Além disso,
suspeita-se que seu consumo demasiado possa gerar insOnia, dor de
cabeca, doencas coronadrias e evoluir para alguns tipos de cancer.
Entretanto, tais efeitos dependem de fatores como idade, sexo, dieta e

caracteristicas genéticas de cada consumidor.

As propriedades da cafeina a tornam atraente para a industria. O fato de
ser um estimulante a faz interessante para a induUstria esportiva e a torna

uma potencial substancia para aprimorar a cognigao.

Por outro lado, a presenca da cafeina em alimentos e bebidas pode ser
indesejada. E o caso de determinadas atividades esportivas onde seu
consumo é proibido e de pessoas que, por indicacdo médica, nao podem

consumi-la.

Ao considerar os aspectos legais, a ANVISA disponibiliza uma portaria que
regulamenta o teor de cafeina em produtos descafeinados, nao limitando

teores para produtos ndao descafeinados.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é realizar uma revisao
bibliografica sobre as caracteristicas quimicas da cafeina, sua importancia,
biossintese e algumas metodologias empregadas em sua extracdo e

quantificagao.



2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Metilxantinas

Segundo Vaz (2008), metabdlitos secundarios sdo substancias produzidas
por seres vivos e que nao estao envolvidas diretamente em seu crescimento
e desenvolvimento. Considerando apenas as plantas, os metabdlitos
secundarios atuam, por exemplo, como agentes polinizadores, dispersores
de sementes e defensores contra predadores e patdégenos.
Entre as classes de metabdlitos secundarios, estdo os alcaloides e as
metilxantinas. Os alcaloides sao definidos como “compostos nitrogenados”
ou “compostos alcalinos”, derivados dos aminodacidos, em sua maioria
heterociclicos e que ocorrem principalmente no reino vegetal (PRADO,
2012).
Segundo Prado (2012), os alcaloides podem ser classificados em:
e Alcaldides verdadeiros: metabolitos derivados de aminoacidos e
possuem nitrogénio heterociclico;
e Protoalcaldides: sao aminas simples, derivadas de aminoacidos,
sem nitrogénios heterociclicos;
e Pseudoalcaldides: metabdlitos nitrogenados que nao derivam de
aminoacidos.
Por ndo derivarem de aminoacidos, as metilxantinas sdo classificadas como
pseudoalcaldides, sendo biossintetizadas a partir das bases nitrogenadas

puricas adenina e guanina (Figura 1).
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Figura 1 - Estruturas quimicas da a) adenina e b) da guanina.
Fonte: SOLOMONS (2009)

Sua ocorréncia ndo estd relacionada as familias ndo filogeneticamente
relacionadas, com distribuicao restrita principalmente a regides tropicais e

subtropicais. Aproximadamente 60 espécies vegetais, organizadas
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especialmente nos géneros Coffea (Rubiaceae), Cola e Theobroma
(Sterculiaceae), Paullinia (Sapindaceae), Ilex (Aquifoliaceae) e Camellia

(Theaceae = Ternstroemiaceae) contém metilxantinas (Simdes et al. 2009).

Nos vegetais, as metilxantinas estdao envolvidas no metabolismo do
nitrogénio e do carbono, participando das reagdoes de transmetilagao-
desmetilacdo. O estdgio de desenvolvimento, as alteracbes sazonais e
outros fatores ambientais e agrondmicos influenciam sua concentracdo.
Além disso, podem apresentar significado ecoldgico, influenciando a relagdo
entre organismos e favorecendo a adaptacdao do vegetal a ambientes
desfavoraveis. Por exemplo, as folhas de cha-da-india (Camellia spp.)
acumulam metilxantinas buscando aproveitar seu efeito alelopatico, e nao
exercem papel nutritivo como fonte de nitrogénio, suposto teoricamente.
(Simoes et al. 2009)

Alves et al. (2002) citam a teofilina (1,3-dimetilxantina), a cafeina (1,3,7-

trimetilxantina e a teobromina (3,7-dimetilxantina) (Figura 2), como as

principais xantinas naturais.

P A T
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Figura 2 - Estruturas quimicas da a) teofilina, b) cafeina e da c)
teobromina.
Fonte: ASHIHARA (2006)

Alves et al. (2002) relatam que a teobromina é encontrada em frutas como
0 cacau e seus derivados, possuindo efeito diurético. Por outro lado,
Eduardo et al. (2004) retratam a teobromina como potencialmente tdxica
para os fetos em formacgao, sendo capaz de atravessar a barreira hemato-

encefalica.

A xantina teofilina apresenta acdao vasodilatadora, sendo frequentemente
prescrita para problemas respiratérios. Além disso, é possivel que a
substancia possua efeitos antiinflamatdérios em baixas concentracdes, o que

seria uma vantagem, pois minimizaria efeitos colaterais. Outra



potencialidade da teofilina é sua acao no tratamento da doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), um dos maiores problemas de saude publica do
mundo (ZACARIAS et al., 2007).

2.2 Cafeina

A histéria da cafeina se confunde com a histéria do café. Nunes (2010)
relata que os primeiros registros sobre o efeito estimulante do café foram
feitos no ano 575. A narrativa versava sobre um pastor etiope que
alimentava suas cabras com sementes e folhas de café para deixa-las mais
ageis e resistentes as caminhadas. Por volta do ano 1000, na Arabia, o café
passou a ser consumido na forma de bebida com fins puramente
medicinais. Somente no século XIV iniciou-se o processo de torrefacdo do
café, cujos grdos chegaram no ocidente através dos comerciantes italianos
(século XVII).

A cafeina foi descoberta em 1819, pelo cientista Friedlieb Ferdinand Runge,
na Universidade de Jena, na Alemanha, durante estudos em semente de
café (BAUMMAN et al., 2010).

Até o ano de 2009, a cafeina ja havia sido identificada em fontes comerciais
como graos de café (Coffea sp.), folhas de cha verde (Camilla sinesis) e, em
menores quantidades, em sementes de cacau (Theobroma cocoa), guarana
(Paullinia cupana) e na erva-mate (Ilex paraguayensis) de acordo com Leite
(2009).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), substancias
psicoativas sao capazes de alterar o humor, cognigao e comportamento de
um individuo. Assim, classifica-se a cafeina como uma substancia
estimuladora, pois aumenta a atividade cerebral. Além disso, seu consumo
leva a um aumento do estado de alerta, redugcao da fadiga, irritabilidade,
insénia, alteracdes no controle motor, além do aumento da pressao arterial
(LEITE, 2009).

Segundo Toci et al. (2006), a cafeina e uma das substancias psicoativas
mais consumidas no mundo. Dessa forma, a quantidade de estudos sobre
seus efeito € muito grande. Existem trabalhos que apontam que o consumo
de café diminui a fadiga, melhora o estado de espirito e aumenta o estado

de alerta. Por outro lado, estudos associam a ingestao da bebida integral ao



aumento de doengas coronarias e cancer. Diante desse paradoxo, muitas
pessoas consomem bebidas descafeinadas por optarem por um estilo de
vida considerado mais saudavel ou por recomendacao médica em caso de
doengas cardiovasculares, relatam os autores. Dessa maneira, a extragao

da cafeina é, muitas vezes, desejavel.

A dose maxima recomendada equivale a faixa entre 10 a 15 mg de cafeina
por quilograma de massa corporal, sendo sua variacdo dependente de
fatores como idade, sexo, dieta e caracteristicas genéticas de cada pessoa
(LEITE, 2009).

Por fim, o teor de cafeina em produtos comerciais esta regulamentado na
Portaria n® 277, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo o teor maximo de cafeina permitido
entre 0,1% (g/100g) a 0,3 % (g/100g) em produtos sollveis
descafeinados. 0Os demais produtos comerciais nao apresentam

regulamentagdes correspondentes.

Segundo BRASIL (1998), em compostos liquidos pronto para consumo
(energéticos), é permitida a adicdo de cafeina como ingrediente no limite
maximo de 350 mg/L. E obrigatdrio informar no rétulo do produto o teor de
cafeina, quando presente. O composto liquido pronto para consumo, objeto
deste Regulamento, deve indicar obrigatoriamente, a seguinte adverténcia
em destaque e negrito: "Idosos e portadores de enfermidades: consultar o

médico antes de consumir este produto" (BRASIL, 1998).

2.3 Biossintese

A cafeina é um pseudoalcaldide derivado de bases puricas livres como a
hipoxantina, adenina (aparentemente mais importante), guanina e também
os nucleosideos correspondentes. No reino animal, os derivados da purina
sdao resultantes da hidrdlise de &cidos nucleicos ou via biossintese “de
novo”. Em vegetais superiores, o anel purina é sintetizado a partir do acido
inosinico ou do monofosfato de inusina pela rota biossintética “de novo”,
sendo cada metilacdo associada a coenzima S-AdenosilMetionina (SAM)
(Figura 3) (Simoes et al. 2009).
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Figura 3 - Estrutura quimica da SAM.
Fonte: METABOLISMO (2003)
A biossintese “de novo” da cafeina é iniciada com a molécula de
monofosfato de inosina, a qual sofre uma oxidagao catalisada pela enzima
monofosfato de inosina desidrogenase (IMP-d). Como consequéncia, o
nlcleo purico passa a apresentar mais uma carbonila, levando a obtencdo

do monofosfato de xantosina (Figura 4).

OH OH

—N
[ 0
NHYNH
|
O
Figura 4 - Conversao do monofosfato de inosina em monofosfato de

xaptosina.
Fonte: SIMOES et al. (2009)

Em seguida, o monofosfato de xantosina é convertido em xantosina através
da enzima hidrolase, eliminando o grupo fosfato ligado ao carbono 5 da
ribose (Figura 5; p. 7) (SIMOES et al. 2009).
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Figura 5 — Conversao do monofosfato de xantosina em xantosina.
Fonte: SIMOES et al. (2009)

Uma vez formada a xantosina, os processos de metilagdo associados a
coenzima SAM iniciam. A primeira metilacdo é catalisada pela enzima 7-
metilxantosina sintase, transformando a xantosina em 7-metilxantosina
(Figura 6; p. 8).
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Figura 6 - Conversao da xantosina em 7-metilxantosina.
Fonte: ASHIHARA et al. (2007)

Uma segunda hidrdlise ocorre na biossintese, eliminando a ribose da 7-
metilxantosina, gerando a 7-metilxantina. O referido processo é catalisado

pela enzima hidrolase N-metilnucleosidade (Figura 7; p. 9).
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Figura 7 - Formacgao da 7-metilxantina a partir da 7-metilxantosina.
Fonte: ASHIHARA et al. (2007)

A segunda metilagdo ocorre no nitrogénio 3 da 7-metilxantina, catalisada

pela enzima teobromina sintase, em meio a coenzima SAM. O mecanismo

biossintético é similar a primeira metilacdo, sendo a posicdo da metilacao

no nucleo purico e a eliminagdo de um hidrogénio na forma de ion hidrénio

sdo as Unicas diferengas (Figura 8; p. 10).
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Figura 8 - Conversao da 7-metilxantina em teobromina.
Fonte: ASHIHARA et al. (2007)

Por fim, a cafeina é biossintetizada a partir da molécula de teobromina via
uma nova metilacdo, localizada no nitrogénio 2. Assim como as anteriores,
a molécula responsavel pela transferéncia do grupo metil é a coenzima
SAM, mas o catalisador empregado € a enzima cafeina sintase (Figura 9; p.

11).
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Figura 9 - Formacao da cafeina a partir da teobromina.
Fonte: ASHIHARA et al. (2007)

2.4 Propriedades Fisico-Quimicas

A temperatura e pressdo ambiente, a cafeina é um sélido, cristalino, incolor,
inodoro e de sabor amargo. Suas temperaturas de fusao e de sublimagao
sao 238°C e 178°C, respectivamente (SOARES et al., 2004). Tendo em vista
processos associados a elaboracdo ou a analise de produtos comerciais com
a referida metilxantina, procurou-se descrever algumas propriedades fisico-

guimicas de interesse.

2.4.1 Polaridade

Segundo Leite (2009), apesar da cafeina ser rica em nitrogénios e
oxigénios, eletronegativos, é uma molécula de baixa polaridade

11



(hidrofdbica). Uma hipdtese que procura explicar o efeito é a influéncia da
extensao da cadeia carboOnica que contribui para a diminuicdo da polaridade
da molécula. Tal reducdo também se deve a disposicdo dos atomos
eletronegativos no ciclo de seis vértices e no ciclo de cinco vértices, gerando

dois vetores resultantes que se subtraem parcialmente.

Simodes et al. (2010) afirmam que a cafeina é soluvel em solventes de
polaridade intermedidria a baixa como etanol, cloroférmio, éter etilico e
tetracloreto de carbono. Em condigdes supercritica, o gas carbonico, por ser

apolar, é um excelente solvente extrator.

2.4.2 Absorcao de radiacao ultravioleta

Segundo Solomons e Graig (1996), substancias que possuem insaturacdes
sao capazes de absorver radiacao eletromagnética na regidao do ultravioleta
para realizar excitacdes eletronicas. Quando as insaturagdes sao
conjugadas, o comprimento de onda maximo de absorgdo no ultravioleta

aumenta, podendo alcancar a faixa de radiacao visivel.

A cafeina possui algumas conjugacdes e, portanto, é capaz de absorver
radiagao ultravioleta. De acordo com Instituto Adolfo Lutz (19855), o
comprimento de onda no ultravioleta empregado para analisar a cafeina é

igual a 274 nm.

2.4.3 Basicidade

A cafeina possui nitrogénios com par de elétrons nado ligante,
caracterizando-a como uma base de Lewis. Dessa forma, ao reagir com
substancias capazes de receber elétrons para formar uma nova ligagao
covalente (acidos de Lewis), formam sais ou sais e agua (reacao acido-
base) (SOLOMONS, 1996).

Entre seus nitrogénios, o metilado do anel de cinco vértices se mostra mais
basico por apresentar menor extensao de conjugacdao com o restante da
cadeia. Todos os demais conseguem, por exemplo, conjugar seus elétrons
nao ligantes com as ligagbes n de pelo menos uma carbonila, exceto o

nitrogénio sp? que esta fora do plano.
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2.5 Métodos de extracao

A cafeina geralmente é extraida através da aplicacdo de solventes de baixa
polaridade, imisciveis em agua. Além disso, tratamentos acido-base sao
realizados para converté-la em um cation soliuvel em &gua e para

reestabelecé-la como uma molécula neutra.

Um exemplo pode ser encontrado no trabalho de Kopack (2003), onde a
extracao é realizada com solventes de baixa polaridade como hexano ou
benzeno, em meio a uma solucao basica de hidréxido de amonio. Assim, a
cafeina é mantida em sua forma neutra e, gracas a sua baixa polaridade, é
extraida para a fase organica. E importante ressaltar que o benzeno é
extremamente toxico e, se possivel, ndo deve ser utilizado. Em seguida,
adiciona-se a mistura acido cloridrico para formar o cation de cafeina,
solivel em meio aquoso. Assim, a fase organica € recuperada e o meio
aquoso volta a ser tratado com hidroxido de amonio (molécula neutra). Para
purificar a cafeina, o material recebe mais um volume de hexano (extrator),
o qual é separado da fase aquosa e é recuperado via rotaevaporacdo,

gerando o produto soélido.

Brenelli (2003) descreveu duas metodologias para extrair a cafeina de
bebidas estimulantes com o objetivo de propor uma nova abordagem para
um experimento tdo comum em aulas praticas de graduacdo, sendo
eficientes para produtos sollveis e insolUveis em agua. O primeiro método é
adequado para amostras sollveis em agua e consiste em medir 10 g de
amostra (café ou mate instantaneo) e dissolver em agua quente (extragao
nao seletiva a quente). Apds o resfriamento, adiciona-se uma solugao 10%
de 6xido de manganés e agita-se a mistura em banho-maria. O 6xido de
manganés provoca a precipitacdo de taninos que podem interferir na
extracdo. Posteriormente, a mistura é filtrada sob vacuo. Em seguida,
adiciona-se acido sulfurico ao filtrado até atingir pH igual a 1.
Posteriormente, deve-se concentrar o filtrado evaporando metade do seu
volume. Em seguida, extrai-se a cafeina do concentrado trés vezes com
diclorometano. Vale salientar que como a extracao do cation de cafeina foi
realizada com diclorometano (polaridade baixa), é possivel que parte dos
cations ainda tenham permanecido na fase aquosa. Ao extrato obtido,

adiciona-se hidroxido de potassio e lava-se a fase basica com diclorometano
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(extracdao da molécula neutra). Apds a recuperacao da fase organica, a

cafeina sera visualizada em sua forma solida dentro do baldo seco.

O segundo método de Brenelli (2003) aplica-se a amostras sollveis e
insollveis em agua. Uma massa de 10 g de amostra é pesada em um
cartucho para Soxhlet. Utiliza-se etanol como solvente (extrator para
compostos de polaridade intermediaria e alta polaridade). Apés montar o
sistema adequadamente, o refluxo deve ocorrer por duas horas seguidas.
ApOds esse periodo, deve-se aguardar o esfriamento do extrato. Em seguida,
adiciona-se uma solucdo 10% de 6xido de manganés. O etanol deve ser
evaporado. O restante do procedimento ¢é idéntico ao descrito

anteriormente.

O uso de fluidos supercriticos para extrair substancias de interesse em
produtos naturais apresenta vantagens em relagao a solventes comuns,
pois elimina etapas de purificagdo, facilitando o processo. Uma das
aplicagdes industriais mais importantes desta tecnologia é a extracao da
cafeina dos graos de café com CO, supercritico como descrevem Saldana et
al. (1997). Os autores realizaram um trabalho objetivando medir o teor de
cafeina em marcas comuns de café brasileiro. Para isso, realizaram uma

extracao utilizando fluido supercritico.

A extracdo da cafeina ocorreu em um Sistema de Extracdo Supercritica
(SES). Graos de café com 20% de umidade foram colocados no extrator e o
solvente supercritico foi introduzido até se atingir a temperatura e pressao
desejada. A cafeina apresentou uma solubilidade satisfatéria em CO,

supercritico a 313K e 15 MPa.

Saldana et al. (1997) relatam que, em baixas pressdes, a medida que a
temperatura aumenta a solubilidade diminui. Esse fen6meno é chamado de
comportamento retrégado, comum em extragdes por fluido supercritico. A
explicacdo para tal comportamento esta no aumento da pressdo de vapor e
a diminuicao da densidade do fluido com a temperatura, resultando na
reducao da solubilidade. Nessa situagao, o efeito da densidade supera o da
pressao de vapor. Em pressdes superiores a 19 MPa, a solubilidade
aumenta com a temperatura. Nesse caso, o efeito do aumento da pressao
de vapor é maior que o da diminuicdo da densidade do fluido. Os autores

Saldafia et al. (1997) também observaram um aumento da solubilidade da
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cafeina quando os graos de café estdo grosseiramente triturados. Como o
grao triturado possui uma area de contato com o solvente maior que o grao
inteiro, a passagem da cafeina presente no café para o fluido supercritico se

torna mais facil, tornando o processo de extracdo mais eficiente.

O processo de extracdo da cafeina com CO, supercritico apresenta a
vantagem de usar solventes baratos, ndao téxicos e ndo inflamaveis afirmam
Gomes et al. (2010). Além disso, o processo é mais simples pois a etapa de
recuperagao do solvente nao existe.O fluxograma do processo de

descafeinacao do café utilizando fluido supercritico estd na Figura 10.

Graos umidos sao
colocados no extrator

!

O CO, supercritico flui para o vaso de
pressdao que contém agua

|

0 CO, supercritico € bombeadoparao
extrator e entra em contatocom os graos
de café

0 CO; contendo agua e cafeina retorna
para vaso de pressao. A cafeina passa do
CO, paraa agua.

O processo se repete até que concentragao
de cafeina abaixe para 0,08% em peso.

|

A agua contendo cafeina é destiladae
reaproveitadano processo.

Figura 10 - Processo de descafeinacao do café com CO, supercritico.
Fonte: adaptado de Gomes et al. (2010)

Durante o processo, Gomes et al. (2010) explicam que é importante que os

graos de café estejam Umidos (40-50%) para que as células inchem e se
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abram, expondo a cafeina. O CO, atinge o estado supercritico a

temperatura de 70°C e a pressdo de 160 atm.

Gomes et al. (2010) afirmam que a cafeina também pode ser extraida por

degradacao enzimatica ou microbiolégica, ainda em fase de estudo.

2.6 Aplicacoes

A cafeina € uma substancia de grande interesse nas areas de salde e de
alimentos, sendo muito estudada. A seguir, tem-se a descricao de alguns

trabalhos de pesquisa voltados as tais interesses.

2.6.1 Aplicacao em competicoes esportivas

As competicOes esportivas de alto nivel exigem um desempenho cada vez
melhor dos atletas. Para Altimari et al. (2006), a ocorréncia de fadiga é
um fator prejudicial ao desempenho. Dessa maneira, a busca por
substancias ergogénicas, capazes de retardar a fadiga e aumentar a
contracdo dos musculos esqueléticos e cardiacos vem aumentando. Os
autores afirmam que a cafeina € uma substancia ergogénica utilizada nos
casos de exercicios de alta intensidade e curta duracao (anaerdbios).
Informam, ainda, que a cafeina foi retirada da lista de substancias proibidas
pela World Anti doping Agency (WADA, 2004). Entretanto, criou-se um

programa de monitoramento que avalia o consumo de cafeina pelos atletas.

Altimari et al. (2006) fizeram um levantamento bibliografico sobre o efeito
da cafeina na performance de exercicios anaerdbios. O trabalho apresenta
duas teorias sobre o efeito ergogénico da cafeina. A primeira afirma que a
cafeina age sobre o sistema nervoso central, interferindo na percepcao do
esforco e/ou na transmissao dos estimulos neurais para a juncgao
neuromuscular. Na segunda teoria, a cafeina age diretamente sobre o
musculo a partir de mecanismos como alteracdo de ions, inibicdo de
enzimas e modificagdes metabdlicas que influenciam a contragdao muscular.

Normalmente, a segunda teoria é mais aceita.

Apds a revisao de varios estudos, Altimari et al. (2006) concluiram que a
ingestdao de cafeina melhora significativamente a performance de exercicios
de duragdo menor que 5 minutos. Entretanto, os resultados sao

controversos para atividades com um tempo de duragao maior. Portanto,
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mais estudos devem ser feitos para avaliar o real efeito da cafeina e

desvendar o real mecanismo de agao.

2.6.2 Controle da dengue

Alguns estudos sugerem que a cafeina inibe o desenvolvimento das larvas
do mosquito Aedes aegypti, transmissor da dengue, uma doenca muito
séria no Brasil. Laranja et al. (2006) conduziram um trabalho objetivando
verificar se os mosquitos desenvolveriam resisténcia a acdao da cafeina. O
estudo avaliou a quantidade de mosquitos adultos e a taxa de oviposicao
em meios contendo solugdes aquosas de cafeina 200 e 500 pg/mL. Os
resultados mostraram que a quantidade de adultos e a taxa de oviposigao
decresceram nas duas concentragdoes e que 0s mosquitos nao apresentaram
resisténcia. Somente os dados referentes a concentracdo de 200 pg/mL
foram estatisticamente significativos. Dessa maneira, mais estudos sao

necessarios para avaliar qual papel da cafeina no controle do Aedes aegypti.

2.6.3 Efeito da cafeina na cognicao

Galduroz et al. (1996) relatam que a medicina popular atribui ao guarana,
Pauiinia cupana, propriedades terapéuticas como alivio para dores
articulares, cdlicas menstruais e ma digestdo, além do efeito estimulante.
Entretanto, nenhum desses efeitos tem comprovacdo cientifica. Dessa
maneira, o guarana atrai pesquisadores que objetivam estudar os efeitos do

SEu consumo.

Galduroz et al. (1996) investigaram o efeito a longo prazo do consumo de
guarana na cognicao e nivel de ansiedade de voluntarios idosos. Idosos com
mais de 60 anos, aparentemente saudaveis, que ndo tomam medicacao e
com escolaridade superior a 62 série foram submetidos a pesquisa durante
150 dias e divididos em trés grupos: grupo placebo, grupo de consumo da
cafeina em capsulas (na mesma concentracdo da cafeina presente no
guarand) e grupo de consumo do guarana. Os resultados mostraram que no
teste de digitacdo de simbolos (0s pacientes recebiam uma sequéncia de
simbolos, que estavam associados a numeros, e deveriam digitar os
numeros correspondentes o mais rapido possivel) houve uma melhora em
todos os grupos, ndao havendo diferenca estatistica entre eles. No teste do

mosaico, em que os pacientes deveriam montar figuras a partir de algumas
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pecas, o0 terceiro grupo conseguiu resultados melhores que os outros dois
primeiros. Em relacdo a ansiedade, ndo houve mudancas relevantes em

nenhum dos grupos.

Portanto, ndao foi possivel afirmar que o guarana tenha algum efeito na
cognicdo. Entretanto, €& preciso considerar falhas no método de
investigacao, o pequeno intervalo de tempo da pesquisa e efeito causados
por outras substancias presentes no guarana. Assim, mais pesquisas devem

ser feitas para se comprovar ou ndo as propriedades do guarana.
2.7 Métodos instrumentais de quantificacao

2.7.1 Cromatografia Gasosa

Segundo Skoog et al. (2006), a cromatografia gasosa (CG) é uma das
técnicas mais utilizadas em analises quantitativas e qualitativas. De Maria et
al. (2007) relatam que a cromatografia gasosa passou a ser usada para se
analisar a cafeina a partir da década de 1970. A técnica permitiu obter
resultados reprodutiveis, diminuiu o tempo de analise e a quantidade de
amostra. Dessa forma, observa-se que cromatografia gasosa é uma técnica
muito (til e adequada para a andlise da cafeina. Atualmente, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas também é
utilizada. De Maria et al. (2007) afirmam que a sensibilidade e a
especifidade sdao excelentes para a cafeina. A técnica permite detectar a

substéncia na ordem de ng L.

Lapachinske et al. (2004) quantificaram cafeina via cromatografia gasosa
em amostras adulteradas de ecstasy (metilenodioximetanfetamina), uma
droga ilegal alucindbgena e ativadora no sistema nervoso central.
Atualmente, o consumo ilegal dessa substancia estd crescendo e,
consequentemente, o numero de casos de intoxicagdo por ingestdo da
droga, de similares e de adulterantes. Segundo os autores, a identificacao
de adulterantes do ecstasy é necessaria porque tais substancias podem
causar maior dependéncia do que o proprio principio ativo da droga, o
MetilenoDioxiMetAnfetamina (MDMA) e seus analogos. Além disso, drogas
adulteradas contém uma concentracdo menor de MDMA e analogos levando
0 usuario a consumir uma maior quantidade de comprimidos para obter o

efeito desejado. Lapachinske et al. (2004) alegam que a cafeina e a
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efedrina sdo os adulterantes mais encontrados. Dessa maneira, &

importante quantificar a cafeina nesse tipo de amostra.

Lapachinske et al. (2004) realizaram a extracao da cafeina por meio da
trituracdo e homogeneizacao de cada comprimido e, no caso das capsulas,
na utilizacdo do material contido nos invélucros gelatinosos. Uma fracao de
5 mg foi dissolvida em 5 mL de metanol. A andlise foi realizada em um
cromatdgrafo equipado com detector de nitrogénio/fésforo. As analises
foram feitas nas as seguintes condigdes: coluna capilar de silica fundida 5%
fenilmetilsilicone, temperatura do injetor igual a 270°C. A programacao da
temperatura no forno seguiu a seguinte ordem: 148°C (1 min), 10°C/min
até 200°C, 20°C/min até 270°C (8 min). As anadlises demonstraram que o
tempo de retencdo absoluto da cafeina foi igual a 9,68 min e o relativo a
difenilamina (padrao interno) foi igual a 1,25 min. Ja o tempo de retencao
absoluto do MDMA foi de 6,85 min e o relativo foi de 0,885 min.

O trabalho de Lapachinske et al. (2004) nao fornece a concentracdao de
cafeina nas amostras. Porém, disponibiliza informacdes importantes para os
profissionais da area de toxicologia e contribui, ao desenvolver um método
simples e rapido, para a elucidacdo dos constituintes e adulterantes da

droga.

Lima e Frota (2007) utilizaram cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para validar um método de identificacdo de
cafeina em urina de cavalos de corrida. Como citado anteriormente, a
cafeina é proibida nas atividades turfisticas. O preparo das amostras
consistiu em fortificar amostras de urina coletada de um poo/ de cavalos de
referéncia com solucdo de cafeina e adicionar uma solucdo metandlica de
diazepam como padrao interno. Foram produzidas 174 amostras para a
extracao em fase solida. A partir das diluicdes das amostras e de um branco
de urina, iniciou-se a extragdao em fase soélida. Os cartuchos de extragdo em
fase solida foram condicionados com metanol e agua ultra-pura. As
amostras foram tratadas com sulfato de amonio,para a precipitacao de
proteinas, tiveram seu pH ajustado pra 9,4-9,8 e foram centrifugadas.
Transferiu-se uma fragdao do sobrenadante das amostras para os cartuchos.
Os cartuchos foram lavados com agua ultra-pura e secos por 3 min. O

processo se repetiu utilizando-se hexano ao invés da agua. Os cartuchos
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secos foram eluidos com cloroférmio. Os eluatos foram recolhidos e
transferidos para capsulas de evaporacdo a temperatura ambiente. Os
residuos da evaporacao foram retomados com diclorometano e transferidos
para frascos de injecdao, quando foram novamente evaporados a
temperatura ambiente. Em seguida, os residuos foram ressuspendidos com
acetato de etila, finalizando a extragao.Lima e Frota (2007) afirma que,
ap0s o preparo das amostras, os extratos foram analisados em um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrOmetro de massas. A fase
estacionaria era composta de 35% fenilmetilpolisiloxano, a temperatura da
de

inicial

interface foi 295°, A programacao da temperatura consistiu em:
do da 60°C, 22°C/min até
200°C,10°C/min até 270°C, 30°C/min até 305°C (6 min). A deteccao

estava no modo de ionizagdo por elétrons (IE), 70 eV, em faixa de

temperatura forno coluna:

varredura de 40 a 550 unidades de massa atomica.

O espectro de massas da cafeina identificada na solugdo-padrao e nas

amostras esta demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 - Espectro de massas da cafeina.
Fonte: Lopes et al. (2009)
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A avaliacdo das amostras quanto a presenca de cafeina teve como base a

caracterizacao dos picos de massa mais abundantes, provenientes da
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cafeina: m/z 194 e m/z 109. O perfil das fragmentagdes esta ilustrado nas
Figuras 12, 13 (p. 22) e 14 (p. 23).

O ion com o maior sinal no espectro de massas é o 194 m/z (ion-
molecular). A intensidade do sinal referente ao ion-molecular é alta devido a
sua grande estabilidade, pois apresenta quatro nitrogénios e dois oxigénios
com elétrons ndo ligantes capazes de se converter no ion-molecular (n-
C=0%") detectavel (Figura 12).

0
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Figura 12 - fon-molecular (m/z 194).
Fonte: LOPES et al. (2009)

A formacdo do ion m/z 109 a partir do ion-molecular ocorre em duas
etapas: a) eliminacdo de uma molécula éster metilisocianico (CHs-N=C=0)
e b) eliminacdo de uma molécula de monoéxido de carbono (CO). A primeira
fragmentacao é fornecida pelos sistemas conjugados :N-C=:0: e :N-C=C.
A segunda fragmentacdo é favorecida pela saida de uma molécula neutra

estavel em condicOes de alta energia (Figura 13; p. 22).

O ion m/z 55 é formado a partir do ion m/z 109 também em duas etapas:
a) perda de uma molécula de metanonitrila (HC=N) e b) perda de uma
segunda molécula de metanonitrila. A primeira eliminacdo é favorecida pela
presenca do sistema conjugado -N*=C-C=N- e do sistema ndo-conjugado
C=C=N:-CH;3;, onde dois hidrogénios metilicos sdo eliminados para a
formacao da extremidade insaturada que dard origem a metanonitrila
(Figura 14; p. 23).
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Figura 13 - Formacgao do ion m/z 109 a partir do ion molecular.

Fonte: LOPES et al. (2009)
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Figura 14 - Formacgao do ion m/z 55 a partir do ion m/z 109.
Fonte: LOPES et al. (2009)
E importante ressaltar que somente os sinais de maior intensidade foram
discutidos, por serem mais estaveis e servirem para caracterizar a cafeina.
Os outros sinais se referem a outros fragmentos da cafeina ou de outras

moléculas que ndo sao de interesse para o desenvolvimento deste trabalho.
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Lima e Frota et al. (2007) concluiram que o método proposto foi valido para
andlises qualitativas, o que é util para atividades turfisticas, ja que,

normalmente, a tolerancia para substancias proibidas é zero.

2.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Skoog et al. (2006) afirmam que as aplicacdes da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) se estendem pela quimica forense, bioquimica,
toxicologia, quimica dos alimentos, estudos farmacoldgicos, etc. De Maria et
al. (2007) afirmam que a CLAE é utilizada para analisar a cafeina e seus
metabdlitos em fluidos bioldgicos e garante resultados seguros. Dessa
forma, é relevante destacar a técnica para a analise da cafeina. Segundo
Camargo et al. (1998), a cromatografia liquida de alta eficiéncia vem sendo
muito utilizada para analise de cafeina em alimentos. Esse fato é justificado
porque a técnica oferece as vantagens de ser sensivel, especifica, rapida e

nao exigir um preparo de amostra complicado.

Tfouni et al. (2007) quantificaram cafeina em diferentes marcas de guarana
em poé disponiveis comercialmente, segundo a metodologia de Camargo e
Toledo (1998). Segundo Tfouni et al. (2007) , a cafeina é encontrada em
mais de 63 espécies vegetais. O guaranazeiro é a planta que possui
maiores concentragdes de cafeina, especialmente, nas suas sementes. As
sementes do guarana (Paullinia cupana H.B.K. Typica e Paullinia cupana
variedade sorbilis (Mart.) Ducke), apds serem secas e moidas, dao origem
ao guarana em po, o qual é produzido em escala comercial somente no
Brasil. O preparo de amostra foi iniciado medindo-se 10 g de guarana em
p6. Em seguida, adicionou-se agua destilada em ebulicado ao péd.
Posteriormente, filtrou-se a mistura. Apds a solucdo atingir a temperatura
ambiente, adicionou-se uma solucao saturada de acetato de chumbo basico
ao filtrado. Segundo Tfouni et al. (2007), a adicao do acetato de chumbo
durante a extracdo gera uma solugdo totalmente limpida, livre de
interferentes. Posteriormente, centrifugou-se a solugao. Ao sobrenadante,
adicionou-se bicarbonato de sddio. Centrifugou-se novamente. Ao
sobrenadante foi adicionado acido cloridrico, até atingir um pH
aproximadamente igual a 4. Essa solugao foi entdo completada com agua
destilada para 100 ml num baldo volumétrico e injetada no cromatdgrafo. A

andlise foi realizada de acordo com as seguintes condicdes gerais:
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cromatdgrafo Waters, constituido por uma bomba quaternaria modelo 600,
injetor automatico modelo 717, acoplado a um detector de arranjo de
diodos modelo 996. Empregou-se uma coluna cromatografica C18, fase

movel composta por acetonitrila:agua (10:90) e fluxo igual a 1,0 mL/min.

A identificacdo da cafeina foi efetuada por comparacao dos tempos de
retengcao dos picos de interesse e por comparagao com o espectro da
cafeina padrdao, nas mesmas condicdes de analise. Os cromatogramas da
cafeina padrdo e de uma amostra analisada estdo na Figura 15 a e b,

respectivamente.
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Figura 15 - a) Cromatograma do padrao de cafeina
b)Cromatograma de uma amostra de guarana em pé.
Fonte: TFOUNI et al. (2007)

Pode-se observar no cromatograma da amostra que o pico correspondente

a cafeina estd bem definido e sem a presenca de compostos interferentes.

Os autores concluiram que a técnica foi eficiente para separar e identificar a
cafeina, eliminando a influéncia de interferentes. A concentracdao de cafeina

nas amostras variou de 14,18 a 28,79 mg/qg.

Por sua vez, Alves et al. (2006) buscaram desenvolver uma metodologia
analitica simples e rapida para dosar simultaneamente o acido nicotinico,
trigonelina, acido clorogénico (5-ACQ) e cafeina em cafés arabica e conilon,
torrados em diferentes condicGes. Essas substancias sao quantificadas para

distinguir as espécies de café, o grau de torra e a qualidade do produto.

O preparo das amostras foi feito pela extracdo com acetonitrila/agua (5:95

em volume), a 80 °C, durante 10 minutos. A mistura foi filtrada em papel
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qualitativo. Uma fracdao do filtrado foi transferida para um baldao e
completado com a solugdao extratora. O extrato obtido foi filtrado em
Membrana Millipore e injetado no cromatdgrafo. O equipamento utilizado foi
um cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, constituido por duas
bombas LC10AD. O instrumento foi acoplado a um detector
espectrofotométrico UV/visivel. As andlises empregaram uma coluna ODS 1
acoplada a uma pré-coluna C18 (5um). A fase movel foi formada por uma
mistura de acido acético/H,0 (5:95 em volume) denominada A e acetonitila
denominada B. A eluicao gradiente ocorreu de B para A. Os tempos de
eluicdao e os comprimentos de onda programados foram os seguintes: 0 a
15 min (272 nm), 15 a 23 min (320 nm) e de 23 min até o final (272 nm).A
Figura 16 evidencia os cromatogramas de trés amostras distintas (ALVES et
al. 2006).

A partir da figura pode-se constatar que a resolugdao dos cromatogramas
sdo satisfatorias nas trés situagdes. Nao houve uma diferencga significativa
entre os tempos da analise e foi possivel separar o0s quatro compostos

propostos pelos autores.

Dentre as substancias analisadas, o acido nicotinico € o menos presente.
Alves et al. (2006) afirmam que esse comportamento é esperado,
principalmente em cafés de torra severa (torra escura), pois o acido
nicotinico degrada nessa condicao. E por isso que o sinal referente ao acido

nao aparece na Figura 16 B e C.

Tanto a trigonelina e o 5-AQC foram detectados nas trés situacdes, porém
Alves et al. (2006) afirmam que a concentracao dessas substancia também
varia de acordo com a espécie e grau de torra. O maior teor de 5- AQC foi

na amostra de café arabica de torra clara.

Alves et al. (2006) afirmam que a cafeina é resistente a torra e por isso
esta presente em todas as amostras analisadas. Alves et al. (2006) também

relatam que é normal que o teor de cafeina seja maior em cafés conilon.

Alves et al. (2006) concluiram que o método utilizado foi eficiente e rapido
para separar acido nicotinico, trigonelina, acido clorogénico (5-ACQ) e

cafeina.
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Figura 16- Cromatogramas dos extratos de amostra de café arabica
com torra clara (A) torra escura (B) conilon com torra escura (C).
Picos: acido nicotinico (1), trigonelina (2), 5-ACQ (3) e cafeina (4).
Fonte: ALVES et al. (2006)

Camargo et al. (1998) mediram o teor de cafeina em varias marcas
nacionais de café em pd e em bebidas instantédneas seguindo o método de
Madison, Kozarek e Damo. Os autores acreditam que o trabalho é
importante porque o Brasil apresenta um alto consumo de café e porque o

café é uma importante fonte de cafeina.

O preparo das amostras baseou-se no método de Madison, Kozarek e Damo
e foi iniciado medindo 20g de pd de café. Adicionaram-se 250 mL de agua
destilada em ebulicdo ao pdé de café. Filtrou-se a mistura. Apds a solucao

atingir a temperatura ambiente, adicionaram-se 6 mL de uma solugao
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saturada de acetato de chumbo basico a 20 mL do filtrado. A adicdo de
acetato de chumbo foi uma adaptacdo de Camargo et al. (1998) ao método
proposto para que a solugao se tornasse mais limpida antes de ser inserida
no cromatégrafo. Centrifugou-se a solucdo. Separou-se o sobrenadante e
adicionou-se bicarbonato de sodio. Centrifugou-se novamente. Ao
sobrenadante foi adicionado HCI 1,0 mol/L, de modo a se obter um pH acido
(ao redor de 4). Completou-se a solucao com agua destilada para 100 mL.
Injetou-se a mistura no cromatdégrafo. Para as bebidas instanténeas, 0,2 g
de café soluvel foram dissolvidos em 30 mL de agua bidestilada aquecida
Apds a solucdo atingir a temperatura ambiente, adicionaram 8 mL de uma
solugdo saturada de acetato de chumbo basico. A mistura foi centrifugada.
Em seguida, adicionaram bicarbonato de sdédio ao sobrenadante, que foi
centrifugado novamente nas mesmas condigdes. Por fim, o sobrenadante foi
acidificado com uma solugao de HCIl. Completou-se o volume com &gua
destilada para 50 mL e injetou-se a solucao no cromatografo (CAMARGO et
al., 1998).

A andlise de cafeina foi feita em um cromatdgrafo Waters com bomba
isocratica, injetor Rheodyne e detector de ultravioleta (254 nm). Para a
separacao da cafeina foi utilizada uma coluna de fase reversa C18. Utilizou-
se uma fase movel isocratica constituida de metanol:dgua (25:75 em
volume), com fluxo constante de 1,0 mL/min (Camargo et al., 1998). A
Figura 17 (p. 29) disponibiliza o cromatograma de uma das amostras de
café, evidenciando a especificidade da técnica quanto a caracterizacdo da

cafeina.

Os valores de concentracao das amostras, determinada por Camargo et al.
(1998) variaram de 0,43 a 0,85 mg/mL para as amostras de café em pod. E
de 0,61 a 0,82 mg/mL para as amostras de café instantédneo. A Tabela 1
mostra os valores de cafeina encontrados pelos autores em diferentes

marcas de café.
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Fonte: CAMARGO et al. (1998)

Tabela 1- Teores médios de cafeina em diferentes marcas de café

em po.
Café (marca) Cafeina
mg/g mg/ml mg/xicara (60 ml)
A 534+0,53 0,43 + 0,04 25,80+ 2,51
B 6,36 + 0,49 0,51 0,04 30,60 + 2,34
C 6,55+ 0,89 0,52 +0,07 31,20+ 4,33
D 6,62 +0,33 0,53 +0,03 31,80+ 1,61
E 6,70 + 1,31 0,54 +£0,10 32,40 £6,20
F 7,07 £ 1,24 0,57 +0,10 34,20 £ 5,99
G 7,35+0,21 0,59+0,02 35,40 £ 1,02
H 7,82+0,74 0,63 +0,01 37,80 £ 3,56
1 7,93+0,57 0,64 0,05 38,40 £ 2,85
J 8,10+0,51 0,65 + 0,04 39,00+ 2,22
K 8,30+0,82 0,66 + 0,07 39,60 + 3,91
L 8,71+0,62 0,69 + 0,05 41,40 £ 3,17
M 891+1,12 0,71 £0,09 42,60 £ 5,40
N 10,51 +0,59 0,84 £ 0,05 50,40 £ 2,82
X=759+131| X=0,61%0,10 X=3647+6,19

Fonte: Camargo et al. (1998)

Camargo et al. (1998) observaram uma grande variabilidade no teor de

cafeina nos cafés analisados. Assim, conclui-se que a quantidade de cafeina
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na bebida depende da quantidade de pé utilizada, do tipo de café e forma

de preparo do mesmos.

Cardozo et al. (2010) objetivaram avaliar as metilxantinas, entre elas a
cafeina, e compostos fendlicos em folhas de mate. Além disso, o trabalho
estimou os componentes de variancia e herdabilidade entre as diferentes
amostras. Os autores coletaram amostras nas seguintes cidades: Ivai (PR),
Barao de Cotegipe (RS), Quedas do Iguacu (RS), Pinhao (PR) e Cascavel
(PR).

Cardozo et al. (2010) extrairam a cafeina das folhas de mate por
maceracao em 50 mL de uma solucao metanol-agua (70:30 em volume).
Em seguida, o extrato foi filtrado e injetado em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Shimadzu acoplado a um detector de ultravioleta (265 nm).
Para tanto, utilizaram uma coluna Supelcosil LC-18 mantida a 30°C. As
fases moveis utilizadas foram solucao aquosa de acido acético (0,3% v/v) e
metanol, com fluxo constante de 1 mL/min, segundo a seguinte
programacao: 15% a 20% de metanol por 20 min (gradiente linear), 20% a

85% de metanol por 5 min (gradiente linear) e 85% de metanol por 5 min.

Os teores de cafeina variaram de 0,248% a 1,663% de acordo com a
procedéncia da amostra. O resultado sugere que o teor de cafeina em folhas

de mate varia de acordo com espécie vegetal.

Alves e Bragagnolo (2002) utilizaram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificar simultaneamente a teobromina, teofilina e a
cafeina em amostras de cha. A escolha da matriz foi motivada pelo fato do
cha ser uma das bebidas mais consumidas no mundo e as referidas

substancias serem frequentemente encontradas nas folhas.

A quantificacdo pelo método cromatografico foi comparada com o método

espectrofotométrico de Schormiller (1970).

No preparo da amostra para o método espectrofotométrico, Alves e
Bragagnolo (2002) trataram 2,0 g de folhas de cha com 6xido de magnésio
e agua destilada fervente. A mistura resfriada foi filtrada e transferida para
um funil de separacao preenchido com uma solucdo aquosa de Aacido
sulfarico (10% v/v). Realizaram-se 5 extragdes com cloroférmio A fase
cloroférmica foi filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL,

o qual teve seu volume completado com cloroférmio. A solugdo foi entdo
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diluida (2 mL para um baldo volumétrico de 50 mL) e as absorbancias foram

lidas nos seguintes comprimentos de onda: 273 e 320 nm.

Alves e Bragagnolo (2002) prepararam as amostras para o método
cromatografico baseados na ISO 10095 (1992). Para tanto, os autores
mediram 3,0 g de amostra e 6,0 g de 6xido de magnésio e adicionaram
agua destilada. Manteve-se a mistura fervendo por 15 minutos. O conjunto
foi resfriado e a agua destilada completada. Em seguida, centrifugaram e
filtraram o sobrenadante em uma membrana de 0,45 pm. Por fim, a
amostra foi injetada no cromatégrafo. Utilizou-se um cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia Pharmacia LKB 2248 com detector UV/Vis (273 nm). As
condicbes cromatograficas estdao listadas a seguir: coluna ODS-3 e uma
coluna de guarda. A fase movel foi composta pela mistura de uma solucao
aquosa de acido acético 1% (v/v) e acetonitrila (95:5 em volume) e fluxo

constante de 1 mL/min.

A caracterizacdo das substancias foi realizada através da comparacao do
tempo de retencao dos picos dos padroes com os picos das amostras. A

guantificacao foi realizada via padronizacao externa.

Os cromatogramas dos padrdes e de uma amostra de cha estdo ilustrados

nas Figura 18 e 19 (p. 32), respectivamente.
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Figura 18 - Cromatograma dos padroes de teobromina (8,27 min),
teofilina (13,79 min) e cafeina (29,96 min).

Fonte: ALVES e BRAGAGNOLO (2002)
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Figura 19 - Cromatograma de uma amostra de folhas de cha. Picos
caracterizados: teobromina (8,13 min), teofilina (14,99 min) e
cafeina (28,92 min).

Fonte: ALVES e BRAGAGNOLO (2002)

A Tabela 2 mostra a comparacdo entre os resultados obtidos pelo método

espectrofotométrico e cromatografico.

Tabela 2 - Comparacao dos resultados de cafeina (g/100g) em chas
por CLAE e Espectrofotometria.

AMOSTRA CLAE (MG/100G) ESPECTROFOTOMETRICO
(MG/100G)

Cha de camomila 1 | ND ND

Cha de camomila 2 | ND ND

Cha de camomila 3 | ND ND

Cha de Hortels 1 ND 0,007

Cha de Horteld 2 ND 0,006

Cha Preto 1 2,405 2,340

Cha Preto 2 2,612 2,655

Ché Preto 3 2,450 2,145

Cha de Boldo ND 0,013
Floral ND 0,004

Fonte: adaptado de ALVES e BRAGAGNOLO (2002)

A partir dos resultados, nota-se que a cafeina so6 foi detectada por CLAE em

amostras de chda preto. Por outro lado, o método espectrofotométrico
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detectou cafeina em varias outras amostras de cha. Isso mostra que o
método espectrofotométrico ndo é especifico para cafeina, detectando

outras metilxantinas. (Alves e Bragagnolo 2002).

A cafeina sé foi encontrada em amostras de cha preto com valores entre
2,41 a 2,61 g/100 g. A teofilina nao foi encontrada em quantidades
significativas em nenhuma das amostras. A teobromina, por sua vez, foi
detectada em todas as amostras, mas quantidades significativas estavam
presentes somente em amostras de cha preto. As concentragdes de cafeina
encontradas nas amostras de cha preto pelo método espectrofotométrico e

cromatografico ndo apresentaram diferencga significativa.

O método cromatografico escolhido mostrou-se eficiente e adequado para a
determinacao simultanea de teobromina, teofilina e cafeina em amostras de
folhas de cha. Além disso, as anadlises realizadas foram consideradas

simples, exatas e precisas.
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3. CONCLUSAO

A elaboragao do presente trabalho permitiu agregar novos conhecimentos
sobre as propriedades, a biossintese, as anadlises e a importancia comercial
da cafeina. Além disso, tendo em vista o estudo do processo de
descafeinacao via extracdo com fluido supercritico, péde-se agregar o
conhecimento tecnolégico com o conhecimento analitico, enfatizado

principalmente nas determinacdes quantitativas de cafeina por CLAE e CG.
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5. ANEXOS

Anexo 1- Resolucao RDC n° 277, de 22 de setembro
de 2005

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da
atribuicao que Ihe confere o art. 11 inciso IV do Regulamento da ANVISA
aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 de abril de 1999, c/c do Art. 111,
inciso I, alinea "b" § 1° do Regimento Interno aprovado pela Portaria n©.
593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de
2000, em reunido realizada em 29, de agosto de 2005, considerando a
necessidade de constante aperfeicoamento das acdes de controle sanitario
na area de alimentos, visando a protecao a saude da populagdo;
considerando a necessidade de atualizacdo da legislacdo sanitaria de
alimentos, com base no enfoque da avaliagao de risco e da prevencgao do
dano a salde da populagao; considerando que os regulamentos técnicos da
ANVISA de padrdes de identidade e qualidade de alimentos devem priorizar
0s parametros sanitarios; considerando que o foco da acdo de vigilancia
sanitaria é a inspecao do processo de producdao visando a qualidade do
produto final; adota a seguinte Resolugdao de Diretoria Colegiada e eu,
Diretor-Presidente, determino a sua publicagao:

Art. 10 Aprovar o "REGULAMENTO TECNICO PARA CAFE, CEVADA, CHA,
ERVA-MATE E PRODUTOS SOLUVEIS", constante do Anexo desta Resolugao.
Art. 20 As empresas tém o prazo de 01 (um) ano a contar da data da
publicacdo deste Regulamento para adequarem seus produtos.

Art. 3° O descumprimento aos termos desta Resolugao constitui infracao
sanitaria sujeitando os infratores as penalidades previstas na Lei n°. 6.437,
de 20 de agosto de 1977 e demais disposicoes aplicaveis.

Art. 4° Revogam-se as disposicdes em contrario, em especial, a Resolucdo
CNNPA n°. 12/78, item referente a Café Cru; Resolugdao CTA n°. 1/78;
Portaria SVS/MS n©, 519/98; Portaria SVS/MS n©°, 130/99; Portaria SVS/MS
no. 377/99; Resolugao ANVISA/MS RDC n°. 302/02; e Resolugao
ANVISA/MS RDC n°. 303/02.

Art. 59 Esta Resolugao entra em vigor na data de sua publicacao.

DIRCEU RAPOSO DE MELLOANEXO
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REGULAMENTO TECNICO PARA CAFE, CEVADA, CHA, ERVA-MATE E
PRODUTOS SOLUVEIS

1. ALCANCE

Fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade a que devem
obedecer Café Torrado, Cevada Torrada, Cha, Erva-Mate e Produtos
Soluveis. Excluem-se deste Regulamento os produtos obtidos de espécies
vegetais com finalidade medicamentosa e ou terapéutica.

2. DEFINICAO

2.1. Café Torrado: é o endosperma (grdo) beneficiado do fruto maduro de
espécies do género Coffea, como Coffea arabica L., Coffea liberica Hiern,
Coffea canephora Pierre (Coffea robusta Linden), submetido a tratamento
térmico até atingir o ponto de torra escolhido. O produto pode apresentar
resquicios do endosperma (pelicula invaginada intrinseca). Pode ser
adicionado de aroma.

2.2. Cha: é o produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s)
vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem
fermentacdo, tostada(s) ou ndo, constantes de Regulamento Técnico de
Espécies Vegetais para o Preparo de Chas. O produto pode ser adicionado
de aroma e ou especiaria para conferir aroma e ou sabor.

2.3. Erva-Mate: é o produto constituido exclusivamente pelas folhas e
ramos de Ilex paraguariensis St. Hil., obtido por processo de secagem e
fragmentacao destinado ao preparo de "chimarrao" ou "tereré" podendo ser
adicionado de agucar.

2.4. Composto de Erva-Mate: é o produto, destinado ao preparo de
"chimarrdo" ou "tereré", constituido de erva-mate, adicionado de
especiaria(s) e ou outra(s) espécie(s) vegetal(is) constante(s) de
Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas,
podendo conter aroma e ou acucar.

2.5. Cevada Torrada: € o grao beneficiado da espécie Hordeum vulgaris L.,
dessecado e submetido a torrefacdo. Pode ser adicionado de aroma, exceto
aroma de café.

2.6. Produtos Sollveis: sdao aqueles resultantes da desidratacdo do extrato
aquoso de espécie(s) vegetal(is) prevista(s) neste Regulamento e em
Regulamento Técnico especifico, obtidos por métodos fisicos, utilizando

agua como Unico agente extrator. Podem ser adicionados de aroma.
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2.7. Esgotamento: é o processo tecnoldgico utilizado para a retirada parcial
ou total da(s) substancia(s) sapida(s) ou aromatica(s) de uma espécie
vegetal.

3. DESIGNACAO

3.1. Café Torrado: o produto deve ser designado de "Café Torrado em
Grao". Quando submetido ao processo de moagem deve ser designado de
"Café Torrado Moido".

3.2. Cha: o produto deve ser designado de "Cha", seguido do nome comum
da espécie vegetal

utilizada, podendo ser acrescido do processo de obtencao e ou caracteristica
especifica. Podem ser utilizadas denominacgdes consagradas pelo uso.

3.2.1. Quando forem utilizadas duas ou mais espécies vegetais, o produto
deve ser designado de "Cha Misto..." seguido dos nomes comuns das
espécies vegetais ou "Cha Misto...", seguido do nome consagrado pelo uso.
3.2.2. Quando adicionado de especiarias, deve ser designado de "Cha de ...
com especiaria(s)", devendo constar o(s) nome(s) comum(ns) da(s)
espécie(s) vegetal(is) utilizada(s). A palavra "especiarias" pode ser
substituida pelo(s) nome(s) comum(ns) da(s) especiaria(s) utilizada(s).
3.2.3. Quando o produto for adicionado de acgucar, deve ser incluida, na
designacao, a expressao "com acgucar".

3.3. Erva-Mate: o produto deve ser designado de "Erva-Mate" ou "Mate",
podendo ser seguido da(s) expressao(des) "chimarrdao" e ou "tereré",
conforme a finalidade de uso. Quando o produto for adicionado de acucar,
deve ser designado de "Erva-Mate com Acgucar" ou "Mate com Agucar". 3.4.
Composto de Erva-Mate: o produto deve ser designado de "Composto de
Erva-Mate" seguido do(s) nome(s) comum(ns) da(s) espécie(s) vegetal(is)
adicionada(s).

3.4.1. Quando o produto for adicionado de acucar, a designacdo deve ser
seguida da expressao "com Acucar".

3.5. Cevada Torrada: o produto deve ser desighado de "Cevada Torrada"
seguido da forma de apresentacao.

3.6. Produtos sollveis devem ser designados de:

3.6.1. "Café Soluvel" ou "Cevada Soluvel", podendo constar expressoes

relativas ao processo de obtencao.
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3.6.2. "Cha" seguido do nome comum da espécie vegetal utilizada ou do
nome consagrado pelo uso, mais a expressao "Soluvel", podendo constar
expressoes relativas ao processo de obtengao.

3.6.2.1. Quando forem utilizadas duas ou mais espécies vegetais, o produto
deve ser designado de "Cha Misto Soluvel" ou "Cha" seguido dos nomes
comuns das espécies vegetais utilizadas ou do nome consagrado pelo uso,
mais a expressao "Soluvel".

3.6.2.2. Quando for adicionado de especiaria(s), deve ser designado de

"Cha.... com ...", constando o(s) nome(s) comum(s) da(s) espécie(s)
vegetal(is) e das especiaria(s) utilizadas, mais a expressao "Soluvel".
3.6.2.3. Quando o produto for adicionado de acucar, deve ser incluida, na
designacao, a expressao "com acgucar".

3.7. Quando o produto for adicionado de aroma(s) acrescentar a designagao

a expressao "sabor..... ou " sabor artificial...... ", conforme o caso, seguido

do nome(s) do(s) aroma(s)/aromatizante(s).

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

4.1. BRASIL. Decreto n°. 55.871, de 26 de marco de 1965. Modifica o
Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, referente a normas
reguladoras do emprego de aditivos para alimentos, alterado pelo Decreto
n% 691, de 13 de marco de 1962. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 09
abr. 1965. Segao 1.

4.2. BRASIL. Decreto - Lei n°, 986, de 21 de outubro de 1969. Institui
normas basicas sobre alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 21
out. 1969. Secao 1.

4.3. BRASIL. Resolugao n° 4, de 24 de novembro de 1988. Aprova revisao
das Tabelas I, III, IV e V referente a Aditivos Intencionais, bem como os
anexos I, II, III e VII, todos do Decreto n°® 55.871, de 26 de marco de
1965. Diario Oficial da Unia, Brasilia, DF, 19 dez. 1988. Secdo 1.

4.4, BRASIL. Lei n°. 8.078, de 11 de setembro de 1990. Cddigo de Defesa
do Consumidor. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 12 set. 1990.

Suplemento.
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4.5. BRASIL. Portaria SVS/MS n°. 1.428, de 26 de novembro de
1993.Regulamento Técnico para Inspecao Sanitaria de Alimentos. Diario
Oficial da Unido, Brasilia, DF, 02 dez.1993. Secao 1.

4.6. BRASIL. Portaria SVS/MS n°. 326, de 30 de julho de 1997.
Regulamento Técnico sobre as Condigdes Higiénico-sanitarias e de Boas
Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos Produtores/Industrializadores
de Alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 01 ago. 1997.

Secao 1.

4.7. BRASIL. Portaria SVS/MS n°, 554, de 03 de novembro de 1997. Aprova
a extensao de uso de aditivos com suas respectivas fungdoes, em
preparagdes para infusdes ou decoccdes, obedecidos os devidos limites.
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 05 nov. 1997. Secao 1.

4.8. BRASIL. Portaria SVS/MS n°, 27, de 13 de janeiro de 1998.
Regulamento Técnico Referente a Informacdo Nutricional Complementar.
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 16 jan. 1998. Secao 1. 4.9. BRASIL.
Portaria SVS/MS n°. 29, de 13 de janeiro de 1998. Regulamento Técnico
referente a Alimentos para Fins Especiais. Diario Oficial da Unido, Brasilia,
DF, 15 jan. 1998. Secao 1.

4.10. BRASIL. Portaria SVS/MS n©. 685, de 27 de agosto de 1998.
Regulamento Técnico de Principios Gerais para o Estabelecimento de Niveis
Maximos de Contaminantes Quimicos em Alimentos e seu Anexo: Limites
maximos de tolerancia para contaminantes inorganicos. Didrio Oficial da
Unido, Brasilia, DF, 28 ago. 1998. Secao 1.

4.11. BRASIL. Resolucao ANVS/MS n°. 16, de 30 de abril de 1999.
Regulamento Técnico de Procedimento para Registro de alimentos e ou
novos ingredientes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 03 mai. 1999.
Secao 1.

4.12. BRASIL. Resolucao ANVS/MS n°. 17, de 30 de abril de 1999.
Regulamento Técnico que estabelece as Diretrizes Basicas para a Avaliacao
de Risco e Seguranga dos Alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 03
mai. 2004. Secao 1.

4.13. BRASIL. Resolugao ANVS/MS n°. 104, de 14 de maio de 1999. Aprova
o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes/Aromas. Diario Oficial
da Unido, Brasilia, DF, 17 mai. 1999. Secdo 1.
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4.14. BRASIL. Resolugao ANVS/MS n°. 386, de 05 de agosto de 1999.
Regulamento Técnico que aprova o uso de Aditivos Alimentares segundo as
Boas Praticas de Fabricacdo e suas funcdes. Diario Oficial da Unido, Brasilia,
DF, 09 ago. 1999. Secao 1.

4.15. BRASIL. Resolugao ANVS/MS n°. 389, de 05 de agosto de 1999.
Regulamento Técnico que aprova o uso de Aditivos Alimentares,
estabelecendo suas Funcles e seus Limites Maximos para a Categoria de
Alimentos 16: Bebidas - subcategoria 16.2.2 - Bebidas N&o Alcodlicas
Gaseificadas e ndo Gaseificadas. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 09
ago. 1999. Secao 1.

4.16. BRASIL. Resolugao ANVS/MS n°. 22, de 15 de margo de 2000.
Procedimentos de Registro e Dispensa da Obrigatoriedade de Registro de
Produtos Importados Pertinentes & Area de Alimentos. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF, 16 mar. 2000. Secao 1.

4.17. BRASIL. Resolugao ANVS/MS n©, 23, de 15 de margo de 2000. Manual
de Procedimentos Basicos para Registro e Dispensa da Obrigatoriedade
de Registro de Produtos Pertinentes & Area de Alimentos. Diério Oficial da
Unido, Brasilia, 16 mar. 2000. Secao 1.

4.18. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n°. 12, de 02 de janeiro de 2001.
Regulamento Técnico sobre os Padrdes Microbioldégicos para Alimentos.
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 10 jan. 2001. Secao 1.

4.19. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n©°, 234, de 19 de agosto de
2002. Regulamento Técnico sobre aditivos utilizados segundo as Boas
Praticas de Fabricacdao e suas Fungdes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF,
21 ago. 2002. Segao 1.

4.20. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n°. 259, de 20 de setembro de
2002. Regulamento Técnico para Rotulagem de Alimentos Embalados.
Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 23 set. 2002. Secao 1.

4.21. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n°, 275, de 21 de outubro de
2002. Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados
aplicados aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos
e a Lista de Verificacdo das Boas Praticas de Fabricagdo em
Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos. Diario Oficial
da Unido, Brasilia, DF, 06 nov. 2002. Secao 1.
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4.22. BRASIL. Lei n° 10.674, de 16 de maio de 2003. Obriga a que os
produtos alimenticios comercializados informem sobre a presenca de gluten,
como medida preventiva e de controle da doenca celiaca. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF, 19 mai 2003. Secao 1.

4.23. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n©. 175, de 08 de julho de 2003.
Regulamento Técnico de Avaliacgdo de Matérias Macroscépicas e
Microscdpicas Prejudiciais a Saude Humana em Alimentos Embalados. Diario
Oficial da Unido, Brasilia, DF, 09 jul. 2003. Secdo 1. 4.24. BRASIL.
Resolugao RDC ANVISA/MS n°. 359, de 23 de dezembro de 2003.
Regulamento Técnico de Porgcdes de Alimentos Embalados para Fins de
Rotulagem Nutricional. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 26 dez. 2003.
Segao 1.

4.25. BRASIL. Resolugao RDC ANVISA/MS n°. 360, de 23 de dezembro de
2003. Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos
Embalados. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 26 dez. 2003. Secdo 1.

5. REQUISITOS ESPECIFICOS

5.1. Umidade

- Café Torrado: maxima 5,0% (g/100 g)

- Cevada Torrada: maxima 5,0% (g/100 g)

- Produtos Sollveis: maxima 5,0% (g/100 g)

5.2. Cafeina

- Produtos descafeinados: maximo 0,1% (g/100g)

- Produtos sollveis descafeinados: maximo 0,3% (g/100g)

6. REQUISITOS GERAIS

6.1. Os produtos devem ser obtidos, processados, embalados, conservados
em condicdes que nao produzam, desenvolvam e ou agreguem substancias
fisicas, quimicas ou biolégicas que coloquem em risco a saude do
consumidor. Deve ser obedecida a legislacdo vigente de Boas Praticas de
Fabricacgao.

6.2. Os produtos devem atender aos Regulamentos Técnicos especificos de
Aditivos Alimentares e Coadjuvantes de Tecnologia de Fabricagao;
Contaminantes; Caracteristicas Macroscopicas, Microscdpicas e
Microbioldgicas; Rotulagem de Alimentos Embalados; Rotulagem Nutricional
de Alimentos Embalados, quando for o caso; Informacao Nutricional

Complementar, quando houver; e outras legislagdes pertinentes.
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6.3. As espécies vegetais utilizadas para a obtencdo dos produtos nao
podem ser previamente esgotadas no todo ou em parte, exceto para a
obtengao dos produtos descafeinados.

6.4. A utilizacdo de espécie vegetal e partes de espécie vegetal que nao sao
usadas tradicionalmente como alimento, pode ser autorizada, desde que
seja comprovada a seguranca de uso do produto, em atendimento ao
Regulamento Técnico especifico.

7. REQUISITOS ADICIONAIS DE ROTULAGEM

7.1. Nao é permitida, no rétulo, qualquer informagdo que atribua indicacao
medicamentosa ou terapéutica (prevencao, tratamento e ou cura) ou
indicagdes para lactentes.

7.2. Os nomes comuns e as partes das espécies vegetais utilizadas nos chas
devem ser informados na lista de ingredientes.

7.3. No painel principal dos produtos descafeinados, deve constar a

expressao "descafeinado" proximo a designagao.
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