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Para a realizacé@o deste trabalho, foram analisadas 10 amostras
de diferentes tipos e marcas de chas com o objetivo de se quantificar
teobromina, teofilina e cafeina simultaneamente. Para tanto,
otimizou-se técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) baseada na ISO 10095 (1992), utilizando-se coluna Inertsil
ODS-3 (150x4 mm, 5 mm), fase movel de acido acético 1% +
acetonitrila (95:5, v/v), fluxo de 1 mL/min e detector de UV/VIS
ajustado em 273 nm. Os resultados de cafeina obtidos por esse
método foram comparados com os obtidos por um método
espectrofotométrico de acordo com Schormiiller (1970). Nao houve
diferenca significativa nos resultados de cafeina nas amostras de
cha preto obtidos pelos dois métodos. As amostras de cha preto
foram as que apresentaram maiores teores de teobromina e cafeina
e nenhuma das amostras apresentou quantidades significativas de
teofilina.
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INTRODUCAO

O cha ¢ uma das bebidas mais populares do mundo,
devido a seu aroma e sabor agradaveis ¢ também a seus
efeitos sobre a saude.

A composi¢@o quimica dos chas pode variar quan-
to a espécie, idade das folhas, estagdo, clima (umidade,
temperatura, latitude) e condigdes de cultivo (solo, dgua,
minerais, fertilizantes, entre outros) (Lin et al., 1996,
1998).

Teobromina, teofilina e cafeina sdo alcaloides da
familia das metilxantinas, um dos principais grupos cons-
tituintes das folhas de cha. A cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) ¢ o mais comum dentre os trés, sendo
encontrada principalmente em chas, cafés, produtos de
cacau e bebidas a base de cola. Seus efeitos fisiologicos na
saude humana incluem estimulac¢do do sistema nervoso
central, dos musculos cardiacos, do sistema respiratorio e

da secrecdo de acido gastrico. Também ¢ considerada
como um diurético fraco e relaxante muscular (James,
1991). A teobromina (3,7-dimetilxantina), encontrada
sobretudo, em produtos de cacau, tem agao diurética en-
quanto a teofilina (1,3-dimetilxantina), encontrada em
algumas variedades de chas, tem predominantemente efei-
to broncodilatador (Harkins et al., 1998).

Numerosos métodos tais como espectrofotometria,
titulometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) sdo usados para a determinagao destes alcaloides.
A vantagem da CLAE na analise destes compostos inclui
eficiéncia, sensibilidade, especificidade e rapidez (Naik,
2001). Além disso, a técnica de CLAE permite a
quantificagdo de cada composto numa unica corrida
cromatografica.

Os objetivos deste trabalho foram otimizar
metodologia por CLAE para quantificar, simultaneamente,
teobromina, teofilina e cafeina em chas, comparar os valo-
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res de cafeina obtidos por este método com aqueles obtidos
pelo método espectrofotométrico segundo Schormiiller
(1970) e analisar alguns chas usualmente consumidos em
nosso pais usando o método por CLAE otimizado.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Para arealizacdo deste trabalho, foram utilizadas 10
amostras de chas de diferentes marcas comerciais, sendo:
3 amostras de cha de camomila (Matricaria chamomilla
L.) (C1, C2, C3), 2 amostras de cha de hortela (Mentha
arvensis L. e Mentha piperita) (H1 e H2, respectivamen-
te), 3 amostras de cha preto (Camellia sinensis L.), tipo
Assam (P1), mistura de chas do Ceildo e da India (P2) e
aromatizado com bergamota (P3), 1 amostra de cha de
boldo (Peumus boldus) (B1) e 1 amostra de cha floral
composto por mag¢a (Pyrus malus L.), hibisco (Hibiscus
sabdariffa L.), alcaguz (Glycyrrhiza glabraL.), rosa cani-
na (Rosa canina L.), raiz de chicéria (Cichorium intybus
L.) e casca de laranja (Citrus aurantium), (F1).

As amostras foram adquiridas em supermercados de
Campinas (SP). Todas as amostras s@o de procedéncias
nacional com excegao das amostras de cha preto P2 e P3,
que sdo importadas, e das amostras P1 e B1, que sdo ape-
nas embaladas no Brasil.

As amostras de cha em sachés foram retiradas dos
mesmos ¢ homogeneizadas e as amostras a granel foram
apenas homogeneizadas.

Reagentes

Padroes de cafeina (Merck 1025840250, Alema-
nha), teobromina (Sigma N° T-4500, EUA) e teofilina
(Sigma N° T-1633, EUA) foram secos em estufa a 70 °C
por 4 horas antes de serem pesados e diluidos em fase
movel para o preparo das solugdes—estoque.

Os reagentes usados para extragdo e preparo das
amostras foram de grau P.A. Para analise cromatografica
foram usados solventes de grau cromatografico, os quais
foram filtrados e desgaseificados em ultra-som sob vacuo
antes do uso.

Método espectrofotométrico
Extragao dos alcaléides
A metodologia utilizada para a determinacao de ca-

feina por espectrofotometria baseou-se em Schormiiller
(1970) e consiste em pesar 2,0 g de amostra em um
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erlenmeyer e adicionar ao mesmo 5,0 g de 6xido de
magnésio e 200 mL de dgua destilada. Ferver a mistura por
45 minutos com agitagdo constante, repondo a dgua perdi-
da por evaporacdo. Apos resfriamento, filtrar a mistura para
um funil de separagdo e adicionar 4 mL de H,SO, (1+9,
v/v em agua). Extrair 5 vezes com 20 mL de cloroférmio,
agitando vigorosamente. Recolher a fase de cloroférmio em
um outro funil de separagao e adicionar a este 5 mL de KOH
aquoso a 1%. Agitar por 1 minuto e deixar separar as fases.
Filtrar a fase cloroformica, através de algodao, para um
balao volumétrico de 100 mL e completar o volume com
cloroférmio. Transferir uma aliquota de 2 mL para um ba-
lao volumétrico de 50 mL, completar o volume com cloro-
férmio e ler as absorbancias no espectrofotometro a 273 e
320 nm, contra um branco de cloroférmio.

Espectrofotometria

Foi utilizado um espectrofotometro PHILIPS mode-
lo PU 8620 (Pye Unicam Ltd, Inglaterra).

A quantificagdo foi feita utilizando-se curva de
calibragdo com 5 pontos, cujas concentragdes variaram
entre 0,2 ¢ 1,0 mg de cafeina/50 mL de cloroférmio. Apods
a leitura das absorbancias dos padrdes contra um branco
de cloroférmio, foi construido o grafico (abs 273 — abs
320) x mg cafeina/50 mL e pelas leituras das amostras,
também contra um banco de cloroféormio, foi calculada a
porcentagem de cafeina de acordo com a equagdo:

% cafeina = (mg cafeina x 100 x 100)/(g de amostrax 2 x
1000)

Método por CLAE

O método por CLAE otimizado no presente trabalho
foi baseado na ISO 10095 (1992), método para determina-
¢ao de cafeina em café utilizando CLAE.

Extracao dos alcaloides

Com base na ISO 10095 (1992), a extragdo dos
alcaloides foi realizada de maneira muito mais simples
que para o método espectrofotométrico, consistindo ape-
nas em pesar 3,0 g de amostra ¢ 6,0 g de 6xido de
magnésio em um erlenmeyer de 300 mL (anotar o peso
inicial do conjunto: erlenmeyer + amostra + 6xido de
magnésio), adicionar 100 mL de agua destilada e ferver a
mistura por 15 minutos. Resfriar e pesar novamente o
conjunto repondo a dgua perdida por evaporagao até se
atingir 100 g acima do peso inicial. Centrifugar a 2000
rpm por 5 minutos, filtrar o sobrenadante em membrana
filtrante de 0,45 pm e injetar no cromatografo liquido.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a realizagdo desta analise, foi utilizado um
cromatografo liquido (Pharmacia LKB 2248, Alemanha)
com detector UV/VIS (Pharmacia LKB 2141, Alemanha)
ajustado em 273 nm. As condi¢des cromatograficas foram
as seguintes: coluna Inertsil ODS-3 (150x4 mm, 5 pm)
(Chrompack, Holanda) com coluna de guarda com fase
reversa (10x3 mm, 5 um) (Chrompack, Holanda), fase
movel de acido acético 1% + acetonitrila (95:5, v/v), flu-
x0 de 1 mL/min e al¢a de amostragem de 20 pL.

A identificacdo dos compostos foi realizada por
comparacao dos tempos de reten¢ao das amostras com os
padrdes e por co-cromatografia. A quantificacdo foi rea-
lizada por padronizacdo externa. A curva padrao foi
construida com 5 pontos cujas concentragdes variaram de
0,2 a 60,0 pg/mL para teobromina e teofilina e de 0,2 a
700,0 pg/mL para cafeina. A porcentagem de cada analito
na amostra foi calculada de acordo com a equagdo:

% de analito = (g de analito x 100)/(g de amostra x
10000)

Cromatogramas tipicos dos padrdes e de uma amos-
tra de cha podem ser observados nas Figuras 1 e 2, respec-
tivamente.
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Avaliagdao do Método por CLAE

Como o método por CLAE foi otimizado no presen-
te trabalho, foram determinadas a recuperagdo e o limite
de detecgdo para o mesmo.

A recuperagao foi realizada adicionando-se quantida-
des conhecidas dos trés alcaldides a uma amostra. Foram
adicionados dois niveis com quantidades préximas aos
valores encontrados nas amostras (Tabela I). Apos a adigdo
dos padrdes foi realizada a extracdo de acordo com o item
2.4.1. O valor obtido através do método otimizado foi com-
parado com a quantidade real adicionada considerando tam-
bém a quantidade existente na amostra. O limite de
deteccdo de cada alcaloide foi determinado fazendo-se di-
luigdes sucessivas do padrdo e da amostra até se obter a
menor quantidade detectavel, isto €, duas ou trés vezes
maior que o ruido do equipamento (Caulcutt, Boddy, 1983).

Anadlise Estatistica

Os resultados de cafeina obtidos pelos dois métodos,
espectrofotométrico e CLAE, foram submetidos a anali-
se de varidncia utilizando o programa Statgraphics
Statistical Graphics System.

29.96

L1250 i |

3.0 1000 15.00

20,00 ] 3000 3500 {rin]

FIGURA 1 - Cromatograma tipico dos padrdes: teobromina (8,27 min), teofilina (13,79 min) e cafeina (29,96 min).
Condigdes cromatograficas: coluna Inertsil ODS-3 (150x4 mm, 5 pm), fase mével de acido acético 1% + acetonitrila
(95:5, v/v), fluxo de 1 mL/min e comprimento de onda ajustado em 273 nm.
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FIGURA 2 - Cromatograma tipico de uma amostra de cha: teobromina (8,13 min), teofilina (14,99 min) e cafeina (28,92
min). Condi¢des cromatograficas: coluna Inertsil ODS-3 (150x4 mm, 5 pm), fase mével de acido acético 1% +
acetonitrila (95:5, v/v), fluxo de 1 mL/min e comprimento de onda ajustado em 273 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de recuperagdo e limite de detecg¢ao dos
trés alcaldides analisados por cromatografia liquida po-
dem ser observados na Tabela I.

O método por CLAE, otimizado no presente traba-
lho, mostrou ter uma boa linearidade de instrumentacao,
apresentando bons coeficientes de correlagdo para as cur-

TABELA | - Recuperagdo e limite de detecgdo dos trés
compostos analisados por CLAE

Recuperacéo (%)

Nivel de adigdo Teobromina Teofilina Cafeina
(g/100 g) Média* Média* Média*

0,005 98 100 nr

0,01 92 96 nr

1,0 nr nr 96

2,0 nr nr 95

Limite de deteccdo

Padrao (g/100 mL) 0,00001 0,00001 0,00002
Amostra (g/100 g) 0,0003 0,0003  0,0007

*Média de duplicata; nr = ndo realizado

vas de calibracdo (0,99991 para teobromina e teofilina, e
0,99995 para cafeina). Trugo et al. (1983) trabalharam
com linearidades semelhantes (0,9991 para teobromina,
0,9998 para teofilina e 0,99997 para cafeina).

A recuperacgao para o método por CLAE otimizado
também foi boa (média de 95% para teobromina, 98%
para teofilina e 96% para cafeina). Valores maiores de
recuperag¢do foram obtidos por Trugo et al. (1983) para os
trés analitos e por Muhtadi et al. (1990) para cafeina.

Os limites de detecgao obtidos por CLAE no presen-
te trabalho (0,0003 g/100 g de amostra para teobromina e
teofilina e 0,0007 g/100 g de amostra para cafeina) foram
menores que os estimados por Trugo et al. (1983), que
apresentaram valores entre 0,05 ¢ 0,1 g/100 g de amostra,
e do obtido por Hicks et al. (1996) para teofilina, que foi
de 0,004 g/100 g de amostra. Isso mostra que o método
otimizado na presente pesquisa pode ser utilizado em
amostras que contenham pequenas quantidades desses
alcaloides.

Na Tabela II estao apresentados os valores de cafe-
ina comparando os métodos espectrofotométrico e
cromatografico. Nota-se que na maioria das amostras nao
foi detectada a presenca de cafeina pelo método por
CLAE, enquanto que pelo método espectrofotométrico
apenas nas amostras de cha de camomila ndo foi observa-
da a presenca desse alcaloide. Isso mostra que o método
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espectrofotométrico utilizado nao ¢ especifico para a ca-
feina, quantificando também outras metilxantinas como
teobromina e teofilina. No entanto, as quantidades de ca-
feina encontradas nas amostras de cha preto por ambos os
métodos ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel
de 5%, demonstrando que, dependendo da amostra, qual-
quer um dos métodos pode ser empregado. Por outro lado,
a extragdo dos alcaldides para o método por cromatografia
liquida € mais simples e rapida, com menos etapas, € apre-
senta a vantagem de ndo utilizar reagentes nocivos a sau-
de humana e ao meio-ambiente, como cloroféormio.

TABELA Il - Comparagdo dos resultados de cafeina
(2/100 g) em chas obtidos por CLAE e por espectrofotometria

Amostra Método por Método
CLAE Espectrofotométrico
Média* Média*
C1 ND** ND
C2 ND ND
C3 ND ND
H1 ND 0,007
H2 ND 0,006
P1 2,405° 2,340%
P2 2,612% 2,655%
P3 2,450 2,145%
B1 ND 0,013
F1 ND 0,004
* Média de duplicatas.
** ND = Nao detectado. Limite de deteccao = 0,0007 g/
100 g.

Cl1,2,3=camomila, H1, 2 = hortela, P1, 2, 3 = preto, B1
= boldo, F1 = floral.

Valores na mesma linha com letras iguais nao apresentam
diferenca significativa ao nivel de 5%.

Na Tabela III estao apresentados os valores de
teobromina, teofilina e cafeina obtidos pelo método
cromatografico. Observamos que, apesar de ter sido detec-
tada a presenga de teobromina em todas as amostras, so-
mente as amostras de cha preto apresentaram quantidades
significativas desse alcaldide, sendo: 0,06 g/100 g para P1,
0,11 g/100 g para P2 ¢ 0,13 g/100 g para P3. Nas demais
amostras o valor maximo obtido foi de 0,003 g/100 g.

Em nenhuma das amostras foi encontrada quantida-
de relevante de teofilina, sendo que o maior teor encontra-
do foi de 0,002 g/100 g na amostra P1.

Levando-se em conta que a composi¢ao das folhas
de cha pode variar com a espécie, idade das folhas, clima

TABELA Il - Valores de teobromina, teofilina e cafeina
(g/100 g) em chas obtidos por CLAE

Amostra Teobromina Teofilina Cafeina
Média* Média* Média*
C1 0,002 ND** ND
C2 0,002 ND ND
C3 0,003 ND ND
H1 0,001 ND ND
H2 0,001 ND ND
P1 0,056 0,002 2,405
P2 0,105 0,001 2,612
P3 0,130 0,001 2,450
B1 0,001 ND ND
F1 0,002 0,001 ND
* Média de duplicatas.

** ND = Nao detectado.

Limite de deteccdo = 0,0003 g/100 g para teofilina e
0,0007 g/100 g para cafeina

Cl1, 2, 3 =camomila, H1, 2 = hortela, P1, 2, 3 = preto, Bl
=boldo, F1 = floral.

e condi¢des de cultivo (Lin et al., 1996, 1998), podemos
considerar que esses resultados se aproximam dos resul-
tados obtidos por Hicks et al. (1996), que encontraram en-
tre 0,164 ¢ 0,169 g/100 g de teobromina em cha preto e
ndo detectaram a presenca de teobromina, teofilina e ca-
feina em chas herbais. Trugo et al. (1983) encontraram
valores de teobromina entre 0,09 € 0,41 g/100 g em amos-
tras de chas nao especificadas. Love (1989) obteve valo-
res entre ndo detectado e 0,75 g/100 g para teobromina e
entre 1,18 a 2,12 g/100 g para teofilina em amostras de
chas também nao especificadas.

A amostra de cha floral analisada (F1) apresentou
composi¢cao semelhante a das amostras de chas herbais
analisados, com pequenas quantidades de teobromina
(0,002 g/100 g) e teofilina (0,001 g/100 g) e auséncia de
cafeina.

Cafeina so foi detectada nas amostras de cha preto,
cujos valores variaram de 2,41 a 2,61 g/100 g. Estes valo-
res se aproximam dos encontrados por Vergnes e Alary
(1986), que encontraram entre 2,58 e 3,29 g/100 g. Entre
as amostras analisadas por esses autores havia uma de cha
do Ceildo, na qual foi encontrado 2,58 g de cafeina/100 g
de amostra, valor este que coincide com o resultado obti-
do no presente trabalho para uma amostra semelhante, P2,
que é composta por chas do Ceildo e da India. Hicks et al.
(1996) e Love (1989) também encontraram valores proxi-
mos de cafeina. O primeiro entre 3,28 e 3,66 g/100 g em
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amostras de cha preto e o segundo entre 3,16 ¢ 3,70 g/100
g em amostras de chas ndo especificadas. Muhtadi et al.
(1990) encontraram valores para cafeina em chas entre 1,3
a 3,3 g/100 g. Valores menores, variando de 0,76 a 1,74 g/
100 g, foram obtidos por Camargo et al. (1999) em cha
preto. Linetal. (1996) obtiveram valores maiores em cha
preto tipo Assam (em média, 5,4 g/100 g), enquanto que
no presente trabalho foi encontrado valor de 2,4 g/100 g
para amostra semelhante (P1).

CONCLUSAO

O método cromatografico utilizado mostrou-se sim-
ples, econdmico, exato e preciso para a determinagao si-
multanea de teobromina, teofilina e cafeina em chas.

O teor de cafeina encontrado nas amostras de cha
preto por ambos os métodos ndo apresentou diferenca sig-
nificativa (p>0,005).

Das amostras analisadas somente o cha preto conti-
nha os trés alcaldides e com quantidades razoaveis de
teobromina e cafeina. J4 a maioria das amostras de chas
herbais continha apenas pequenas quantidades de
teobromina.

ABSTRACT

Simultaneous determination of theobromine,
theophylline and caffeine in teas by high
performance liquid chromatography

To carry out this study, 10 samples of different kinds and
brands of teas were analyzed with the purpose of
quantifying simultaneously theobromine, theophylline and
caffeine. For this, high performance liquid
chromatography (HPLC) was used based on 1SO 10095
(1992). The conditions were: a reversed phase column
(Inertisil ODS-3, 150x4 mm, 5 mm); acetic acid 1% +
acetonitrile (95:5, v/v) as mobile phase; flow of 1 ml/min
and UV-VIS detector set at 273 nm. The results of caffeine
obtained by this method were compared with those using
a spectrophotometric method according to Schormller
(1970). In the case of black tea, no difference was
observed in the caffeine, by both methods. The samples of
black tea had the highest amounts of theobromine and
caffeine and no sample had a significant amount of
theophylline.

UNITERMS: Alkaloids. Theobromine. Theophylline.
Caffeine. Tea. HPLC.
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