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ANALYTICAL METHODS FOR CAFFEINE. Gravimetric and Bailey-Andrew methods are tedious and provide inflated results.
Spectrofotometry is adequate for caffeine analysis but is lengthy. Gas chromatography also is applied to the caffeine analysis but

derivatization is needed. High performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) and reversed phase is simple
and rapid for xanthine multianalysis. In HPLC-UV-gel permeation, organic solvents are not used. HPLC-mass spectrometry provides
an unequivocal structural identification of xanthines. Capillary electrophoresis is fast and the solvent consumption is smaller than in
HPLC. Chemometric methods offer an effective means for chemical data handling in multivariate analysis. Infrared spectroscopy alone
or associated with chemometries could predict the caffeine content in a very accurate form. Electroanalytical methods are considered of

low cost and easy application in caffeine analysis.
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INTRODUCAO

A cafeina € um alcaldide, identificado como 1,3,7-trimetilxantina,
cuja estrutura contém um esqueleto de purina (Figura 1). Este alcaléide
¢é encontrado em grande quantidade nas sementes de café (Coffee
sp.)! e nas folhas de chd verde (Camilla sinensis)*. Também pode ser
achado em outros produtos vegetais, particularmente no cacau
(Theobroma cocoa)’, no guarand (Paullinia cupana) e na erva-mate
(Ilex paraguayensis)*. Embora uma parcela pequena da populagéo
consuma cafeina na forma de farmacos, como por ex. antigripais,
grande parte deste alcaldide € ingerida na forma de bebidas. Uma
xicara de café pode conter em média cerca de 80 mg de cafeina,
enquanto uma lata de coca-cola em torno de 34-41 mg*.

A cafeina ¢ um dos alcaléides com atividade bioldgica mais
ingeridos no planeta. Apresenta ag¢do farmacoldgica variada provo-
cando, dentre outros efeitos, alteracdes no sistema nervoso central,
sistema cardiovascular e homeostase de cdlcio. Os efeitos da cafei-
na sobre o comportamento humano t€m sido objeto de estudos a
algumas décadas. Esses efeitos podem ser descritos como®’ aumen-
to da capacidade de alerta e reducdo da fadiga, com concomitante
melhora no desempenho de atividades que requeiram maior vigi-
lancia. Em contrapartida, o consumo de cafeina pode afetar negati-
vamente o controle motor e a qualidade do sono, bem como causar
irritabilidade em individuos com quadro de ansiedade®. O efeito da
ingestdo de cafeina sobre o sistema cardiovascular ainda € motivo
de grande controvérsia®®. Seu consumo regular parece elevar a pres-
sdo arterial de forma persistente e, desta forma, individuos com
hipertensdo, doenga coronariana e arritmia cardfaca deveriam ser
encorajados a reduzir seus niveis de ingestdo de cafeina!®'>. Com
relagdo a homeostase de cdlcio, dados compilados em uma revisdo
indicam que a cafeina ndo € prejudicial ao metabolismo 6sseo de
individuos cujo consumo de célcio é adequado as suas necessidades
metabdlicas'®. Um estudo sobre os efeitos da cafeina na sadde hu-
mana indicou que seu consumo moderado (mdximo de 4,6 mg/kg
de peso), praticado por adultos sauddveis em idade reprodutiva,
ndo estd associado a efeitos adversos'.
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Figura 1. Estrutura quimica da cafeina e de outras metilxantinas

Em face do seu largo espectro de acdo fisioldgica, existe, de
fato, um grande interesse da comunidade cientifica no estabeleci-
mento de niveis seguros de ingestdo de cafeina para diversos
subgrupos populacionais humanos. Além disso, a cafeina ¢ uma droga
estimulante que pode ser usada indevidamente em atividades es-
portivas oficiais e, portanto, necessita ser monitorada continuamente
durante as competi¢des. Evidentemente o conhecimento das técni-
cas para andlise de cafeina em matrizes alimenticias e fluidos bio-
l6gicos, bem como suas vantagens e limitagdes, ¢ um fator primor-
dial para monitorar os niveis de cafefna no organismo. O objetivo
deste trabalho € apresentar uma revisdo critica sobre os principais
métodos descritos na literatura para andlise de cafeina.

METODOS ANALITICOS
Gravimetria e determinacio de nitrogénio

A gravimetria foi o primeiro método desenvolvido para andlise de
cafefna em produtos alimenticios. Durante muitos anos foi o método
oficial da “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC) para
andlise de cafeina em semente de café®. A técnica consistia na extra-
¢do do produto com dgua ou etanol, limpeza do filtrado com 6xido de
magnésio e extragdo subseqiiente com cloroférmio. Apds a evaporagao
do cloroférmio, o contetido de cafefna era determinado por gravimetria.
Esse método consumia muito tempo e nem todos os interferentes eram
removidos, 0 que causava uma superestimativa dos niveis de cafeina
no produto. Em 1947, o método denominado “Bailey-Andrew”, adota-
do pela AOAC somente para andlise de cafeina em chd, passou a ser
adotado oficialmente pela AOAC para andlise de cafeina em produtos
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do café's. Neste método, as etapas de extragdo e limpeza foram
otimizadas para reducdo do tempo de andlise. A principal diferenga
entre este método e o gravimétrico era a determinagdo de nitrogénio
total, no extrato cloroférmio, pelo aparato de “Kjeldahl” e a conversao
do teor de nitrogénio para cafeina. Embora o método “Bailey-Andrew’'®
consumisse menos tempo que o método gravimétrico', apresentava
uma limitacdo importante que era a contabilizacdo de outros compos-
tos nitrogenados, presentes no extrato cloroférmio, causando uma
superestimativa nos valores de cafeina.

Espectrofotometria

A absorgdo de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta
(UV) pela cafeina foi descrita no inicio do século 20 por Hartley'".
Posteriormente, Holiday'® descreveu que a cafeina apresentou um
limite maximo de absorcdo no UV entre os comprimentos de onda de
271 e 275 nm. Ishler et al.’® desenvolveram um método
espectrofotométrico de baixo custo para andlise de cafeina em produ-
tos do café. O extrato aquoso da matriz foi tratado com 6xido de
magnésio e ferrocianeto de zinco para remocdo de trigonelina e ou-
tros compostos interferentes. A quantificac@o da cafeina foi conduzida
com base na andlise da absorvancia no comprimento de onda de 272
nm. Este método € mais rdpido, simples e preciso que as técnicas
gravimétricas® e de andlise do nitrogénio total'®, porém os resultados
ainda podem ser superestimados pela presenga de interferentes.

Cromatografias de adsorcao e camada delgada

A partir da década de 60, foram publicados alguns artigos
enfocando o uso da cromatografia liquida cldssica para andlise de
cafefna em bebidas®**. Este método permitiu uma limpeza mais
eficiente dos extratos, o que propiciou andlises mais exatas do teor
de cafefna nas matrizes analisadas. Posteriormente, um trabalho
colaborativo®, envolvendo 9 laboratérios, comparou o método
cromatografico, com quantificagdo da cafeina pela andlise da
absorvancia na regido do UV, com o método “Bailey-Andrew”'. De
modo geral, o estudo colaborativo indicou uma correlacio satisfatoria
entre 08 2 métodos, entretanto o método “Bailey-Andrew”!® apre-
sentou resultados superestimados para o café descafeinado. O mé-
todo cromatografico-espectrofotométrico® consistiu na passagem do
extrato em uma coluna de celite basica. Em seguida, a cafeina jun-
tamente com pigmentos foram dessorvidos com éter. O extrato etéreo
entdo foi passado em uma coluna celite dcida, na qual somente a
cafeina ficou adsorvida. Por ultimo, a cafeina foi eluida da coluna
com cloroférmio e quantificada pela andlise da absorvancia no com-
primento de onda de 276 nm. A partir da década de 80, o método
cromatogréfico-espectrofotométrico** foi adotado oficialmente pela
AOAC, em substituicdo ao método “Bailey-Andrew”!®, para anéli-
se de cafefna em produtos do café.

A cromatografia em camada delgada também foi usada para
detecgdo de cafefna em matrizes alimenticias®>?. Abourashed e Mos-
sa* determinaram o contetido de cafeina em alguns chds e bebidas
energéticas, através da cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia, sobre placas de silica gel, com andlise densitométrica na
regido do UV. A fase mével consistiu de acetato de etila e metanol
(85:15, v/v) e a deteccdo foi conduzida no comprimento de onda de
275 nm. O método foi testado quanto a repetibilidade, recuperacio
e exatiddo, mostrando resultados satisfatorios.

Cromatografia gasosa (CG)

A partir da década de 70, houve a necessidade de se desenvolver
métodos que oferecessem maior reprodutibilidade e sensibilidade e
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pudessem ser aplicados para andlise de cafeina em pequenos volumes
de amostra. A CG foi um dos métodos testados para este propdsito,
sendo a detecgio realizada com o auxilio de um detector de ionizacdo
de chama (DIC) e a separac¢@o conduzida, principalmente, em coluna
de vidro recheada com 2% de polietilenoglicol” ou 2,5% de SE-30%.
Segundo Strahl er al.®, a técnica de CG permitiu a determinag@o rapi-
da, e com alta reprodutibilidade, de pequena quantidade de cafeina em
um volume reduzido de amostras de chd e café. Recentemente, Thomas
e Foster® usaram CG acoplada a espectrometria de massas (EM) para
analisar uma série de compostos, dentre eles a cafeina, em efluentes
oriundos de uma unidade de tratamento de residuos aquosos. Os com-
postos foram isolados em um sistema de extragdo em fase sdlida e
separados em coluna capilar de silica fundida. O método apresentou
6tima especificidade e sensibilidade, sendo possivel determinar o con-
tetido de cafefna na ordem de grandeza de ng L.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

CLAE-UV

A CLAE foi usada na andlise de cafeina, pela primeira vez, no
inicio da década de 70. Inicialmente, Murgia et al.*® usaram
cromatografia de troca iOnica para separar a cafeina de outros com-
postos organicos em café. Esses autores empregaram uma resina de
poliestireno sulfonado com 4% de ligacdes cruzadas, tendo como
contra-ion o cdtion amdnio. O maior incoveniente foi a baixa esta-
bilidade mecanica da resina a pressao de trabalho acima de 3 MPa,
o que limitou a vazao da fase mével. Com a introdu¢do da coluna de
fase reversa, houve um grande avango na andlise de compostos de
baixa massa molar (MM) por CLAE. Este tipo de coluna consistiu
de silica, inicialmente com particulas de 40 um, modificada pela
ligagdo covalente com octadecilsilano, o qual conferiu apolaridade
e maior estabilidade mecanica ao suporte. Mais tarde, o desenvol-
vimento de fases estaciondrias, contendo microparticulas (5 pum),
permitiu melhor resolu¢do e um menor tempo de andlise, contribu-
indo para a maior difusdao da CLAE. Desta forma, a cromatografia
de fase reversa foi aplicada para andlise de cafeina em diferentes
matrizes alimenticias, como café®, chocolate® e chd®*. Em ambos
0s casos, 0s extratos contiveram uma grande carga de interferentes
que dificultou a andlise cromatografica. Trugo et al.* desenvolve-
ram um método simples e rdpido para a andlise simultdnea de
trigonelina, cafeina e outras metilxantinas em cafés soliveis e ou-
tras bebidas. Esses autores usaram solug@o aquosa saturada de
acetato de chumbo bdsico para clarificar as amostras. O precipitado
foi removido por filtracdo simples, obtendo-se extratos bem mais
limpidos que aqueles obtidos por tratamento com solvente organi-
co. Uma outra inovagdo foi o emprego do sistema gradiente para
separacgdo da cafeina de outras metilxantinas. A fase moével consis-
tiu de metanol em solugdo aquosa de citrato de tri-potassio 0,015
mol L', pH = 6, na qual a concentracdo de metanol aumentou line-
armente de 0 a 60% em 10 min. Essa inovacdo permitiu uma redu-
¢do no tempo de andlise sem comprometer a resolugdo dos analitos.

Mubhtadi ef al.> compararam a CLAE de fase reversa com a CG
para determinagdo de metilxantinas em diversos produtos alimenti-
cios. Concluiram que a resolucio da cafeina e de outras metilxantinas
foi efetivamente superior com o uso da CLAE de fase reversa.
Nakakuri et al.* desenvolveram um método para remover compos-
tos polifendlicos a fim de facilitar a andlise de metilxantinas. A
técnica foi baseada no uso de uma pré-coluna preenchida com
polivinilpolipirrolidona pulverizada. Horie et al.’’ concluiram que,
de fato, a fragdo polifendlica interfere na determinacéo de cafeina,
sendo importante o uso desta pré-coluna para sua remogio em fo-
lhas de chd com baixissimos teores de cafefna.

O emprego do sistema DAD (detector de arranjo de diodos), o
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qual permitiu a andlise da absorvincia em todos os comprimentos
de onda da regido do UV simultaneamente, aumentou a precisdo e a
exatiddo na multianélise de compostos pela CLAE. Casal et al.®%
usaram a cromatografia de fase reversa com DAD para andlise si-
multanea de trigonelina, niacina e cafeina em amostras de café. As
matrizes foram extraidas com dgua quente e 0s respectivos extratos
foram filtrados em membranas com porosidade de 0,2 um. A fase
mével, no modo gradiente, foi composta de metanol em solucio
aquosa de tampao fosfato 0,1 mol L', pH = 4.

A CLAE-UV ¢ usada freqilientemente para andlise de cafeina e
seus metabdlitos em fluidos bioldgicos. Esta abordagem ¢ importan-
te para o estabelecimento de niveis seguros de ingestdo da cafeina,
bem como para inibir seu uso indevido em modalidades esportivas.
Ventura et al.* monitoraram a estabilidade da cafeina em amostras
de urina. A cafeina foi isolada por extragdo liquido-liquido em pH
alcalino com sistema bindrio de solventes composto de cloroférmio e
2-propanol (9:1, v/v). Tanto a urina estocada a 37 °C por 7 dias como
também aquela estocada a —20 °C por 18 meses ndo apresentaram
perdas significativas de cafeina. Emara*' usou uma pré-coluna de silica
modificada com grupamento cianeto para limpeza de amostras de
plasma. A cafefna e seus metabdlitos foram dessorvidos da pré-colu-
na com a propria fase mével do sistema cromatografico composta de
metanol e tamp@o fosfato 0,01 M, pH =5 (30:70, v/v). Zydron et al.*
usaram uma coluna de extra¢do em fase sdlida de octadesilsilano, de
composi¢do idéntica a da coluna analitica, para isolar cafeina e teofilina
da urina de pacientes com asma cronica ou sauddveis. Os compostos
foram separados por cromatografia de fase reversa com fase modvel,
modo gradiente, composta de solugdo aquosa de 4cido trifluoracético
0,05% e acetonitrila. A CLAE-UV/DAD com coluna de fase reversa
foi usada para multiandlise de cafeina e seus metabdlitos na urina®.
A fase moével consistiu de uma mistura de metanol e tampao (20:80,
v/v). O tampao foi composto de dcido citrico 5 mmol L ajustado a
pH =5 com trietilamina. O método alcangou grande exatiddo, ja que
cada composto foi analisado no comprimento de onda especifico onde
ocorreu 0 seu maximo de absorcao.

CLAE-UV e CLAE-IR (indice de refracdo) com coluna de
permeagdo em gel

Na década de 90, foram publicados alguns artigos cientificos
enfocando a multiandlise de compostos de baixa MM, através da
CLAE com coluna de permeagdo em gel do tipo TSK. O avango na
tecnologia de producdo de fases estaciondrias usadas em colunas de
permeacgdo em gel propiciou o desenvolvimento de fases mecanica-
mente estdveis as pressdes exercidas na CLAE. Embora este tipo
de coluna seja adequado para separar compostos com MM acima de
1000, foi possivel separar compostos com MM em torno de 100-
700. A interagdo hidrofébica seria o fendmeno fisico responsavel
pela adsorcdo dos compostos de baixa MM, o que permitiu que a
resolugdo entre eles fosse satisfatdria.

Miiller e Jork* usaram a cromatografia de permeagdo em gel com
coluna TSK HW-40 (S) para separar sacarina, aspartame e cafeina em
bebidas ndo alcodlicas. Foi usado o modo isocratico com dgua como
fase movel, sendo obtida uma boa resolugdo dos compostos e
repetibilidade satisfatéria. Na mesma época, um grupo de pesquisado-
res do Brasil, trabalhando de maneira independente, publicou alguns
artigos sobre o uso da coluna TSK G3000SW na andlise simultinea de
compostos de baixa MM em extratos aquosos de café'*%. O objetivo
foi desenvolver um método multianalitico que pudesse ser automatizado
para uso no controle de qualidade de produtos do café. Foi possivel
analisar cafeina, trigonelina, sacarose e acido clorogénico total nesses
produtos com precisio e exatiddo adequadas*’. Embora esses autores
tenham feito as andlises em sistemas separados, € possivel usar os
detectores UV e IR em série para execu¢do da multiandlise.
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CLAE-EM

A partir da década de 80, ocorreu um crescimento rapido na
multiandlise de compostos ndo volateis em fluidos bioldgicos, parti-
cularmente, sangue e urina. Em alguns setores, como por ex. em me-
dicina forense, havia a necessidade de se usar um método que possi-
bilitasse a identificagdo inequivoca de um determinado composto. A
CLAE-UV ndo atendia integralmente a essa exigéncia, em fungdo da
possibilidade de co-elui¢do de interferentes com o analito, que pode-
ria passar despercebido, alterando o resultado final. Isto certamente
produziu conflitos que geraram recursos administrativos e até judici-
ais. O maior avango da CLAE foi seu acoplamento a EM. Esta técni-
ca hifenada permitiu a andlise simultdnea de compostos ndo volateis
através dos seus espectros de massas. O uso da CLAE-EM possibili-
tou a andlise de quantidades diminutas de metilxantinas, com boa
precisdo e exatiddo, em plantas e fluidos bioldgicos, fornecendo um
diagnéstico da estrutura quimica desses compostos.

Setchell et al.*® descreveram um método para andlise de cafeina
na saliva e no soro baseado na CLAE-EM. A cafeina foi isolada por
extragdo em fase s6lida em um cartucho com fase C,,, sendo eluida
com metanol. A separacdo cromatogréfica foi conduzida em coluna
de fase reversa, no modo isocritico, com fase mével constituida de
acetato de amdnio 0,1 M, pH = 4,6 e acetonitrila (85:15, v/v). Sakairi
e Kambara® usaram a CLAE-EM com uma interface de ionizagdo
quimica a pressdo atmosférica (IQPA) para a multiandlise de diver-
sas classes de compostos ndo voldteis, dentre elas as metilxantinas.
O método IQPA tem uma sensibilidade moderada devido a fragmen-
tacdo reduzida, o que € resultado das condi¢des brandas de ionizagao.
A cafeina mostrou o fon pseudo-molecular m/z 195, enquanto a teofilina
e a teobromina mostraram o fon pseudo-molecular (MH*, m/z 181).
Gardinali e Zhao™ também usaram a CLAE-IQPA/EM para analisar
cafeina em dguas superficiais de alguns sistemas costeiros localiza-
dos na Flérida. O método permitiu a determinagéo de cafeina no li-
mite de detecgdo de 4,0 ng L. Hieda ef al.>' analisaram metilxantinas
em plasma e urina através da CLAE/EM. As metilxantinas foram
isoladas por extracdo em fase sélida com coluna do tipo extrelut® 1.
Esses autores usaram um cromatégrafo liquido acoplado a um EM
com bombardeamento de dtomos do tipo “frit-fast”. Este sistema pos-
sibilitou uma andlise menos sensivel, alcangando niveis de deteccdo
da ordem de 5 ug L. A teobromina e a teofilina mostraram o mesmo
fon pseudo-molecular m/z 181, porém somente a teofilina apresentou
o fragmento minoritario m/z 124. A CLAE-DAD-ionizagdo por
“electrospray”” (IES)/EM foi aplicada para multiandlise de alcaldides
purinicos e compostos fendlicos em amostras de chd®. O uso deste
sistema com informacdo multidimensional permitiu a andlise simul-
tanea de compostos com estruturas quimicas diferentes, sem a neces-
sidade de pré-tratamento da amostra. O conteddo de teanina e
catequinas foi medido pelo uso do DAD, enquanto 4cido clorogénico,
cafefna e outras metilxantinas pela IES/EM.

Mais recentemente, a CLAE-EM/EM foi usada para determina-
¢do de metabdlitos da cafeina em urina, sem preparagdo prévia da
amostra®. Cerca de 11 compostos foram analisados, dentre estes
teofilina e 4cido 1-metiltrico. A auséncia de um método de extracio
simplificou e acelerou a multiandlise de diversos compostos, sem
prejudicar pardmetros como precisdo e exatiddo. Weimann et al.>*
também aplicaram a CLAE-EM/EM para andlise de cafeina e seus
metabdlitos em urina. Todavia, esses autores procederam a dilui¢do
e centrifugacdo da amostra antes da injecdo no cromatégrafo. Del
Rio et al. usaram a CLAE-EM/EM para anilise de cafeina,
teobromina e 30 compostos fendlicos em chas verde e preto. As infu-
sdes de cha foram filtradas e injetadas em coluna de fase reversa sem
qualquer tipo de extragdo prévia dos compostos. A auséncia de pré-
tratamento da amostra € particularmente importante, quando se ne-
cessita de um método de rotina para analisar uma quantidade expres-
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siva de amostras, tornando a CLAE-EM/EM uma técnica conveni-
ente em laboratdrios de rotina. Entretanto, a auséncia de pré-trata-
mento das amostras diminui consideravelmente o tempo de vida das
colunas, aliado ao fato de que o custo de um equipamento de CLAE-
EM/EM inviabiliza sua aquisi¢do em laboratdrios de pequeno porte.

Eletroforese capilar

A eletroforese capilar € uma técnica valiosa para a multiandlise
de compostos de baixa MM em diferentes matrizes. Este método €
preciso e exato, a resolugdo dos compostos ¢ excelente devido a alta
eficiéncia de separagdo e requer um volume de amostra da ordem de
alguns nanolitros. Jimidar et al.*® usaram a eletroforese capilar de
zona (ECZ) para determinar cafeina e edulcorantes em bebidas
dietéticas. A fase mdvel consistiu de tampdo fosfato a pH = 11. A
detec¢do foi conduzida pela andlise da absorvancia na regido do UV.
Esses autores compararam a ECZ com a CLAE e concluiram que a
ECZ mostrou uma eficiéncia de separagio 60 vezes maior, enquanto
a CLAE foi mais sensivel, apresentando um limite de deteccdo 10
vezes maior. Jin ef al.”’ também usaram a ECZ para determinagio de
cafefna em soro e bebidas. A fase mdvel foi composta de tampao
fosfato produzido pela mistura de di-hidrogenofosfato de sédio 0,152
mmol L e hidrogenofosfato de sédio 0,648 mmol L' apH=7.8¢ a
deteccdo foi conduzida por andlise potenciométrica.

A eletrocromatografia capilar micelar, também chamada de
cromatografia capilar eletrocinética micelar (CCEM), € o tipo de
eletroforese capilar mais usada para multiandlise de metilxantinas. E a
técnica geralmente usada para separagao de compostos neutros. A CCEM
inclui a adi¢do de um surfactante, como o dodecil-sulfato de sédio,
sendo o analito separado pela sua parti¢do entre as micelas e o tampdo.
A CCEM foi usada para separar cafeina e outros derivados da purina
em amostras de saliva, soro e urina®. A fase mével foi constituida de
tamp@o borato-fosfato a pH = 9 contendo 75 mmol L' de dodecil-sulfa-
to de s6dio. Os resultados foram bem satisfatérios, inclusive aliquotas
da saliva ou do soro foram aplicadas diretamente sem qualquer pré-
tratamento da amostra. Korman et al.* usaram a CCEM para monitorar
a qualidade de formulacdes farmacéuticas compostas de derivados da
xantina. Esses autores obtiveram resultados satisfatérios na determi-
nacdo de impurezas, como cafefna e xantina em preparagdes contendo
efedrina e mebrofenoidramina. Zhao e Lunte® avaliaram a eficiéncia
de separacdo da cafeina e de seus metabdlitos teofilina, teobromina e
paraxantina através da CCEM. A resoluc@o e a reprodutibilidade fo-
ram satisfatdrias e somente 2 min foram consumidos para se efetuar a
andlise. Lai e Dabek-Zlotorzynska® testaram vérias composicoes de
fase movel para separacdo de metilxantinas e outros compostos purinicos
através da CCEM. Uma separac@o 6tima foi obtida com o uso de uma
fase terndria constituida de isopropanol/hexano/TRIS 1 mmol L
(52:40:8, v/v, pH = 8). Pomilio e al.®* usaram a CCEM para andlise
simultdnea de metilxantinas e dcido clorogénico em 30 amostras de
erva-mate. Os compostos alvo foram detectados pela andlise da
absorvancia na regido do UV através do DAD. Em adicdo, cada com-
posto foi coletado separadamente e analisado por EM. A CCEM foi
otimizada para analise simultdnea de cafeina, paracetamol e acido
acetilsalicilico em formulagGes farmacéuticas®®. A mistura de formiato
de amdnio (25 mmol L', pH = 3) e acetonitrila (30:70, v/v) foi usada
como fase mével. A detec¢io foi conduzida no comprimento de onda de
210 nm. A CCEM também foi aplicada na multiandlise de flavonéides
monoméricos (catequina e epicatequina) e metilxantinas (cafeina e
teobromina) em chocolate e cacau®. Devido a baixa estabilidade das
catequinas em pH alcalino, o procedimento analitico foi conduzido em
pH éacido (pH = 2,5).

Sombra et al.*® realizaram um estudo comparativo entre eletroforese
capilar e CLAE para andlise de cafeina e outros compostos no guarand.
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Com relac@o aos parametros de sensibilidade, precisdo e especificidade,
os métodos sdo equivalentes. Todavia, o tempo de andlise da eletroforese
capilar € 2 vezes menor que o da CLAE. Além do mais, o consumo de
solvente na CLAE ¢ 100 vezes maior.

Quimiometria

A quimiometria ¢ uma ferramenta matemadtica valiosa que, em
combinagdo com diferentes métodos quimicos, possibilita a andlise
de um grande nimero de varidveis em uma tnica amostra. Nos ulti-
mos 20 anos, com o interfaceamento de instrumentos aos computado-
res, houve um crescente interesse pela aplicacdo da calibragdo
multivariada para resoluc@o de problemas decorrentes da multianalise
de analitos. Nesse contexto, os métodos de regressdo de minimos
quadrados parciais (PLS) e de componentes principais (PCR) tém
recebido maior aten¢do como técnicas de calibracdo, jd que simplifi-
cam consideravelmente a manipulacdo da amostra®. Com relagao ao
tratamento de dados multivariados, a andlise de componentes princi-
pais (PCA) ¢ o método quimiométrico mais importante, porque per-
mite que a natureza multivariada dos dados seja visualizada em pou-
cas dimensdes®”’. Embora a abordagem quimiométrica seja usada na
multiandlise de analitos em diferentes matrizes, ela € aplicada
freqlientemente na andlise de formulagdes farmacéuticas contendo 2
ou mais compostos cujos espectros estao sobrepostos.

Dinc e Baleanu® usaram o PCR e o método cldssico de minimos
quadrados (CLS) para multiandlise de formula¢des farmacéuticas con-
tendo acetaminofeno e cafefna. As calibragdes quimiométricas foram
preparadas pela medi¢do de valores de absorvancia na regido espectral
de 215-285 nm. Esses autores compararam seus resultados com aque-
les obtidos previamente com a CLAE. Os métodos apresentaram resul-
tados similares, porém o uso da CLAE exigiu a aplicacdo prévia de um
método quimico de separacdo, enquanto o método espectrofotométrico
com calibragdo multivariada ndo. Tanto o PCR como o PLS e o método
dos minimos quadrados invertidos (ILS) foram aplicados para
multiandlise e teste de dissolucdo de comprimidos contendo uma mis-
tura de paracetamol, propilfenazona e cafeina®. Nenhum método de
separacdo dos analitos foi usado na matriz. Os resultados da absorvancia
da matriz foram obtidos na regido espectral de 210-310 nm. Todos os
trés métodos quimiométricos apresentaram resultados satisfatdrios, tanto
para o teste de dissolucdo como para multiandlise. A andlise simulta-
nea do 4cido acetilsalicilico (AAS) e da cafeina em matrizes s6lidas foi
conduzida pelo uso da espectrofluorimetria acoplada a técnica da
calibracdo multivariada PLS-1, a qual é uma variante da PLS™. Embo-
ra o AAS e a cafefna apresentem bandas espectrais sobrepostas, a apli-
cagdo do método espectrofluorimétrico para andlise desses 2 compos-
tos em formulagdes farmacéuticas produziu resultados satisfatorios em
menor tempo e com boa precisdo. Uma vez que os pardmetros de
calibragdo so estabelecidos, € necessdrio apenas proceder a leitura do
espectro de fluorescéncia na matriz sdlida, a qual ndo precisa ser sub-
metida a qualquer método prévio de separa¢do quimica’.

Espectroscopia de infravermelho (IV)

Nos tltimos anos, a técnica de espectroscopia na regido do IV
tem apresentado resultados muito interessantes quando aplicada nas
areas farmacéutica e de alimentos. Nesse contexto, deve-se destacar
0 uso dos espectrometros de IV com transformadas de Fourier (IVTF)
e seu emprego na identificagdo e dosagem de cafeina em medica-
mentos, chds e café. Bouhsain ef al.”" usaram a IVTF para determina-
¢do simultanea de propifenazona e cafeina em farmacos. O método
consistiu na dissolugdo dos principios ativos em cloroférmio, seguida
pela filtragdo das solugdes para remocdo dos excipientes. A
propifenazona foi determinada por medidas de absorvancia a 1595
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cm’', com uma linha de base estabelecida entre 2000 € 890 cm™, e a
cafefna através do emprego dos valores da primeira derivada a 1712
cm'. Foram usadas, em ambos os casos, solu¢des independentes des-
sas duas substidncias para calibracdo externa. Ja Ohnsmann et al.”
utilizaram a técnica de IVTF para determinacdo de cafeina em extra-
tos de folhas de chd. O método baseou-se na extracido com amonia e
cloroférmio e na determinagio direta do teor de cafeina nos extratos
de cloroférmio, pelo uso das medidas de absorvancia associadas as
alturas dos picos obtidos a 1658,5 cm™ e por calibragdo externa. O
método apresentou um limite de detecgéo de 1 mg L, correspondendo
a 0,002% (m/m) de cafeina nas folhas de cha. O tempo necessario
para realizagdo da andlise de uma tnica amostra foi de apenas 15
min. Paradkar e Trudayaraj™ usaram a espectroscopia de IVTF para
determinar o contetido de metilxantinas no chd e no café pelo uso de
um modelo de calibragdo tnico. O espectro de IVTR da cafefna pura
foi caracterizado e as regides espectrais de 1500-1800 e de 2800-
3000 cm! foram usadas para as determinacdes quantitativas com o
auxilio dos métodos de regressio PLS e PCR. A utilizagdo dessa téc-
nica de espectroscopia associada a quimiometria permitiu a determi-
nagdo do conteddo de cafeina de modo acurado com um valor de R?
superior a 0,99. Anteriormente, a espectroscopia de IVTF em associ-
acdo com a quimiometria ja havia sido explorada por Briandet
et al.™, como um método alternativo aos métodos quimicos umidos
para discriminagdo e quantificagdo do contetddo dos cafés Arabica e
Robusta em misturas de café instantaneo seco por liofilizacdo. Os
espectros foram obtidos através de duas técnicas: IVTR por reflexao
difusa e por reflexdo total atenuada. A andlise do PCA foi aplicada
sobre esses espectros, permitindo a discriminagdo entre as espécies
de café Arabica e Robusta. Os autores concluiram que essa discrimi-
nagio foi baseada, principalmente, nos conteidos diferentes de cafe-
ina e 4cido clorogénico em cada espécie. A cafeina foi responsavel
pelas bandas na regido entre 1550-1750 cm™ e o acido clorogénico
apresentou suas principais bandas na regido entre 1150-1300 cm™.
Em um outro estudo”, foi descrito o uso da espectroscopia de refle-
xao difusa no IV préximo associada a PLS para multianélise de cafe-
ina, trigonelina e 4cido clorogénico em amostras de café verde. Os
resultados obtidos com essa técnica espectroscépica foram compara-
dos com aqueles obtidos com o método de CLAE com coluna de
permeacdo em gel descrito previamente na literatura*. A técnica de
espectroscopia do IV associada a quimiometria apresentou algumas
vantagens, tais como pouca manipulagdo da amostra, ndo destrui¢do
da matriz e ndo producdo de residuos quimicos durante a andlise.

Eletroanalise

Dentre os processos eletroanaliticos ja descritos na literatura com
o objetivo de dosar cafeina, a voltametria/polarografia de pulso dife-
rencial e a de onda quadrada merecem destaque. Na polarografia de
pulso diferencial, todos os pulsos t€ém a mesma magnitude e a corrente
¢ medida antes da aplicacdo do pulso e no final do periodo de cada
pulso. A primeira corrente € subtraida da segunda, o que gera uma
curva derivativa, em “forma de sino”. Esse tipo de técnica foi utilizado
por Sontag e Kral” para determinagdo de cafeina em bebidas de cola,
café e chd, ap6s sua oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo em pH
1,2. Os resultados da voltametria mostraram-se bem semelhantes aos
obtidos através da CLAE. Posteriormente, Kral”’ criou um método para
determinacdo de cafeina em bebidas, utilizando a polarografia de pul-
so diferencial. A andlise foi conduzida por voltametria anddica de pul-
so diferencial em um eletrodo de carbono vitreo. O limite de deteccdo
foi de 0,5 mg L' em pH 1,2. Jd Lau ef al.” empregaram a voltametria
de pulso diferencial como um método simples, rapido e acurado para
andlise simultanea de dcido ascoérbico, cafeina e paracetamol em
farmacos. As correntes de pico para dcido ascérbico, paracetamol e
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cafeina foram medidas com um eletrodo de carbono vitreo a +0,350;
+0,618 e +1,425 V, respectivamente, contra um eletrodo de calomelano
saturado. Uma mistura contendo dcido perclérico (0,1 M) e metanol,
na mesma razio, foi usada como solvente e eletrélito de suporte. A
amplitude de modulagio 6tima, o tempo de repeticdo do pulso e a taxa
de varredura do analisador polarografico foram, respectivamente, 50
mV, 0,5se5mV s'. As faixas de calibracio linear para dcido ascérbico,
cafefna e paracetamol foram, respectivamente, de 0 — 35,0 -50¢ 0 —
55 mg mL". A voltametria de onda quadrada é uma técnica que permite
varreduras rapidas, com excelente distingao entre as correntes capacitiva
e faradaica. Normalmente, apresenta sensibilidade um pouco superior
a obtida na polarografia de pulso diferencial, com a vantagem adicio-
nal de permitir medi¢des com altas velocidades. Esse tipo de técnica
foi utilizada por JyhMyng er al.” para determinagdo de cafeina em
bebidas de ch4, café e cola com um eletrodo quimicamente modificado
(EQM) de Nafion/pirocloro-6xido de ruténio. O termo EQM € usado
em eletroquimica para designar eletrodos com espécies quimicamente
ativas convenientemente imobilizadas em sua superficie®. No caso em
questdo, o uso desse EQM produziu um incremento marcante na res-
posta da corrente quando comparado com o eletrodo de carbono vitreo
ndo revestido”. Uma curva analitica linear foi obtida sobre a faixa de 5
~200 uM em uma solugdo de HCIO, 0,05 M com um limite de deteccio
de 2 uM. Em outro estudo®, foi usado um eletrodo comercial simples
de grafite (GPE) para monitorar cafeina através de um método de
voltametria de onda quadrada de redissolucdo anddica. De modo geral,
devido a sua alta sensibilidade e baixo limite de detec¢@o, a eletroandlise
de redissolugdo € particularmente 1til e popular nas determinagdes de
compostos em baixas concentragdes®>®>. No exemplo em questdo®!, esse
método foi aplicado para determinar os niveis de cafeina em vdrias
amostras de chd, o que rendeu um erro relativo de 1% na concentracao.
A cafeina foi depositada a zero Volts (contra Ag/AgCl), depois reduzi-
da a +1,40 V para remové-la do GPE. As condicdes experimentais
6timas para a andlise foram as seguintes: meio com pH = 9, potencial
de deposicao de zero Volts, tempo de deposicio de 120 s, freqgiiéncia de
onda quadrada de 25 Hz, amplitude de onda quadrada de 45 mV e
potencial de etapa de 6 mV. Nessas condi¢Oes otimas, uma faixa linear
foi observada dentro das concentragdes de 0 — 500 mg L. O limite de
deteccdo foi 9,2 mg L, que € comparavel com o resultado obtido usan-
do-se um eletrodo de pasta de carbono (8,2 mg L™"). Por tltimo, deve-
mos mencionar o uso de biossensores enzimdticos para dosagem de
cafefna. Um biossensor € um dispositivo capaz de fornecer informacéo
analitica quantitativa ou semiquantitativa, usando um elemento de re-
conhecimento de origem bioldgica, o qual estd em contato direto com
um elemento de transdug@o. O elemento de transducdo deve ser capaz
de converter a resposta quimica em um sinal mensurdvel apropriado®.
Nesse contexto, Pizzariello et al.¥’ desenvolveram um método de
biossensor pratico e de baixo custo para deteccdo de cafeina em café.
Nesse caso, um eletrodo potenciométrico sensivel a variacdes de pH
foi usado para detectar mudancas de pH resultantes da inibi¢do, pela
cafefna, da ac@o da fosfodiesterase de nucleotideo 3°,5’-ciclico sobre a
hidrélise do AMP ciclico. O método foi efetivo na detec¢do de cafeina
em concentragdes de 0 —4 mg L' e o desvio padrdo para 5 medidas de
uma solugdo de cafefna a 0,2 mg mL" foi de + 7,1 g mL™". O limite de
deteccdo foi de 0,6 mg mL™". Os resultados da andlise de amostras de
café expresso com o método do biossensor mostraram-se similares aos
valores obtidos usando-se a CLAE.

CONCLUSAO

Os métodos gravimétricos e “Bailey-Andrew”!° séo de custo bai-
x0, porém tediosos e de padronizacio muito dificil, sendo conside-
rados como métodos semi-quantitativos. Contudo, a maior limita-
¢do desses métodos estd no fato de produzirem resultados superes-
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timados, ja que compostos interferentes, presentes no extrato clo-
roférmio, sdo contabilizados como cafeina. Ambas as técnicas es-
tdo em desuso hd algum tempo.

O desenvolvimento do método espectrofotométrico de absor¢do
na regido do UV propiciou um salto qualitativo na andlise de cafe-
ina em comparag@o aos 2 métodos supracitados. Primeiro, porque
os extratos foram tratados com agentes clarificantes, o que reduziu
o contetdo de interferentes. Segundo, porque andlise da cafeina no
comprimento de onda especifico de 272 nm aumentou a seletividade
do método e, portanto, sua precisdo e exatiddo. Entretanto, nao foi
possivel eliminar todos os interferentes, particularmente compos-
tos fendlicos, que também absorvem no comprimento de 272 nm.

O método cromatogréfico-espectrofotométrico além de ter alta
precisdo e exatidao, como demostrado por estudos inter-laboratoriais,
permite a obtencdo de extratos mais limpidos, ja que a cromatografia
liquida cldssica € usada para clarificar os extratos. Este método ¢
barato, simples e tem precisdo satisfatoria, porém consome muito
tempo. Ele é o método apropriado para andlise de cafefna quando
nio se tem acesso a métodos que utilizam equipamentos de custo
elevado, como por ex., a CLAE e a eletroforese capilar.

A técnica de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
para andlise de cafeina € rdpida e com boa precisdo, porém nao foi,
ainda, validada por andlises inter-laboratoriais. Também seria impor-
tante comparar seus resultados com aqueles de outros métodos
comumente usados para andlise de cafeina. O método de cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia € ainda pouco difundido, o que
pode ser constatado pelo menor nimero de publicagdes cientificas.

A CG ¢€ rapida e tem alta precisdo e sensibilidade, particular-
mente, a CG/EM. Entretanto, o nimero de trabalhos cientificos que
aborda a andlise de cafeina pela CG € muito baixo. O custo elevado
para aquisi¢do de um equipamento de CG, principalmente a CG/
EM, € o primeiro fator limitante para seu uso. Por outro lado, o
extrato obtido das amostras tem uma fra¢do ndo voldtil, rica em
macromoléculas, como no caso do café processado. Desta forma, a
etapa de limpeza torna-se complexa, ja que a presenca desses com-
postos nos sistemas de inje¢do e separagdo do CG provoca interfe-
réncias sérias na andlise, bem como reduz o tempo de vida util des-
ses sistemas. Além do mais, a cafefna e outras metilxantinas neces-
sitam de um passo prévio de derivatizacdo antes da andlise por CG.
Certamente este tltimo € o fator determinante para o menor uso
desta técnica na andlise de cafeina.

O uso da cromatografia de troca idnica para andlise de cafeina
mostrou resultados satisfatorios. Entretanto, o0 método consome muito
tempo e as condi¢des cromatograficas podem variar consideravelmen-
te, em funcdo da composi¢do quimica das matrizes a serem analisadas.

O emprego da CLAE-UV para determinag@o de cafeina foi um
salto qualitativo importante no que diz respeito aos pardmetros de
precisio, exatiddo e rapidez na andlise. Também permitiu pela pri-
meira vez a multianalise de metilxantinas, como cafeina, teofilina
(1,3-dimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina). Com o de-
senvolvimento da CLAE-UV/DAD a multiandlise de metilxantinas
melhorou em termos de precisdo e exatiddo, ja que cada alcal6ide
foi analisado no seu comprimento de onda maximo de absorcio.
Embora o equipamento tenha custo elevado, a técnica € usada
comumente para andlise de cafeina em alimentos e fluidos bioldgi-
cos. A principal limitagdo da CLAE-UV € a necessidade de uma
preparacdo extensiva da amostra. Esta estratégia € essencial para
se eliminar interferentes nas matrizes, particularmente nos fluidos
bioldgicos, que co-eluem com a cafefna e, também, absorvem na
mesma faixa de comprimento de onda.

A CLAE com coluna de permeac@o em gel acoplada com detector
de UV ou de IR € um poderoso método analitico, que permite a and-
lise simultanea de compostos de baixa MM. O método usa dgua como
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fase movel, o que reduz o custo com manutencdo do equipamento e
a contaminag@o por solventes orginicos. Além disso, o método é
preciso, exato e de ficil reproducdo, podendo ser usado em andlises
de rotina. Entretanto, o prego deste tipo de coluna ainda € alto. Além
disso, a validagdo completa do método nao foi implementada, o que
pode ser constatado pela auséncia de andlises inter-laboratoriais.

Uma das vantagens da CLAE/EM ¢€ permitir a multiandlise de
compostos ndo voldteis, com estruturas quimicas diferentes, sem a
necessidade de derivatizac¢@o dos analitos, como no caso da CG/EM.
Um segundo ponto relevante desta técnica € permitir o uso de méto-
dos mais simples para pré-tratamento da amostra, sendo possivel, em
alguns casos, a eliminagdo completa de qualquer método de extragio
dos analitos. Desta forma, o método € rdpido e fornece uma identifi-
cagdo inequivoca da cafeina, com alta precisdo, exatidao e sensibili-
dade. Em setores cuja andlise quantitativa da cafeina precisa ser acom-
panhada da identifica¢@o inequivoca de sua estrutura quimica, como
€ o caso da medicina forense, a CLAE/EM € essencial. Embora o
custo do equipamento ainda seja bastante elevado, certamente esta
técnica deverd se constituir em uma das mais importantes ferramen-
tas para andlise de cafeina e de outras metilxantinas.

A eletroforese capilar, com detecc@o na regido do UV, € uma fer-
ramenta valiosa na separacio simultinea de metilxantinas e outros
compostos com fungdes quimicas diversas. Apresenta sensibilidade,
precisdo e exatiddo satisfatdrias. O tempo de andlise e o consumo de
solventes organicos € geralmente menor que os obtidos com a CLAE.
Muito embora a eletroforese capilar acoplada a EM j4 esteja comer-
cialmente disponivel, seu uso ainda € pouco difundido.

A combinagdo da quimiometria com diferentes técnicas
espectroscopicas permite a andlise de dados quimicos de natureza
multivariada. Certos compostos apresentam espectros sobrepostos ao
da cafeina, o que dificulta apreciavelmente a andlise espectrofotométrica
quantitativa. Nesse caso, a abordagem quimiométrica € usada na reso-
lucdo desses problemas. Um aspecto importante € a dispensa do uso de
passos prévios de separagdo e derivatizagdo quimica. Isto reduz consi-
deravelmente o tempo de andlise e o consumo de reagentes, sem afetar
a precisdo, sendo atrativo para analises em larga escala, particularmen-
te, de formulagdes farmacéuticas.

A espectroscopia de IV € vantajosa porque possibilita que a and-
lise dos analitos ocorra com pouca manipulagdo da amostra, inclu-
sive ndo havendo destruicdo da matriz. Em alguns setores, como
por ex. na medicina forense e na drea criminal, a ndo destruicio da
amostra € um aspecto relevante a ser considerado durante a execu-
¢do do processo analitico. Uma outra vantagem da espectroscopia
de IV € que ndo ha produ¢do de residuos quimicos durante a andli-
se. Além disso, permite a obtencdo de espectros de pés, sélidos e
espécies quimicas adsorvidas em sélidos. A espectroscopia de IV
permite a identificagdo e dosagem acurada de varios compostos em
matrizes farmacoldgicas e alimentares complexas. O estabelecimento
do teor de alguns desses compostos pode servir como ferramenta
para controle de qualidade e caracterizacdio desses produtos. Sua
associacdo com a quimiometria tem mostrado ser uma importante
ferramenta na multiandlise de compostos nas mais diversas matri-
zes, por sua precisio e praticidade.

Os métodos eletroanaliticos para dosagem de cafeina e compos-
tos andlogos em matrizes complexas, como alimentos e drogas, sdo
considerados de menor custo, de rdpida execugdo e, geralmente,
ndo necessitam de um pré-tratamento da amostra. Apesar disso, os
métodos eletroanaliticos t€ém sido pouco utilizados na andlise de
cafeina quando comparados a CG e CLAE. Recentemente, o uso de
EQM e biossensores enzimaticos tem se mostrado muito ttil em
aplicagdes analiticas. A modifica¢do quimica do eletrodo visa con-
trolar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solu¢do como
uma forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor base,
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favorecendo assim o desenvolvimento de eletrodos para vérios fins
e aplicacdes, desde a catdlise de reacdes orginicas e inorganicas
até a transferéncia de elétrons em moléculas de interesse. J4 no
caso dos biossensores enziméaticos, a combinag@o da seletividade e
sensibilidade da enzima com a simplicidade dos transdutores
eletroquimicos € altamente vantajosa. O desenvolvimento dessas
duas tultimas técnicas, provavelmente, deverd incrementar a utili-
zacdo desses métodos eletroanaliticos na andlise de cafefna e ou-
tros compostos quimicos em diferentes matrizes nos préximos anos.
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