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RESUMOG: Com 0 objetivo de determinar os teores de feobromina e cafeina, 77 amostras de pro-
dutos de chocolate foram analisadas. Ay amostras testadas foram 12 amostas de massa de cacau, 4
amostras de aromas de cacan e 51 amostras de alimentos & base de cacau. tais como barras de choco-
late, bebidas ldcteas, biscottos, bolos, sarvetes, oo, de diferentes marcas. O método utiliza a téenicn de
cromatografia liguida de alta eficiéncia, com detector de arvanjo de diodes, coluna C ) e fase movel
metanol - dgua - dcido acético (20:79:1). A guantificacio foi felia por padronizagiio exierma.

DESCRITORES: Produtos de chocolate, Teobroming e cafefnu, téonica: Cromatografia liquida

de alta eficiéncia, doterminagio.

INTRODUCAO

Hi um crescente interesse entre os profissionals
da Satde, no conhecimento do teor de metilxantinas,
entre elas a teobrimina e a cafeina nos produtos ali-
menticios.

Este fato ccorreu desde gue a Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos retiron a
cafefna da lista de drogas geralmente reconhecidas
como seguras, “Lista GRAS” ¢ lem alertado as mu-
Iheres, principalmente as gravidas, no sentido de con-
sumir pouco on mesmo evitar, alimentos ¢ drogas
contendo cafeina’.

Existem evidéncias, ainda que nio comprovadas, de
que a cafeina atravessa lvremente a placentz, e pode
causar possivelmente defeitos de npascenca em humanos
sernelhantemente gueles observados em animais

Sob o ponte de vista fisiologico, segundo o Pharma-
ceutical Codex 1979, estes 2 alcaldides atuam em
diferentes nivels: como estimulador do sistema ner-
voso central e como diurético. Enquanto a cafeina tem
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agdo diurética fraca, € um grande estimulador do sis-
tema nervoso centrdl A teobromina possui acio
diuréiica semelhanie & cafeina, porém, ndo possul agio
estimulante do sistema nervoso central ',

A importineia da tecbromina estd no seu melabo-
lismo, nma vez gue a metilagho da mesma leva a pro-
duzir cafeina’,

Existemn varios estudos sobre o confetido da ca-
feinz em chd, calé e cacau, porém, poucas informa-
¢des sobre o teor de teobromina em produtos de
chocolate » 5078

Os primeiros trabathos publicadoes na literatura so-
bre a andélise de cafefna ¢ tecbromina eram bastante
dificies ¢ extremamente morosos, devido a impos-
sibilidade do métedo cldssico utilizado em separar a
cafeina da teohromina. Por ouwro lado, ainda havia
uma dificuldade suplementar em produtos contendo
grandes quantidades de aciicar.

A andlise da teobromina, fal como tem sido feita pelo
método gravimétrico, € bastante onerosa e trabalhosa®,
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Com o advento da cromatografia Hquida de alta
eficiéneia (CLAE). atuabmente permite a separagio e
guantificacfio da tecbromina e cafeina quando presen-
tes numa mesma amostra® > 5 RS0

Nesse sentido, o preseate trabalho fol conduzido
com ¢ objefivo de determinar a concentragio de teo-
bromina e cafeina em amostras de cacau e produtos
de chocolate utilizando a técnica de CLAE.

MATERIAL E METODO
Material

Amostras de cacau de diversas procedéncias, aro-
mas & base de cacau e produtos de chocolate, tais como
biscoitos, bolos, hebidas lacteas, alimentos acho-
colatados, sorvetes, ete, tofalizando 77 amostras fo-
raim adquiridas junto a empresas do ramo € supermer-
cados da Cidade de S&o0 Paule, om colaboracio com
o Ceniro de Vigilincia Sanitédriz da Secretaria de Sad-
de do Estado de Sdo Paulo.

Mérodo
O método empregado foi ¢ descrito por BRERETON

et alii* cujo procedimento basicamente encontra-se
esquematizado a seguir:

aroma - aprox. 1.0g
Amostra % cacau - aprox. 0,5g
prodd. choe. aprox. 3.0g

Desengordaramento (éter de petrdleo)

—

Residuo

|

Dissolugdo com dgua quente

Extragio da cafefna e teobromina na chapa
elétrica
por aproximadamente 20 minutos

Clarificacio {solughio de Carrez |
sohucio de Carrez 2)

Centrifugacio
Fittrado

CLAE {(coluna €, 280 nm)

187

60

Prepara das Solucdes

Solugio de Carrez |: dissolver 219g de acetato de
zinco em aproxidamente 500 ml de dgua do Milli-Q
e 30 ml de dcido acético 0,1 mol/L. Transferir para
um balio volumétrico de 1 Htro, completando o vo-
lume com 4gua,

Selucio de Carrez 2: dissolver 106g de ferrociancto
de potassio em aproxidamente 300mi. de dgua e trans-
ferir quantitativamente para um halfo volumétiico de
1 Brro, compientando-o com agua.

Solugdo-estoque de tecbromina {250ug/ml): pesar
30mg de teobromina, dissolver em dgua e aquecer, se
necessario, transferindo a solucio para um balo
volimétrico de 200 mbL, completando-o com dgua,

Soluchio-padrio de trabatho de teobromina: diluir
1,2, 3, 4 ¢ 5mL da solugio-estogue de teobroming para
100ml. com dgua.

Solugio-estoque de cafena (300pug/mLY: pesar 50mg
de cafefna, dissolver em dgua e completar a 100 ml,,
no haldo volumétrico.

Solugio-padrio de trabalho de cafefna: diluir {, 2,
3.4 e SmL da solucio-estoque de cafefna para 100mL
no baldo velumdétrico.

Equipamento

Foi utilizade o cromatografo Hquido Hewlett Packard,
modele 1090 com detector de arranjo de diodos. As con-

digles cromatograficas de trabalho foram:

coluna: Lichrosphere 100 RP-18 em Lichrocart 125-
4 {Merck)

fase mdvel: metanol-dgna-cido acético (20:79:1)
fluxo da fase mével: 1,0ml/min

temperatura do fornor 35°C

comprimente de ondza; 280nm

volume de injeglo: 20 plb.

Os solventes e as amostras foram filtradas através

de membranas filtrantes (Millipore) antes de serem
introduzidas no cromatdgrafo.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os valores de teobromina ¢ cafefna encontrados nos
varios tipos de alimentos coletados de virios super-
mercados da Cidade de Sio Paulo, sio apresentados
na fTabela I.
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Para cada marca de alimento fol feita andlise em
duplicata e tirado um valor médio.

Os valores apresentados na Tabela I representam
g média dos valores médios de cada marca de ali-
mento analisado.

Os teores de techromina e cafelna foram determina-
dos pelo cdleulo das dreas de seus picos cromatogréficos,
utilizando o método de padriio externo.

As curvas-padrées de teobromina e cafeina apresen-
taram-se lineares dentre dos intervalos de concentra-
ges examinados de 25ng a 125ng.

A avaliagdo do teste de recuperaciio foi conduzida
em quatro diferentes matrizes: massa de cacau, bis-
eoitos recheados sabor chocolate, alimentos acho-
colatados e chocolate em pd sohivel,

Inicialmente as amostras foram deternsinadas guanto
a0 conténde de teobromina e cafefna. Em seguida, as
amostras {oram fortificadas com guantidades conhecidas
dos padrdes de teobromina e cafeina, isto &, ametade c o
dobro das quantidades cncontradas em cada amostra.

Os testes foram realizados em triplicata.

As médias ¢ os desvios-padries das recuperagdes
em porcentagem corrigidas pela subtragio dos valo-
res-controle encontrados em diferentes substratos
foram de 99,3% e 2,8% para fecbromina e 97.3% ¢
3.3% para cafeina (Tabela 2).

Os reores dos alcaldides teobromina e cafeina encon-
trados na massa de cacau, alimentos achocolatados em
pé, e as barras de chocolate foram semelhantes aos
obtidos por outros pesquisadores® > 7,

£ evidente que com o acréscimo da manteiga de
cacatt, solidos ldcteos e agicar & massa de cacau que
& a substincia-base ou de partida para todos os pro-
dutos & base de chocolate, ocorre uma diminuigdo nos
teoves de teobromina e cafeina no produto final.

A massa de cacau é um alimento sdlido ou semi-
solido obtida a partir da moagem do miolo da semen-
te de cacau. Foram analisadas 12 amostras de massa
de cacau de 7 diferentes procedéncias guanto a0 con-
tetido de teobromina e cafefna.

Os valores médios de teobromina e cafeina foram
1,31% ¢ 0,16%, respectivamente, com variacio de
1,12 - 1,50% e 0,14 - 0,20%, respectivamente {Tabe-
la 1} A ligeira variag3o nos teores dos alcaidides pode
ser atribufda a vérios fatores como variedades dife-
rentes, gran de maturidade das sementes na ocasifio
da colheita e diferengas no grav de fermentaggo,

O cacau vendido go comércio (cacau em pd parci-
almente desengordurado) sob a forma de pé € prepa-

rado através da pulverizagdo do material remanescente
apds a remogdo da matéria graxa (manteiga de cacau)
da massa de caca.

Uma vez gue a teobroming e & cafefna permanecem
na porgdo ndo graxa da massa, o cacau comercial
vendido desengordurado possui concentragdo maior
de teobromina e cafeina que a massa de cacau.

(s valores médios de teobromina ¢ cafeina encon-
trados foram de 2,22% e 0,24% respectivamente.

As barras de chocolate de diversos tipos como ao
feite, branco ¢ meic-amargo também foram pesqui-
sados guanto ao contendo de teobromina ¢ cafeina
(Tabela 1)

Compo era de se esperar, a barra de chocolate bran-
¢0o ndo apresentou nenhuam conteddo de teobromina e
cafeina. Em relagio & barra de chocolate meio-amar-
2o, o teor médio de teobromina e cafeina encontra-
dos foram de 0,84% ¢ 0,10% respectivamente.

Na barra de chocolate ao leite, os teores de
teobromina e cafeina encontrados foram de 8,15% e
8,04%, respectivamente. [sses valores sdo inferiores
aos do tipo meio-amargo, uma vez que s30 introdugzi-
dos os sdlidos de leite, além dos componentes normais
atilizados em ambos os tipos de chocolate que sdo a
massa de cacas e manteiga de cacau.

Os aromas npaturais de cacay analisados eram com-
posios de extrate de cacan, extrato de baunilha,
vanilina, etil vanilina ¢ maliol, seado que os teores
de teobromina e cafeina vartaram de G6,11% 2 0,34%
e 0,02% a 0,07% respectivamente.

Virios outros alimentos, tais como biscoitos, be-
bidas ldcteas, coberturas de chocolate, sorvetes, etc,
também foram analisados, conforme apresentados na
Tabela 1.

Os resultados encontrados indicam gue o método &
bastante preciso e exato e gue a técnica guantifica
satisfatoriamente os dois alcaléides, conjuntamente.

A andlise da teobromina ¢ cafeina leva aproxima-
damente 2 horas desde a pesagem da amostra até a
injegio do extrato no cromatdgrafo Houido, com gran-
de vantagem em telagdc ao métode oficial,
gravimétrico utilizado alé entlio, que levava aproxi-
madamente 2 dias.

CONCLUSAO

O método utilizado para quantificar a teobromina
e a cafeina, simultancamente, mostrou-se bastante
exato € preciso, como demonstrado pela avaliagio da
recuperagiio, sugerindo a adocio deste método como
método oficial na determinagio de teobromina.
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TABELA |

Niveis de teobromina e cafeina encontrados nos diferentes alimentos analisados.

NE de mareas N de amostras Média de Intervalo de  Médiade Intervalo Total de

Alimento analisadas analisadas  Teobroming  Teobromina Cafeina de Cafeina Alcaldides
{%) {563 {963 (b} (%01

Barra de choeolats
Ao Leite 2 2 0,15 0,14 - 0,13 (04 0,02 -(,05 6,19
Branco 2 2 0,043 0,00 (3,00 6,00 0,00
Meio-amargo 2 2 0,84 (.74 - 0,88 3,10 0,49 - 0,10 0,94
Alimento Acho- 7 7 1,33 {119 - (1,38 0,04 0,02 - .08 3,37
colatado crt po
Mistura prepa- 3 3 (.15 0,13 - 0,17 (4,02 (3,02 0,17
rada pura bolo
Biscoito recheado 3 4 0,00 6,05 - 0,13 0,01 0,00 - 0,02 4,10
Bebida ldctes 1 i 0,15 0,15 .01 6.01 0,16
Composto Ali- 3 4 0,33 3,15 - 0,64 0,04 0.01- 008 (3,37
mentar
Licor de cacan 4 G 0,03 0.02 - 0,07 8,00 0,80 - 0,01 (0,03
efon chocolate
Cobertura de 2 2 (3,16 13 - 4,28 0,03 (3,02 - 0,403 e
chocolate
Pio de mel 1 H .40 0,09 0,01 3,01 &.10
Beolo 4 4 (.08 4,01 - 6,08 0,00 0,063 0,05
Rocambole i 1 (3,06 {3,006 0. (0,01 (.14
Marshntallow 1 i 0,24 0,24 (.04 0,04 4,28
Alim, enrig. ¢f 2 2 (3,13 0,09 - 0,10 0.0 (.01 0,14
Vil. ¢ sais minerais
Alim. & base de i 1 0,30 0,30 0.1 0,01 0,31
extrato de malte
Cookies i 1 3,30 330 (.04 0,04 0,34
Sorvetes 9 1] 5,08 0.03 - 0,15 0,01 406 - 0,01 0,08
Chocolate em 2 2 0,77 0.75 - 0,78 0,11 0,10 - 0,11 0,88
pé soltivel
Massa de cacan 7 12 1.31 1,12 - 1,30 0,16 0,14 - .20 1.47
Cacau em po 3 3 2,22 2,15 .2.27 0,24 023 - 6,24 2,46
parc, deseng,
Chacolate em 2 2 1,13 1,10-1,13 4,13 120,14 1,26
po pase, deseng.
Aroma natural 4 4 0,24 0,11 -0,34 4,03 002 - 007 0,29

de cacan

Total de amostras analisadas 77
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TABELA

2

Recuperacdo (%} de teobromina e cafeina em diferentes substratos.

AMOSTRA TEGBROMINA CAFEINA
MEDIA Dpr MEDIA*
Massa de cacau 100.8 3.3 95.3
Biscoito Recheado 989 25 1007 2.4
Alimento Achocolatado 97,2 31 G5.4 36
Chocolate em po solovel 1004 2.0 98,4 33
97.5 3.2

Média 963 2.8

# Médta e desvio padrio de andlises em triplicata

O presente wrabalho apresentou um perfii dos
conteddos de teobromina e cafeina em produtos de
chocolale, atendendo A necessidade destes conhe-
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ABSTRACT: In order 10 investigate the levels of theobromine and caffeine, 77 samples of choco-
fate lignor and commercial checolate products were analysed, The samples tested incleded 12 samples
of chocelate Haguor, 4 sampies of cocoa favour and 61 samples of commercial chocolate prodocts like
sweet bar chocelate, milk beverages, biscuirs, cakes, ice-cream, ete from Sifferent brands. A liguid
chromatography technique was developed using a diode aray detecior, 2 C column and methanol-
water ~acetic acid (20:79:1) a5 mobile phase. Quantitation was carried out by external seandardization.

DESCRIPTORS: chocelate products, theobromine and caffeine. high pressure Hguid

chromatographic determination.
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