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METODO DE SEPARACAO E DETERMINACAO DAS BASES
PURINAS CAFEINA E TEOBROMINA (1)

DAYSE SOAVE SPOLADORE e JoAo PauLo F. TEIXEIRA, Segdo de Fitoquimica, Instituto

Agronémico

As bases purinas — cafeina e
teobromina — quando se apresen-
tam juntas em solug¢bes-padrio ou
em produtos vegetais, tornam-se
de dificil separacdo, devido a va-
rios fatores. A cafeina é a 1, 3, 7-
-trimetilxantina e a teobromina
3,7T-dimetilxantina, o que tforna
seus pesos moleculares proéximos,
embora tenham caracteristicas
bastante diversas, como a solubi-
lidade em &gua (2).

Alguns métodos de separacio
j4 foram desenvolvidos com a uti-
lizacdo de cromatografia de placa
e de coluna. O método por croma-
tografia em camada delgada (3)
envolve a separacio em placa e a
retirada do material ap6s revela-
cdo onde é feita a determinacao

de nitrogénio total pelo método
Kjeldahl.

O método de cromatografia
de coluna, desenvolvido por
SHINGLER & CARLTON (%),
utiliza como suporte o acido sili-
cico (H.Si0,), eluindo-se os alca-
l6ides com cloroférmio e cloro-
férmio com 5% de butanol, conse-
guindo-se com isso a separacio de
cafeina, teobromina e teofilina.

O estabelecimento de metodo-
logia eficiente para a separacéo e
determinacdo de alcaloides é ne-
cessaria para estudos de produtos
vegetais, visando principalmente
a caracterizacao desses materiais,
o que se presta tanto como base
de programas de melhoramento
genético envolvendo a alteracdo

(1) Recebida para publicagdo a 20 de outubro de 1979.
() FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL. 2.ed. Sio Paulo, 1959. 1265p.

(3) SENANAYAKE, U. M. & WIJESEKERA, R. O. B. A rapid micromethod for the
separation, identification and estimation of the purine bases: caffeine, theobromine and theophyllin.

J. Chromatography, 32:75-86, 1968.

(*) SHINGLER, A. J. & CARLTON, J. K. Method for the separation and determination of
theophyllin, theobromine and caffeine. Analytical Chemistry, 31(10):1679-1680, 1959.
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desses compostos, como para tra-
balhos exploratérios  buscando
novas fontes vegetais de alcal6i-
des, de grande aplicagéo na indds-
tria farmacéutica.

O objetivo deste trabalho foi
estabelecer uma metodologia para
separacdo e determinacdo das
bases purinas — cafeina e teobro-
mina — visando a futura aplica-
cdo em estudos com améndoas de
cacau.

Aparelhamento: No presente
trabalho, utilizou-se para separa-
¢do dos alcalboides uma coluna cro-
matografica que consistiu em bu-
reta de vidro com capacidade de
100ml], diametro 1,5em, empaco-
tada com alumina béasica (Al;Oz).

Foram pesados 60g de Al,Os,
ao qual se adicionaram 8,18ml de
agua destilada (para atividade V),
homogeneizada com agitacdo me-
canica por trés horas.

Na bureta, colocou-se pequena
porcdo de 14 de vidro e adicio-
nou-se a solucdo de 5% de buta-
nol em cloroférmio. A alumina
recebeu adicao dessa mesma solu-
cdo e foi transferida para a bu-
reta, onde se decantou sem fluxo,
usando-se bastdo para facilitar a
remocdo de bolhas de ar, assim
como vibracdes esporadicas para
permitir a compactacao da alu-
mina. Apds essa operacio, dei-
xou-ge a coluna com solucéio de
solvente, acima da superficie da
alumina. A coluna, ap6és empaco-
tada, apresentou uma altura cons-
tante de 31,6cm.

A solucdo de 5% de butanol
em cloroférmio foi utilizada para
a eluicdo dos alcaléides. Empre-
gou-se um espectrofotometro UV-

visivel, Hitachi-Perkin-Elmer mod.

139, para a leitura das fracdes
eluidas.

EReagentes: Todo o clorofor-
mio utilizado foi lavado com agua
(100ml de cloroférmio para 10ml
de agua destilada) em funil de
separacao.

Para a verificacao da separa-
cao dos alcaloides, foram utiliza-
dos padrées p.a. de cafeina e teo-
bromina. Foi preparada solucido
padrao estoque aquosa contendo
500ppm de cada um dos dois alca-
16ides: a partir desta, foram feitas
diluicdes para concentracdes de
100, 200, 300, 400 e 500ppm, inje-
tados na coluna para separacio e
determinacéo.

Método: O procedimento ado-
tado para operacdo na coluna foi
o seguinte:

a) pesar 7,332 de AlLO; e
adicionar 1ml da solucdo padrio
de trabalho, homogeneizando com
agitacio mecinica até uma mis-
tura uniforme;

b) deixar passar solvente na
coluna até sua superficie se apro-
ximar 15cm do topo da alumina
e colocar papel de filtro com o
didmetro da coluna;

¢) deixar passar mais sol-
vente até préximo da superficie
do papel de filtro, ficando 3em de
solvente, colocar ¢ padrio mais
alumina na coluna e solvente, agi-
tando com bastdo para remocio
de bolhas de ar;

d) comecar a adicdo da mis-
tura de solvente, 5% de butanol
em cloroférmio, para eluicdo, com
vazao de 0,8ml/min, num total de
210m!, mantendo sempre completa
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a coluna com a solucido, para que
ndo houvesse alteracio do fluxo
de saida;

e¢) o eluido foi coletado em
tubos de cultura, calibrados para
5ml, sendo que o primeiro tubo
utilizado recebeu 10ml do solvente
eluido, sendo empregado como
branco na determinacio espectro-
fotométrica;

f) o eluido contido nos qua-
renta tubos foi avaliado em es-
pectrofotometro UV-visivel, em
276,5nm ;

¢g) as absorbidncias obtidas
para cada alcaldide e concentra-
c¢ao foram utilizadas para fazer a
curva padrao de zero a 500u.g,
permitindo o caleulo da recupera-
cdo desses compostos apds eluigéo
pela coluna.

A coluna pode ser usada sem
sofrer recuperacao pelo menos até
dez injecdes de material, devendo,
entretanto, ficar sempre com a so-
lucdo de solventes.

Quando apareceu retarda-
mento na saida dos picos, foi
retirada a alumina da coluna, eva-
porado o solvente e recuperada em
mufla por doze horas, a 800°C,
estando apods esse tratamento em
condicdes de ser utilizada nova-
mente.

Resultados e discussdo: Neste
trabalho, inicialmente foram feitas
tentativas de usar a técnica des-
crita por SHINGLER & CARL-
TON (%), para a separacio das
bases purinas — cafeina e teobro-
mina — segundo trabalho de
MARVEL & RANDS JR. (7}, uti-

() MARVEL, C. S. & RANDS JR, R. D.

72:2642-2646, 1950.

lizando 4cido silicico em coluna
para esse fim. Porém, a separacio
por esse método nao se mostrou
satisfatéria, devido & ma repetibi-
lidade. Além desse problema, essa
téenica, que utiliza acido silicico
(H,Si0;) em coluna, necessita
para eluicic dos compostos dois
sistemas de solventes, cloroférmio
e, posteriormente, 5% de butanol
em cloroférmio. Essa exigéncia
do método apresenta dificuldades
de operacdo, quando da substitui-
cao dos solventes, o que pode ser
a causa da ndo repetibilidade veri-
ficada.

Devido a isso, optou-se pela
substituicdo do 4acido silicico da
coluna por alumina basica que pode
ser utilizada para a separacio dos
alcaléides com um sé sistema de
solventes, ou seja, 5% de butanol
em cloroférmio.

Na figura 1 s&o apresentados
os resultados obtidos na separa-
cao de cafeina e teobromina,
usando a técnica descrita, nas
concentracoes de 100, 200 e 300u.g
de cada alcaléide.

Como se pode verificar pela
figura 1, a separacio em todas as
concentracbes utilizadas foi satis-
fatéria. O mesmo ocorreu para
padroes de 400 e 500ug de cada
alcaldide. O somatério das absor-
béncias verificadas para cada fra-
cdo coletada foi plotado em gra-
fico, como mostrado na figura 2,
em funcio da concentracdo uti-
lizada.

Por essas curvas-padrio,
pode-se avaliar que na faixa de
concentracio utilizada, 0 a 500ug,

Separation of organic acids. J. Am Chem. Soc.,
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Figura 1. - Separacio de cafeina e teobromina obtida em coluna com alumira bisica como suporte e 5% de butanol

em cloroférmio como eluente a partr de solucdes contendo 100, 200 e 300 ng de cada alcaléide.
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Figura 2. - Curvas-padrio de teobromina (2a) e cafeina (2b), obtidas apés eluicio pela coluna de alumina bisica com 5%

de butanol em cloroférmio como eluente, nas concentragdes de O a 500 pg de cada alcaléide.

ha obediéncia a lei de Beer, permi-
tindo a determinacido quantitativa
dos alcaldides eluidos na coluna.

Baseando-se nessas curvas,
foi calculada a determinacéo quan-
titativa dos alcaléides separados
na coluna. Esses dados e os da

recuperacido obtida, que constam
do quadro 1, mostram que a re-
cuperacido que se conseguiu utili-
zando a técnica ora proposta foi
satisfatéria, permitindo que essa
metodologia seja utilizada para
separacio e determinacgéo de alca-
16ides em solucdo.

QUADRO 1. — Resultados quantitativos obtidos apls eluicio com 5% de butanol em
cloroformio de cafeina e teobromina em coluna cromatogrifica com alumina bisica

(atividade V) como suporte

i Cafeina Teobromina
Quantidade - - " -
injetada Quantidade Recuperagao Quantidade Recuperacao
obtida obtida

j13:4 ng %o i34 To

100 95,85 95,85 111,94 111,94
200 190,32 95,16 181,08 90,54
300 290,78 96,93 297,98 99,33
400 375,59 93,90 371,07 92,77
500 475,09 95,02 474,56 95,91
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Para verificacdo da efetivi-
dade da metodologia estudada na
separacéo e determinacio de alca-
l6ides em produtos vegetais, efe-
tuou-se a separacfo, por essa téc-
nica, dos alecaldides presentes em
améndoas fermentadas de cacau,
o8 quais foram extraidos segundo

MEILO et alii (¢), com a utilizacéo
de oxido de magnésio (MgO)
“pesado”,

A figura 3 apresenta a sepa-
racio obtida, mostrando que é

viavel a aplicacdo da metodologia
descrita nesse trabalho para pro-
dutos vegetais.
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Figura 3. - Separagio de cafcina e teoviviuua ...

A METHOD FOR THE SEPARATION AND DETERMINATION OF THE
PURINE BASES: CAFFEINE AND THEOBROMINE

SUMMARY

A method for separation and determination of caffeine and theobromine in plant
material by chromatographic column is presented.

The alkaloids were extracted from the plant material (cocoa bean) by MgO powder,
and separated in chromatographic column using alumina (ALO.) as support and the
solvent was 5% butanol in water washed chloroform. The compound present in the
effluent was determinated by spectrofotometry at 276.5nm.

The results obtained were considered satisfactory for both, standard and plant
material alkaloids solutions.

¢) MELO, M.; CARVALHO, A. & MONACO, L. C. Contribuicdo do porta-enxerto, no
teor de cafeina em grios de café, Bragantia, Campinas, 35:55-61, 1976.





