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RESUMO: Com o objetivo de determinar os teores de teobromina e cafeína, 77 amostras de pro-
dutos de chocolate foram analisadas. As amostras testadas foram 12 amostras de massa de cacau. 4
amostras de aromas de cacau e 6 I amostras de alimentos à base de cacau. tais como barras de choco-
late, bebidas lácteas, biscoitos, bolos, sorvetes, etc. de diferentes marcas. O método utiliza a técnica de
cromatografia líquida de alta eficiência, com detecto r de arranjo de diodos, coluna CIS e fase móvel
metanol - água - ácido acético (20:79: 1). A quantificação foi feita por padronização externa.

DESCRITORES: Produtos de chocolate, Teobromina e cafeína, técnica: Cromatografia líquida
de alta eficiência, determinação.

INTRODUÇÃO

Há um crescente interesse entre os profissionais
da Saúde, no conhecimento do teor de metilxantinas,
entre elas a teobrimina e a cafeína nos produtos ali-
mentícios.

Este fato ocorreu desde que a Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos retirou a
cafeína da lista de drogas geralmente reconhecidas
como seguras, "Lista GRAS" e tem alertado às mu-
lheres, principalmente as grávidas, no sentido de con-
sumir pouco ou mesmo evitar, alimentos e drogas
contendo cafeína".

Existem evidências, ainda que não comprovadas, de
que a cafeína atravessa livremente a placenta, e pode
causar possivelmente defeitos de nascença em humanos
semelhantemente àqueles observados em animais ".

Sob o ponto de vista fisiológico, segundo o Pharma-
ceutical Codex 1979, estes 2 alcalóides atuam em
diferentes níveis: como estimulador do sistema ner-
voso central e como diurético, Enquanto a cafeína tem

* Realizado na Seção de Aditivos e Resíduos de Pesticidas
** Do Instituto Adolfo Lutz.

ação diurética fraca, é um grande estimulador do sis-
tema nervoso central. A teobro mina possui ação
diurética semelhante à cafeína, porém, não possui ação
estimulante do sistema nervoso central 10

A importância da teobromina está no seu metabo-
lismo, uma vez que a metilação da mesma leva a pro-
duzir cafeína".

Existem vários estudos sobre o conteúdo da ca-
feína em chá, café e cacau, porém, poucas informa-
ções sobre o teor de teobromina em produtos de
chocolate 2,4,5, Ó, 7,8.

Os pri meiros trabalhos publicados na literatura so-
bre a análise de cafeína e teobromina eram bastante
diffcies e extremamente morosos, devido à impos-
sibilidade do método clássico utilizado em separar a
cafeína da teobromina. Por outro lado, ainda havia
uma dificuldade suplementar em produtos contendo
grandes quantidades de açúcar.

A análise da teobromina, tal como tem sido feita pelo
método gravimétrico, é bastante onerosa e trabalhosa-".
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Com o advento da cromatografia líquida de alta
eficiência (CLAE), atualmente permite a separação e
quantificação da teobromina e cafeína quando presen-
tes numa mesma amostra! 2. 3, 8, 9.11,13.

Nesse sentido, o presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de determinar a concentração de teo-
bromina e cafeína em amostras de cacau e produtos
de chocolate utilizando a técnica de CLAE.

MATERIAL E MÉTODO

Material

Amostras de cacau de diversas procedências, aro-
mas à base de cacau e produtos de chocolate, tais como
biscoitos, bolos, bebidas lácteas, alimentos acho-
colatados, sorvetes, etc, totalizando 77 amostras fo-
ram adquiridas junto a empresas do ramo e supermer-
cados da Cidade de São Paulo, em colaboração com
o Centro de Vigilância Sanitária da Secretaria de Saú-
de do Estado de São Paulo.

Método

O método empregado foi o descrito por BRERETON
et alii ' cujo procedimento basicamente encontra-se
esquematizado a seguir:

{

aroma - aprox. 1,0g
Amostra cacau - aprox. 0,5g1 prod. choco aprox. 3,Og

Desengorduramento (éter de petróleo)

1
Resíduo

1
Dissolução com água quente

1
Extração da cafeína e teobromina na chapa

elétrica
por aproximadamente 20 minutos

1
Clarificação (solução de Carrez I1 solução de Carrez 2)

Centrifugação

1
Filtrado

1
CLAE (coluna CIS' 280 nm)
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Preparo das Soluções

Solução de Carrez 1: dissolver 219g de acetato de
zinco em aproxidamente 500 ml de água do Milli-Q
e 30 ml de ácido acético 0,1 mollL. Transferir para
um balão volumétrico de 1 litro, completando o vo-
lume com água.

Solução de Carrez 2: dissolver 106g de ferrocianeto
de potássio em aproxidamente 500mL de água e trans-
ferir quantitativamente para um balão volumétrico de
1 litro, complentando-o com água.

Solução-estoque de teobromina (250j..Lg/mL):pesar
50mg de teobrornina, dissolver em água e aquecer, se
necessário, transferindo a solução para um balão
volumétrico de 200 ml., completando-o com água,

Solução-padrão de trabalho de teobromina: diluir
1,2,3,4 e 5rnL da solução-estoque de teobromina para
100mL com água.

Solução-estoque de cafeína (500j..Lg/rnL):pesar 50mg
de cafeína, dissolver em água e completar a 100 ml.,
no balão volumétrico.

Solução-padrão de trabalho de cafeína: diluir 1, 2,
3, 4 e 5mL da solução-estoque de cafeína para 100mL
no balão volumétrico.

Equipamento

Foi utilizado o cromatógrafo líquido Hewlett Packard,
modelo 1090 com detector de arranjo de diodos. As con-
dições cromatográficas de trabalho foram:

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

fase móvel: metanol-água-ácido acético (20:79: 1)

fluxo da fase móvel: f .Oml/min

temperatura do forno: 35°C

comprimento de onda: 280nm

volume de injeção: 20 j..LL

Os solventes e as amostras foram filtradas através
de membranas filtrantes (Millipore) antes de serem
introduzidas no crornatógrafo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os valores de teobromina e cafeína encontrados nos
vários tipos de alimentos coletados de vários super-
mercados da Cidade de São Paulo, são apresentados
na Tabela L
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Para cada marca de alimento foi feita análise em
duplicata e tirado um valor médio.

Os valores apresentados na Tabela 1 representam
a média dos valores médios de cada marca de ali-
mento analisado.

Os teores de teobromina e cafeína foram determina-
dos pelo cálculo das áreas de seus picos cromatográficos,
utilizando o método de padrão externo.

As curvas-padrões de teobromina e cafeína apresen-
taram-se lineares dentro dos intervalos de concentra-
ções examinados de 25ng a 125ng.

A avaliação do teste de recuperação foi conduzida
em quatro diferentes matrizes: massa de cacau, bis-
coitos recheados sabor chocolate, alimentos acho-
colatados e chocolate em pó solúvel.

Inicialmente as amostras foram determinadas quanto
ao contéudo de teobromina e cafeína. Em seguida, as
amostras foram fortificadas com quantidades conhecidas
dos padrões de teobromina e cafeína, isto é, a metade e o
dobro das quantidades encontradas em cada amostra.

Os testes foram realizados em triplicata.

As médias e os desvios-padrões das recuperações
em porcentagem corrigidas pela subtração dos valo-
res-controle encontrados em diferentes substratos
foram de 99,3% e 2,8% para teobromina e 97,5% e
3,3% para cafeína (Tabela 2).

Os teores dos alcalóides teobromina e cafeína encon-
trados na massa de cacau, alimentos achocolatados em
pó, e as barras de chocolate foram semelhantes aos
obtidos por outros pesquisadores+ 5. 9. 13.

É evidente que com o acréscimo da manteiga de
cacau, sólidos lácteos e açúcar à massa de cacau que
é a substância-base ou de partida para todos os pro-
dutos à base de chocolate, ocorre uma diminuição nos
teores de teobromina e cafeína no produto final.

A massa de cacau é um alimento sólido ou semi-
sólido obtida a partir da moagem do miolo da semen-
te de cacau. Foram analisadas 12 amostras de massa
de cacau de 7 diferentes procedências quanto ao con-
teúdo de teobromina e cafeína.

Os valores médios de teobromina e cafeína foram
1,31 % e 0,16%, respectivamente, com variação de
1,12 - 1,50% e 0,14 - 0,20%, respectivamente (Tabe-
la 1). A ligeira variação nos teores dos alcalóides pode
ser atribuída a vários fatores como variedades dife-
rentes, grau de maturidade das sementes na ocasião
da colheita e diferenças no grau de fermentação.

O cacau vendido no comércio (cacau em pó parci-
almente desengordurado) sob a forma de pó é prepa-

rado através da pulverização do material remanescente
após a remoção da matéria graxa (manteiga de cacau)
da massa de cacau.

Uma vez que a teobromina e a cafeína permanecem
na porção não graxa da massa, o cacau comercial
vendido desengordurado possui concentração maior
de teobromina e cafeína que a massa de cacau.

Os valores médios de teobromina e cafeína encon-
trados foram de 2,22% e 0,24% respectivamente.

As barras de chocolate de diversos tipos como ao
leite, branco e meio-amargo também foram pesqui-
sados quanto ao conteúdo de teobromina e cafeína
(Tabela 1).

Como era de se esperar, a barra de chocolate bran-
co não apresentou nenhum conteúdo de teobromina e
cafeína. Em relação à barra de chocolate meio-amar-
go, o teor médio de teobromina e cafeína encontra-
dos foram de 0,84% e 0,10% respectivamente.

Na barra de chocolate ao leite, os teores de
teobromina e cafeína encontrados foram de 0,15% e
0,04%, respectivamente. Esses valores são inferiores
aos do tipo meio-amargo, uma vez que são introduzi-
dos os sólidos de leite, além dos componentes normais
utilizados em ambos os tipos de chocolate que são a
massa de cacau e manteiga de cacau.

Os aromas naturais de cacau analisados eram com-
postos de extrato de cacau, extrato de baunilha,
vanilina, etil vanilina e maltol, sendo que os teores
de teobromina e cafeína variaram de 0,11 % a 0,34%
e 0,02% a 0,07% respectivamente.

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

Os resultados encontrados indicam que o método é
bastante preciso e exato e que a técnica quantifica
satisfatoriamente os dois alcalóides, conjuntamente.

A análise da teobromina e cafeína leva aproxima-
damente 2 horas desde a pesagem da amostra até a
injeção do extrato no cromatógrafo líquido, com gran-
de vantagem em relação ao método oficial,
gravimétrico utilizado até então, que levava aproxi-
madamente 2 dias.

CONCLUSÃO

O método utilizado para quantificar a teobromina
e a cafeína, simultaneamente, mostrou-se bastante
exato e preciso, como demonstrado pela avaliação da
recuperação, sugerindo a adoção deste método como
método oficial na determinação de teobromina.
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TABELA 1

Níveis de teobromina e cafeína encontrados nos diferentes alimentos analisados.

Nº de marcas Nº de amostras Média de Intervalo de Média de Intervalo Total de

Alimento analisadas analisadas Teobromina Teobromina Cafeína de Cafeíua Alcalóides

(%) (%) (%) (%) (%)

Barra de chocolate
Ao Leite 2 2 0,15 0,14 - 0,15 0,04 0,02 -0,05 0,19

Branco 2 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Meio-amargo 2 2 0,84 0,79 - 0,88 0,10 0,09 - 0,10 0,94

Alimento Acho- 7 7 0,33 0,19 - 0,38 0,04 0,02 - 0,08 0,37
colatado em pó

Mistura prepa- 3 3 0,15 0,13-0,17 0,02 0,02 0,17
rada para bolo

Biscoito recheado 3 4 0,09 0,05 - 0,13 0,01 0,00 - 0,02 0,10

Bebida láctea 0,15 0,15 0,01 0,01 0,16

Composto Ali- 3 4 0,33 0,15 - 0,64 0,04 0,01 - 0,08 0,37
mentar

Licor de cacau 4 6 0,03 0,02 - 0,07 0,00 0,00 - 0,01 0,03
e/ou chocolate

Cobertura de 2 2 0,16 0,11 - 0,20 0,03 0,02 - 0,03 0,19
chocolate

Pão de mel 0,09 0,09 0,01 0,01 0,10

Bolo 4 4 0.05 0,01 - 0,08 0,00 0,00 0,05

Rocambole 0,09 0,09 0,01 0,01 0,10

Marshmallow 0,24 0,24 0,04 0,04 0,28

Alim. enriq. c/ 2 2 0,13 0,09 - 0,16 0,01 0,01 0,14
vil. e sais minerais

Alim. à base de 0,30 0,30 0,01 0,01 0,31
extrato de malte

Cookies 0,30 0,30 0,04 0,04 0,34

Sorvetes 9 10 0,08 0,03 - 0,15 0,01 0.00 - 0,01 0.09

Chocolate em 2 2 0,77 0,75 - 0,78 0,11 0,10 - 0,11 0,88
pó solúvel

Massa de cacau 7 12 1,31 1,12 - 1,50 0,16 0,14 - 0,20 1,47

Cacau empó 3 3 2,22 2,15 - 2,27 0,24 0,23 - 0,24 2,46
parco deseng.

Chocolate em 2 2 1,13 1,10 - 1,15 0,13 0,12 - 0,14 1,26
pó parco deseng.

Aroma natural 4 4 0,24 0,11 - 0,34 0,05 0,02 - 0,07 0,29
de cacau

Total de amostras analisadas 77
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Recuperação (%) de teobromina e cafeína em diferentes substratos.

TABELA 2

AMOSTRA TEOBROMINA

MÉDIA DP"

Massa de cacau 100,8 3,5

Biscoito Recheado 98,9 2,5

Alimento Achocolatado 97,2 3,1

Chocolate em pó solúvel 100,4 2,0

Média 99,3 2.8

CAFEÍNA

MÉDIA* DP"

95,3 3,7

100,7 2,4

95,4 3,6
98,4 3,3

97,S 3.3

* Média e desvio padrão de análises em triplicata

o presente trabalho apresentou um perfil dos
conteúdos de teobromina e cafeína em produtos de
chocolate, atendendo à necessidade destes conhe-
cimentos por parte dos profissionais da Saúde.
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ABSTRACT: In order to investigate the levels of theobromiue and caffeine, 77 samples of choco-
late liquor and commercial chocolate products were ana1ysed. The samples tested included 12 samples
of chocolate Iiquor, 4 samp1es of cocoa flavour and 61 samples of commercial chocolate products like
sweet bar chocolate, milk beverages, biscuits, cakes, ice-cream, etc from different brands. A liquid
chromatography technique was developed using a diode array detector, a C[, column and methanol-
water -acetic acid (20:79: I) as mobile phase. Quantitation was carried out by external standardization.

DESCRIPTORS: chocolate products, theobromine and caffeine, high pressure !iquid
chromatographic determination.
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