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RESUMO

O café é um dos frutos mais consumidos do mundo, por este motivo seus componentes Sao
amplamente estudados em diversas areas, como agronomia, biologia, engenharia, quimica,
entre outros. Entre seus componentes, a cafeina € o mais conhecido e estudado devido a sua
acdo estimulante do SNC. Esta propriedade, porém, é acompanhada de efeitos colaterais como
insOnia e taquicardia, e entdo, por este motivo, muitas pessoas preferem consumir o café
descafeinado. Este trabalho visa buscar um método de extragdo sensivel o bastante para auxiliar
pesquisas biotecnoldgicas cujos objetivos envolvam obtencdo de um grdo de café com baixo
teor de cafeina, para isto, foram selecionados 5 métodos de extracdo de cafeina utilizando
diferentes solventes, agua, cloroférmio, 6xido de magnésio, hidroxido de sddio e metanol. Apos
a extracdo, as amostras e solucbes padrdo foram analisadas via HPLC, e em seguida a
quantificacdo e os cromatogramas obtidos foram comparados a fim de definir qual seria o
melhor método de extracdo, levando em consideracdo diversos fatores, como por exemplo
quantidade inicial de amostra, toxicidade em relacdo aos solventes, resolucdo dos picos e
presenca de ruidos. Entre os métodos comparados, a extracdo com metanol obteve o melhor
resultado, com um pico bem resolvido, menor quantidade inicial de amostra e menor toxicidade
(em relacdo ao cloroférmio).

Palavras-chave: HPLC; cafeina; extracéo.
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1. INTRODUCAO

O café é largamente cultivado e consumido no Mundo, sendo o Brasil o maior produtor
e exportador do grdao. O historico de seu cultivo mescla-se com a historia brasileira, dada sua
relevancia econémica e social. O estado de Minas Gerais é, atualmente, o maior produtor
nacional, com destaque para a regido Sul do estado. Além disso, recentemente tem ocorrido sua
expansdo para demais regides, como o Norte e Noroeste de Minas.

Esta planta é conhecida devido seu efeito estimulante, relacionado a cafeina. Esta
molécula esta presente em toda a planta de café e é uma substancia quimica classificada como
alcaloide do grupo das xantinas, e por essa razdo é capaz de excitar ou restaurar as fungdes
cerebrais e bulbares. Apesar de possuir alguns efeitos adversos como taquicardia e insonia, a
cafeina conta ainda com alta atividade antioxidante, em razdo de seus efeitos metabolicos.
Assim, a cafeina, além de consumida por meio do café, possui amplo uso medicamentoso.

Desde a descoberta dos efeitos de seu consumo, varios componentes do café como a
trigonelina, acidos clorogénicos e cafestol sdo amplamente pesquisados, e também a cafeina,
que € o componente mais estudado devido as suas diversas aplicabilidades. O estudo destes
extratos presentes nos vegetais, sdo amplamente utilizados visando entender melhor sua
composigdo e seu metabolismo, e desta forma, auxiliar em diversos estudos, como
melhoramento genético e produtivo. Por este motivo, pesquisadores de todo 0 mundo estudam
a cafeina na planta, sejam em seus frutos, raizes, folhas e também em suas células. Para tais
estudos, algumas vezes é necessaria a extracdo da cafeina.

Para garantir que toda a cafeina presente na amostra ap0s a extracdo seja quantificada,
€ necessario 0 uso de um equipamento que possua alta resolucédo e sensibilidade para detectar
pequenas quantidades, e alta seletividade e especificidade para separa-lo bem de outros
compostos que possam estar presentes no extrato. Apesar de existirem técnicas mais baratas,
elas ndo sdo tdo sensiveis e exatas, por isso a escolha da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, sigla em inglés) que compreende todos estes aspectos necessarios, contando com o alto
poder de separagéo e alta sensibilidade na identificagdo de compostos.

Existem, na literatura, diversos métodos descritos para a determinacdo de cafeina em
amostras farmaceéuticas, café, cha, urina e refrigerantes. Neste sentido, este trabalho objetiva
comparar, principalmente em funcdo de sensibilidade e eficiéncia, diferentes metodologias
encontradas na literatura, para a extragdo de cafeina em extratos vegetais, neste caso, em folhas
de café frescas e secas. Apés a extracdo, para verificar qual o melhor resultado, foi realizada a

aplicacdo da técnica de cromatografia liquida (HPLC) para identificacdo e quantificacdo da



molécula de cafeina.

O experimento visa contemplar uma das linhas de pesquisa do Laboratério Central de
Biologia Molecular (LCBM), onde procura-se obter plantas de café que produza graos
descafeinados ou com pouco teor de cafeina, através de edi¢fes génicas nos genes responsaveis
pela sintese dos compostos chaves na rota de sintese da cafeina.

Para confirmar a ocorréncia do evento de transgenia € necessaria a realizacdo da
quantificacdo da cafeina nas plantas, ainda nas primeiras fases de desenvolvimento in vitro.
Dessa forma, este trabalho visa comparar e estabelecer o melhor método entre os testados para

realizar analises precoces nas plantas provenientes da transformacéo genética.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura do Café (Coffea spp.)

O género Coffea € composto por mais de 100 espécies, com destaque para a Coffea
arabica e a Coffea canephora, em razdo de suas caracteristicas comerciais. Estas recebem nome
vulgar de café arabica e café robusta, respectivamente (COSTA, 2016).

O Brasil ainda hoje é o maior produtor e exportador de café no mundo, com cerca de
61,6 milhdes de sacas beneficiadas na safra 2019/20, sendo 47,4 milhGes de café arabica e 14,3
milhdes de Conilon. A érea cultivada é estimada em 2,16 milhdes de hectares, sendo 80% deste
total correspondente a cultivos de café arabica (1,76 milhdo de ha). Minas Gerais concentra a
maior area com a espécie, 1,031 milh&o de hectares, correspondendo, nesta safra, a 68% da area
ocupada com cafe arabica em ambito nacional. Tal estado € o maior produtor nacional, contando
com 33,4 milhdes de sacas beneficiadas no ano de 2020. A producédo para a regido do Sul de
Minas, a principal do estado, estd estimada em 18.216,3 mil sacas (CONAB, 2020).

O café é uma das bebidas mais populares do mundo, chegando ao consumo aproximado
de 6,7 milhdes de toneladas por ano. Ha algum tempo, o seu consumo vem sendo largamente
difundido na cultura ocidental, uma constante na dieta alimentar, principalmente, durante os
altimos cinco séculos (CAZARIM; UETA, 2014).

Atualmente, o café é consumido quase que em sua totalidade pela infusdo dos graos das
espécies Coffea arabica e Coffea canephora. A bebida é popular em razdo de seu efeito
estimulante associado a cafeina (DURAN et al., 2017). Contudo, outros de seus efeitos
fisioldgicos, relacionados a uma gama de substancias encontradas na bebida, tem sido alvo de
diversos estudos. Dentre estas substéncias destacam-se o cafestol, o caveol, os &cidos
clorogénicos e seu composto mais conhecido, a cafeina (CAZARIM; UETA, 2014).

Algumas pessoas possuem intolerancia a cafeina ou ndo gostam dos efeitos que ela
causa, e por este motivo investem em café descafeinado. Segundo um relatério publicado na
Grand View Research, este é um mercado que foi avaliado em US $ 1,65 bilhdo em 2019 e a
previsdo é de que deve atingir US $ 2,8 bilhdes em 2027. (GVR, 2020)

A conscientizacdo sobre os efeitos da cafeina pode influenciar este aumento de
mercado, porém o processo de descafeinacdo utiliza solventes toxicos como cloreto de
metileno, e que alteram o0 sabor. Pesquisas buscam descobrir um grdo de café colhido
diretamente da planta e que seja sem cafeina para que as propriedades do café e seu complexo
sabor sejam preservados. (BORREL, 2012)
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2.2 Cafeina

A cafeina é uma substéancia quimica de formula CgH10N4O-, classificado como alcaloide
do grupo das xantinas e de nomenclatura 1,3,7-Trimetilpurino-2,6-diona. Esta presente em
algumas plantas e € utilizada no consumo em bebidas, na forma de infusdo, como estimulante.
E 0 composto mais conhecido dentre os presentes no café, contando ainda com alta atividade
antioxidante, em razao de seus efeitos metabolicos, resultantes da acao do acido 1-metildrico e

1-metilxantina os quais possuem efeito preventivo da oxidacdo da LDL (SILVA et al., 2018).

Figura 1 - Formula estrutural da cafeina (1,3,7-Trimetilpurino-2,6-diona).
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Fonte: Do autor (2021).

A cafeina faz parte do grupo das drogas metilxantinas, tal como a teofilina, a teina, a
guaraina e a teobromina. As metilxantinas sdo alcaloides diretamente relacionados que se
distinguem por sua poténcia farmacologica sobre o sistema nervoso central — SNC. Nessa
perspectiva, a cafeina € um composto capaz de excitar ou restaurar as funcbes cerebrais e
bulbares, sem, entretanto, ser classificada como uma droga terapéutica, sendo intensamente
consumida e livremente comercializada, por contar com uma baixa capacidade de indugéo a
dependéncia (PASA; PASA, 2017).

De forma geral, seus efeitos sobre o organismo fundamentam-se em intensificar o estado
de alerta e diminuir a fadiga, podendo incrementar a capacidade de execucdo de certas
atividades. A cafeina ainda conta com estimulo a diurese, em razdo — entre outros mecanismos
— ao aumento dos glomérulos em funcionamento e do fluxo sanguineo renal, ao aumentar os
batimentos cardiacos (GUERRA et al., 2000).
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De modo analogo as demais xantinas, a cafeina conta com efeitos taquicardizantes,
broncodilatadores, estimulantes da secrecdo gastrica, além de ser capaz de alterar a forca de
contracdo do coracdo. Em maior quantidade, causa excitacdo, ansiedade e insbnia e em
individuos que consomem frequentemente causa tolerancia, levando a necessidade de aumentar
0 consumo para o alcance dos efeitos iniciais. A interrup¢do do consumo causa uma sindrome
de abstinéncia com cefaleia, irritabilidade e letargia (GUERRA et al., 2000).

Nas células, a cafeina atua como um antagonista competitivo dos receptores de
adenosina e possivelmente ainda atua ao nivel de receptores, de modo direto, potencializando
a liberacdo do calcio do reticulo sarcoplasmatico, pelo desacoplamento da atividade da ATPase
no musculo esquelético. Como efeito desses mecanismos celulares, a cafeina gera um
incremento na lipdlise, facilita a transmissdo no sistema nervoso central, uma diminuicdo da
concentracdo plasmatica de potassio durante o exercicio, um incremento da forca de contracéo
muscular em baixas frequéncias de estimulacdo e uma reducdo do consumo do glicogénio
muscular (GUERRA et al., 2000).

Por essa razdo a cafeina vem sendo empregada frequentemente de modo agudo,
anteriormente aos exercicios fisicos, com o propdsito de retardar a fadiga e, como efeito,
melhorar o desempenho em atividades de média e longa duragdo (MATA et al., 2020).

Além disso, no Brasil a cafeina estd presente em diversos medicamentos, como
antigripais, analgésicos, antitérmicos e miorrelaxantes. Certos medicamentos indicados para o
alivio dos sintomas do resfriado contém cafeina, com o propdsito de diminuir a sonoléncia
gerada pelos anti-histaminicos. Além disso, medicamentos que contém cafeina podem ser
utilizados sem prescri¢do para aumentar a sensacao de bem estar (SILVA, 2017).

Existem na literatura diversos métodos descritos para a determinacao de cafeina em
amostras farmacéuticas, café, cha, urina e refrigerantes, dentre estes estdo a gravimetria,
espectrofotometria UV-Vis, cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa, HPLC,

eletroforese capilar, espectroscopia IR e eletroquimica (SILVA, 2017).

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC

A cromatografia emergiu no comeco de 1900 quando o botanico russo Mikhail S. Tswett
trabalhou na separagdo de pigmentos extraidos de folhas, conduzindo um solvente por meio de
uma coluna cheia de particulas de vidro. Seu trabalho possuia como propdsito pesquisar a
clorofila e xantofila existente nas plantas. Deste modo, em seu experimento fez percorrer,

através da coluna, a amostra que havia preparado — extrato de solvente de folhas de plantas
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homogeneizadas, seguindo-se a passagem de um solvente puro. A avaliagdo dos pigmentos,
que passaram através da coluna por meio da forca da gravidade, foi realizada por meio da
observacao das faixas com cores distintas (PORTO, 2014).

Com tal avaliacdo, foi possivel que S. Tswett identificasse os distintos pigmentos que
compunham o extrato homogéneo da folha de uma planta e inferiu que a separacao analitica
dos mesmos se fundamentava na forca da atracdo quimica que cada pigmento tinha com a fase
estacionaria. Para fins de conclusdo, os pigmentos que foram intensamente atraidos pelas
particulas da coluna possuiriam uma maior afinidade com a fase estacionaria e, por
consequéncia, tinham fluxo mais lento pela mesma. Em contrapartida, as particulas que foram
mais atraidas pelo solvente e removidas mais rapidamente da coluna possuiriam uma maior
afinidade pela fase movel. Deste modo, cada pigmento percorreu a coluna com uma velocidade
distinta, tornando possivel uma separacdo dos pigmentos que puderam ser posteriormente
analisados e identificados (PORTO, 2014).

Comumente, vincula-se ao hungaro Csaba Horvath, por volta dos anos de 1970 a
sugestdo da sigla HPLC (primordialmente com o significado “High Pressure Liquid
Chromatography” e, subsequentemente, com o progresso da técnica, “High Performance Liquid
Chromatography”) (LANCAS, 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia trata-se de uma técnica analitica de separacéo
de componentes de uma matriz, em que a separacao € dependente da distribuicdo molecular dos
componentes da matriz em duas fases, fase movel, que neste tipo de cromatografia € um liquido,
e a fase estacionaria, que se trata de uma coluna de separacdo de a¢o inox com um tipo de
preenchimento poroso (ROCHA, 2015).

O sistema € constituido pelo reservatorio de fase movel; bomba de alta pressdo que
conduz a fase movel a um determinado fluxo através da coluna; o injetor da amostra que pode
ser tanto de opera¢do automatica ou manual; a coluna cromatografica que pode ser preenchida
por diversos materiais (0 que da versatilidade a técnica); o detector que pode ser de varios tipos

e o registrador, que é o computador que processa 0s dados (SILVA, 2019).
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Figura 2 — Esquema de um cromatdgrafo liquido.

Bomba de
alta pressao
Tubo de = r;——o . Injetor
transferéncia : ' '
da FM ' .
» —
Las =
Coluna | ’ JdL'

l] «—+ Filro

Reservatério I S Sisterma de

da fase movel : : aquisicdo de
. : dados
' % i Detector

Efluente da coluna

Fonte: Silva (2019).

Na HPLC, a fase estacionaria deve ser imiscivel com a fase movel e estas sdo
selecionadas de forma que os constituintes da amostra se distribuam de forma diferenciada. Os
analitos que interagem intensamente com a fase estacionaria possuem fluxo mais lento na fase
movel e, assim, sdo eluidos posteriormente aos componentes com interacdo mais fraca com a
fase estacionaria. Tal retencdo seletiva dos componentes da amostra tem por consequéncia
movimentos distintos dos componentes de interesse, 0 que possibilita sua identificacdo
(SILVA, 2019).

A HPLC é o tipo de maior versatilidade e intensamente empregado de cromatografia
por eluicdo, utilizado para detectar, quantificar e purificar substancias em matrizes de amostras
distintas, oriundas de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos. Além disso, possui
vantagens em relacdo as demais metodologias de separagdo e analise de misturas quimicas, tais
como: 1) a hipdtese de emprego em diversos tipos de amostras; 2) alta precisao e resolucdo dos
resultados obtidos; 3) menor tempo de analise, em comparacdo a outras técnicas
cromatograficas; 4) sensibilidade consideravel, em razéo do emprego de detectores com maior
tecnologia; 5) boa reprodutibilidade (BRAGA, 2018).

Os mecanismos de separac¢do sdo estritamente dependentes das interagdes que se ddo
entre o analito, a fase mdvel e a fase estacionaria, e podem ocorrer por processos fisicos,

quimicos ou mecanicos. Os principais tipos sdo: adsorcao, troca iénica, particido, exclusao por
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tamanho, afinidade ou interagfes estereoquimicas, e dependem da natureza quimica das
substancias que serdo separadas, de fatores vinculados a composi¢éo e vazao da fase movel e a

composicdo da fase estacionaria (BRAGA, 2018).

2.4 Solventes e compostos utilizados
2.4.1 Metanol

O Metanol (CH30OH) é um liquido claro, incolor, volatil, de elevada polaridade que
possui um odor intrinseco, denominado “espirito da madeira”. Manifesta reacdes caracteristicas
de alcoois alifaticos. Ainda € conhecido como Carbinol, Hidroxido de Metila,
Monohidroximetano, Alcool Metilico e Wood alchool (LIMA NETO, 2009).

Figura 3 — Estrutura quimica do metanol.

H
H. »
\C.-\\OH

|
H

Fonte: Lima Neto (2009).

A sintese do metanol foi iniciada no fim do século de XIX, sendo isolado de mistura
resultante da pirolise da madeira. Os grupos de pesquisa e desenvolvimento, no comec¢o do
século XX visavam a conversdo de gas de sintese (CO+H2) em combustiveis liquidos e produtos
quimicos. Uma das técnicas mais empregadas era a sintese de Fischer-Tropsch que, por catélise
metal/alcali, coproduzia o metanol. Na atualidade o metanol é industrializado em sua grande
maioria a partir do gas natural, mediante um processo catalitico de alta atividade e seletividade
(LIMA NETO, 2009).

2.4.2 Agua ultrapurificada

A 4gua ultrapurificada conta com reduzida concentracdo de ions, reduzida carga
microbiana e reduzidos niveis de carbono organico total. Este tipo de 4gua é exigido em usos
mais especificos, especialmente em laboratérios de pesquisa, para diluicdo de substancias, em
controle de qualidade e na limpeza final de equipamentos e utensilios empregados em processos

gue possuam contato direto com a amostra que exija tal nivel de pureza. Este tipo de agua é
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indicada para metodologias de analise que se faga necessaria minima interferéncia e maxima
precisdo e exatiddo (ANVISA, 2017).

O emprego de agua ultrapurificada em analises quantitativas a niveis de tragos de analito
é imprescindivel para a aquisi¢do de dados analiticos precisos. Outros exemplos de uso da agua
ultrapurificada sdo: andlises de residuos, entre eles os tracos de elementos minerais,
endotoxinas, preparacdes de calibradores, controles e substancia quimica de referéncia, etc. Em
analises por: espectrometria de absorcdo atdbmica em geral, ICP/10S, ICP/MS, espectrometria
de massa, procedimentos enzimaticos, cromatografia a gas, cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (determinacdo de residuos em ppm ou ppb), metodologias em biologia molecular e
com cultivo celular, etc (ANVISA, 2017).

Este tipo de agua deve ser empregada no instante em que é obtida, ou no mesmo dia da
coleta. O laboratério deve empregar o mesmo de tipo de dgua exigido para a analise da
preparacdo das amostras, na obtencdo das solugdes empregadas na construcdo da curva
analitica, no preparo de solucdes, brancos de amostras, na limpeza final do material e em toda
a vidraria que estara em contato direto com a amostra, sempre que for prudente (ANVISA,
2017).

A agua ultrapurificada é caracterizada por condutividade de 0,055 a 0,1 mS/cm a 25,0
°C + 0,5 °C (resistividade > 18,0 MQ.cm), carbono organico total (COT) < 0,05 mg/L (alguns
casos < 0,03 mg/L), endotoxinas < 0,03 UE/mL e contagem total de bactérias < 10 UFC/100
mL (ANVISA, 2017).

2.4.3 Cloroférmio

O cloroférmio, de férmula molecular CHCIz e peso molecular 119,39, é um liquido
claro, volatil e com odor caracteristico, empregado como solvente em varios produtos (vernizes,
ceras, gorduras, 6leos, graxas), agente de limpeza a seco, anestésico, em extintores de incéndio,
intermediario na fabricacdo de corantes e agrotdxicos, fumigante para graos e na fabricacdo de
hidroclorofluorcarbonos (HCFC) (CETESB, 2017).
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Figura 4 — Estrutura quimica do cloroférmio
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Fonte: CETESB (2017).

Atualmente seu uso como anestésico e em determinados medicamentos e cosméticos é
proibido em alguns paises (CETESB, 2017).

2.4.4 Oxido de Magnésio

O oxido de magnesio, de formula MgO é um po fino branco, inodoro e de densidade
relativa de 3,58g/mL. Esse composto é capaz de se ligar a moléculas formando complexos
insoluveis, além da possibilidade de utilizagdo como um material refratario. Em razdo da
estabilidade desse solvente quando submetido a altas temperaturas, ele ainda é largamente
empregado na catalise de reacOes. A presenca de sitios basicos em sua superficie, juntamente
com areas especificas elevadas, torna possivel seu emprego como catalisador de muitos

processos organicos formando sais insoltveis (ARAUJO, 2011).

2.4.5 Hidroxido de sodio

O hidréxido de sodio, de formula NaOH e massa molar 40 g/mol, é um sélido inodoro
branco apresentado como granulos, flocos ou pastilhas. Este reagente apresenta pH 14, quando
em solucdo aquosa. E altamente higroscopico e solivel em éagua e etanol e insolGvel em
solventes apolares. Quando em solucdo aquosa é considerado uma base forte e por essa
caracteristica € empregado em diversos processos industriais, como fabricacao de papel, tecido,
sabdo e detergente. Ainda é utilizado na purificacdo da &gua e como reagente laboratorial
(CETESB, 2020).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes

Os reagentes metanol, cloroférmio, 6xido de magnésio e hidroxido de sodio, além de
agua ultrapura, foram utilizados para a preparacdo das solucdes extratoras utilizadas nos
diferentes processos de extracao.

3.2 Preparacao das amostras

Para a realizacdo do experimento, foi utilizado café da espécie Coffea arabica da
variedade Catuai, onde as amostras foram retiradas de plantas jovens, em vasos, com
aproximadamente 15 cm de altura, foi preparada uma mistura das folhas, com excecdo dos
cotilédones. As amostras foram preparadas de duas diferentes formas: frescas (Figura 5) e secas
em estufa (Figura 6).

Figura 5 — Folhas frescas de café

Fonte: Do autor (2021).

Figura 6 — Folhas secas de café

Fonte: Do autor (2021).
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As folhas foram maceradas com o almofariz utilizando nitrogénio liquido até se
transformarem em um po fino, em seguida foram armazenadas a -80°C até o momento da

extragéo.

3.3 Processo de extracao
Para garantir confiabilidade ao resultado dos protocolos de extracao, as analises
foram feitas em triplicata para cada tipo de amostra, além disso os protocolos de extracao

foram adaptados aos equipamentos que o laboratério disponibilizava.

3.3.1 Extracdo com cloroférmio

Baseado no método de Fernandes (2007) foram pesadas 150 mg de amostra
(Quadro 1) em que foram adicionados 1500 pL de cloroférmio, em seguida a mistura foi
deixada sob agitacdo mecanica por 20 minutos a temperatura ambiente.

Apds a agitacao, os tubos contendo as amostras foram centrifugados por 5 minutos
a 13000 g e temperatura ambiente, apds o término, o sobrenadante foi coletado e filtrado
com filtro hidrofébico de 0,22um. Em seguida o cloroférmio foi evaporado com a ajuda
do concentrador e o residuo foi ressuspendido em 1000uL de agua ultrapura e novamente

foi filtrado utilizando filtro hidrofilico de 0,22um de didmetro de poro.

Quadro 1 - Massa das amostras para extracdo com cloroférmio.

Amostra Fresca Amostra Seca
Replicata | Massa (mg) | Replicata | Massa (mg)

1 158,30 1 131,90

2 166,20 2 139,20

3 165,50 3 155,00

Fonte: Do autor (2021).

3.3.2 Extragdo com 6xido de magnésio

Segundo a metodologia proposta por Madeira et al. (2017), foram pesados 150
mg de amostra (Quadro 2) e 600 mg de éxido de magnésio, em seguida 10 ml de agua
foram adicionados e a mistura foi deixada em banho-maria fervente por 20 minutos, e
homogeneizando algumas vezes. Apos este processo foi colhido o sobrenadante e filtrado

com filtro hidrofilico 0,22 um de diametro de poro.



19

Quadro 2 - Massa das amostras para extracdo com Oxido de magnésio.

Amostra Fresca Amostra Seca
Replicata | Massa (mg) | Replicata | Massa (mg)

1 163,00 1 153,80

2 158,90 2 148,80

3 160,70 3 152,30

Fonte: Do autor (2021).

3.3.3 Extragdo com agua

Baseado na metodologia tradicional utilizada no cotidiano, foram pesados 200 mg
de amostra (Quadro 3) e adicionados 2 ml de agua ultrapura, em seguida as amostras
foram deixadas em banho ultrassénico por 30 minutos e logo apo6s filtradas com filtro
0,22 pm de didmetro de poro.

Quadro 3 - Massa das amostras para extracdo com agua.
Amostra Fresca Amostra Seca

Replicata | Massa (mg) | Replicata | Massa (mg)

1 205,10 1 200,00
2 212,90 2 207,50
3 210,60 3 208,60

Fonte: Do autor (2021).

3.3.4 Extracao com hidroxido de sodio
De acordo com a metodologia proposta por Bizzotto et al (2013) foram pesados
200 mg de amostra (Quadro 4) e adicionados 2 ml de NaOH (0,2 mol/L) e 4 mL de
cloroférmio, a mistura foi deixada sob agitacdo mecénica por 7 minutos e em seguida a
fase organica foi separada, e a fase aquosa foi lavada 3 vezes com 1 mL de cloroférmio.
Apds este processo o cloroférmio foi evaporado com ajuda do concentrador e 0
residuo foi ressuspendido em 1 mL de &gua ultrapura e filtrado com filtro 0,22 um de

didametro de poro.
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Quadro 4 - Massa das amostras para extracdo com cloroférmio.
Amostra Fresca Amostra Seca

Replicata | Massa (mg) | Replicata | Massa (mg)

1 208,40 1 203,40
2 217,80 2 206,90
3 203,50 3 217,10

Fonte: Do autor (2020).

3.3.5 Extragdo com metanol

Segundo a metodologia descrita por Zhao et al (2014) foram pesados 50 mg de
amostra (Quadro 5) e adicionados 1250 pL de metanol 80%, em seguida as amostras
foram submetidas ao vortex e deixadas no banho seco por 30 minutos a 900 rpm e 70°C.
Ao término deste processo as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 35009 e
4°C, em seguida o sobrenadante foi recolhido e filtrado com filtro 0,22 um de diametro

de poro.

Quadro 5 - Massa das amostras para extracdo com cloroférmio
Amostra Fresca Amostra Seca

Replicata | Massa (mg) | Replicata | Massa (mg)

1 57,10 1 59,30
2 59,70 2 58,80
3 59,80 3 59,80

Fonte: Do autor (2020).

3.4 Curva analitica

Para a quantificacao da cafeina presente nas amostras foi necessario a preparacéo
de solucGes padrdo com as seguintes concentragdes: 0,1 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 10 ppm,
50 ppm e 100 ppm. A partir disto foi obtida a seguinte curva analitica: y = 15960,2.x +
15359,1 com r2= 0,9995.

3.5 Processo de analise

ApoOs 0s processos de extracdo as amostras foram submetidas a analise em um
sistema HPLC Shimadzu, constituido por duas bombas LC-20AD, degaseificador DGU-
20A3, sistema de controle CBM-20A, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A e

amostrador automatico SIL-20AHT. Os dados foram adquiridos e processados com uso



21

do software LC-Solution. Os resultados foram obtidos através do comprimento de onda
de 274 nm e a corrida foi realizada utilizando Coluna Ascentis Express Cig, 15cm X
2,1mm, 2,7um (Supelco) e Coluna de guarda Ascentis Express C1g, 5mm x 2,1mm, 2,7um
(Supelco), volume de injecdo de 20 pL e temperatura do forno a 40°C. Além disso a
corrido dura 7 minutos, com um fluxo de 2 mL/min de uma fase mével composta de 83%

agua, 11% metanol e 6% acetonitrila.
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4. RESULTADOS

Como resultado das analises foram encontradas as concentracfes de cafeina em
mg/L e sua porcentagem em relagdo a massa total de amostra, além disso, devido ao fato
de as analises serem realizadas em triplicata, também foi possivel obter a média e o desvio
padrdo para cada tipo de amostra e metodologia.

Através da injecdo com padrdo de cafeina, foi possivel identificar o tempo de
retencdo da molécula como 3,2 minutos.

De acordo com Clarke & Macrae (2011) a espécie de café em questdo possui
aproximadamente 1% de cafeina, dessa forma, esse sera o valor de referéncia utilizado

para fins de comparacao. Os resultados obtidos sdo apresentados abaixo:

4.1 Extracao com cloroférmio

A utilizagdo do cloroférmio se da pelo fato da cafeina ser mais solivel neste
composto do que em &gua, dessa forma é esperado que ele extraia melhor a molécula em
questao.

A extracdo com cloroférmio, tanto para amostras frescas quanto para secas, apesar
de ter apresentado uma porcentagem baixa em relacdo ao esperado (Quadros 6 e 7),
obteve-se um cromatograma (Figuras 7 e 8) com picos bem resolvidos e sem a presenca
de ruidos, além disso € possivel perceber a presenca de um pico bem resolvido referente

a trigonelina em 1,7 minutos, que foi confirmado através da adi¢do de padréo.

Quadro 6 - Quantificacdo de cafeina em folhas frescas e extracdo com cloroférmio.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 105,17 0,066
2 90,05 0,054
3 52,95 0,032

Fonte: Do autor (2021).

Quadro 7 - Quantificacdo de cafeina em folhas secas e extracdo com cloroférmio.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 35,24 0,027
2 85,55 0,061
3 60,42 0,039

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 7 - Cromatograma referente a extracdo com cloroférmio em folhas frescas, 3 replicatas.
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Fonte: Do autor (2021).

Figura 8 - Cromatograma referente a extracdo com cloroférmio em folhas secas, 3 replicatas.
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A trigonelina (Figura 9) é um alcal6ide encontrado no café, que pode influenciar
principalmente sua funcao nutricional, mas também no sabor. Em gréos de café, durante
a torrefacdo, a trigonelina é degrada termicamente, se transformando em acido nicotinico
e outros produtos (figura 10) também conhecido como niacina, ou vitamina B3. Apos a
torrefacdo, a trigonelina restante influencia no amargor encontrado no café. (SALDANA,
1997)

Figura 9 — Estrutura da trigonelina.
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Fonte: Silva et al. (2013).
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Figura 10 — Degradacéo da trigonelina
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Fonte: Saldafia (1997).

4.2 Extracdo com 6xido de magnésio

A presenca de taninos em extratos vegetais podem ser uma complicacao para a
extracdo da cafeina, uma vez que associam através de ligagdes de hidrogénio do dtomo
de nitrogénio ndo metilado da cafeina e o grupo hidroxila dos taninos (Figura 11)
(RIBEIRO et al, 2012).
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Figura 11 - Complexo formado entre um tanino e moléculas de cafeina.
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Fonte: Do autor (2021).

Dessa forma, a utilizacdo do 6xido de magnésio visa a formacao de sais insoluveis
com 0s taninos, que se precipitam em agua e deixam a cafeina livre para ser extraida.
(BRENELLI, 2003)

Ao observar a quantificacdo da cafeina (Quadros 8 e 9), é também possivel
constatar que os resultados obtidos estdo abaixo do valor de referéncia. Em relacdo ao
cromatograma (Figuras 12 e 13), também & possivel perceber a presenca de ruidos e picos
indesejaveis.

Estes picos podem ser referentes ao 6xido de magnésio utilizado a extracéo, porém
ao comparar os resultados com a extracdo utilizando cloroférmio, é possivel notar um
aumento da % de cafeina, por se tratarem de amostras inicialmente iguais, podemos
atribuir este aumento a utilizacdo do 6xido de magnésio, que cumpre sua funcéo de deixar

a cafeina livre dos taninos.
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Quadro 8 - Quantificacdo de cafeina em folhas frescas e extracdo com éxido de magnésio.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 14,10 0,087
2 12,45 0,078
3 13,00 0,081

Fonte: Do autor (2021).

Quadro 9 - Quantificacdo de cafeina em folhas secas e extracdo com 6xido de magnesio.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 55,40 0,360
2 49,80 0,335
3 56,40 0,370

Fonte: Do autor (2021).

Figura 12 — Cromatograma referente a extragdo com 6xido de magnésio em folhas frescas,
3 replicatas.

u
5000 Time | 6.559 Irten. L

?suoé
3 Cafeina
7000

¥

5500
5000 ﬂ
5500
5000
4500
4000
3500
30004

2500

2000

15003

10005

500
0

-500

oo 0!5 1 !D 1 !5 2!0 2!5 3!0 3!5 4!0 4!5 5!0 5!5 B!D 8!5 minI

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 13 — Cromatograma referente a extracdo com 6xido de magnésio em folhas secas,
3 replicatas.
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Fonte: Do autor (2021).

4.3 Extracdo com 4gua

A extragcdo com agua segue 0 mesmo principio que usamos ao fazer café coado
em casa: a infusdo. Apesar da cafeina ndo ser muito sollvel em agua a temperatura
ambiente, a medida que a temperatura aumenta, as interacfes intermoleculares aumentam
e a solubilidade da cafeina também aumenta. Por este motivo optamos por utilizar o banho
ultrassonico, aumentando as interacBes e solubilizando a cafeina na agua para, em
seguida, ser quantificada.

Este processo de extracdo resultou em um padrdo cromatografico (Figuras 14 e
15) bem parecido com o da extragdo com Oxido de magnésio, e da mesma forma, néo
possui um pico simétrico e bem resolvido, j& que apresenta um ombro em seu cume. Em
relacdo a quantificacdo (Quadros 10 e 11), os resultados também ficaram abaixo do valor

de referéncia.
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Quadro 10 - Quantificacdo de cafeina em folhas frescas e extragdo com agua.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 83,30 0,081
2 70,10 0,066
3 72,80 0,069

Quadro 11: Quantificacdo de cafeina em folhas secas e extragdo com agua.

Fonte: Do autor (2021).

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 242,40 0,242
2 124,80 0,120
3 157,80 0,151

Fonte: Do autor (2021).

Figura 14 — Cromatograma referente a extracdo com agua em folhas frescas, 3 replicatas.
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Figura 15 — Cromatograma referente a extracdo com agua em folhas secas, 3 replicatas.
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Fonte: Do autor (2021).

4.4 Extracao com hidroxido de sédio

Para este processo de extracdo, a solucao de hidréxido de sédio foi utilizado para
extrair a cafeina da amostra, e em seguida o cloroférmio foi utilizado na intencdo de
‘retirar’ a cafeina da fase alcalina, visto que ela € extremamente solUvel na fase organica.

A quantificacdo apresentou valores bem baixos (Quadros 12 e 13) e ao observar o
cromatograma das amostras frescas (Figura 16) podemos perceber que a linha de base
possui bastante ruido, além de apresentar um ombro no cume do pico.

Entretanto, o cromatograma das amostras secas (Figura 17) apresentou uma linha
de base bem limpa, com um pico bem resolvido, porém, apresentou um ombro em seu
cume.

Além disso, foi possivel constatar um erro no processo de extragdo, uma vez que

duas das trés amostras frescas ndo apresentaram sequer o pico referente a cafeina.
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Quadro 12 - Quantificacdo de cafeina em folhas frescas e extracdo com hidroxido de

sodio.
Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 0,43 0,000
2 0,00 0,000
3 16,36 0,008

Fonte: Do autor (2021).

Quadro 13 - Quantificacdo de cafeina em folhas secas e extracdo com hidroxido de sddio.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 437,23 0,215
2 582,62 0,282
3 514,17 0,237

Fonte: Do autor (2021).

Figura 16 — Cromatograma referente a extracdo com hidroxido de sodio em folhas frescas,

3 replicatas.
uy
] Time | 6026 Ifen. 73,360
52500
30000 i Cafeina
27500
25000
22500
20000
17500
15000
12500
10000
7500
5000
2500
0 A —
i T T T T T T T T T T T T T T
0. 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 B0 B5  min

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 17 — Cromatograma referente a extragdo com hidroxido de sodio em folhas secas,

3 replicatas.
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4.5 Extragdo com metanol

45 50 55 =301

T
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Ao observar a quantificagdo (Quadros 14 e 15) referente a extragdo com metanol

podemos observar que, novamente, os valores ficaram abaixo dos valores de referéncia.

E observando os cromatogramas (Figuras 18 e 19) podemos perceber uma linha de base

com muito ruido, além do ombro presente na extremidade do pico.

Quadro 14 - Quantificacdo de cafeina em folhas frescas e extracdo com metanol.

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de Cafeina
1 29,50 0,065
2 55,20 0,116
3 26,90 0,056

Quadro 15 - Quantificacdo de cafeina em folhas secas e extracdo com metanol.

Fonte: Do autor (2021).

Replicata | Concentracdo Cafeina (ppm) % de cafeina
1 242,90 0,512
2 252,70 0,537
3 255,10 0,533

Fonte: Do autor (2021).



Figura 18 — Cromatograma referente a extragdo com metanol em folhas frescas, 3 replicatas.
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Figura 19 — Cromatograma referente a extragdo com metanol em folhas secas, 3 replicatas.
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4.6 Comparacdo entre os métodos
Inicialmente na comparacdo dos métodos é observada a média da porcentagem de

cafeina das amostras em cada extracdo (Quadro 16).

Quadro 16 - Dados estatisticos das extragdes.

Tipo de amostra MEDIA DESVIO PADRAO
Cloroférmio Fresca 0,05 0,017
Seca 0,04 0,018
Oxido de Fresca 0,08 0,004
Magnésio Seca 0,36 0,018
Agua Fresca 0,07 0,008
Seca 0,17 0,063
Hidréxido de Fresca 0,01 0,000
Sodio Seca 0,24 0,034
Metanol Fresca 0,08 0,032
Seca 0,53 0,014

Fonte: Do autor (2021).

Ao observar as médias, todas ficaram abaixo do valor de referéncia, porém é
importante lembrar que este valor de referéncia é variavel, pois até o horario do dia em
que a folha € colhida influencia na quantidade de cafeina presente na mesma, mas o
processo que mais se aproximou foi a extragdo utilizando metanol em amostras secas.

Além disso, dentre todos os métodos este é o que utiliza a menor quantidade de
matéria na hora da extracdo: 50 mg. Entretanto seu cromatograma néo ficou tdo limpo
quanto o esperado, ou com um pico bem resolvido.

O cromatograma mais préximo do esperado seria 0s apresentados na extragdo com
cloroférmio, que apresentou o pico bem limpo e além disso, também foi capaz de detectar
a trigonelina, que também € muito estudada por pesquisadores da area cafeeira.

Entre todos os metodos, os melhores foram: com cloroformio devido ao
cromatograma, e com metanol, devido a baixa quantidade de amostra necesséria,
quantificacdo e melhor eficiéncia da extragéo.

Outro fator muito importante na hora de escolher o melhor método de extracao é
pensar na toxicidade do solvente utilizado. Segundo as fichas técnicas do cloroférmio e
do metanol, apresentadas pelas empresas CHEMCO e SOUTHERN, respectivamente, o
cloroférmio apresenta toxicidade aguda oral DL 50 de 2000 mg/kg, enquanto o metanol
apresenta 7300 mg/L, ambas testadas em ratos. Dessa forma, podemos concluir que o
cloroférmio é mais prejudicial a satde, pois necessita de uma menor quantidade de

produto para se tornar téxico.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos foi notavel que a utilizacdo de amostras secas
favoreceu o processo de extracao, também foi possivel definir os dois melhores métodos,
porém entre eles, observando a quantificacdo, quantidade de amostra necesséria,
cromatogramas e toxicidade, foi possivel concluir que o melhor método é o processo de
extracdo com metanol. Além disso, é importante ressaltar que a extracdo com cloroférmio
também obteve a identificacdo da trigonelina. Em relacdo ao metanol, apesar de ser
necessario um novo estudo para melhoria do método analitico em relagdo aos

cromatogramas, ele se mostrou muito eficiente no objetivo proposto.



35

REFERENCIAS

ANVISA. Consulta Publican® 312, de 20 de fevereiro de 2017. [S. I.], 2017. Disponivel
em:
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2949405/CONSULTA+PUBLICA+N+312
+COFAR.pdf/31ad3eb8-888c-434e-b7e6-119191479504. Acesso em: 7 abr. 2020.

ARAUJO, D. R. Sintese e caracterizacio de 6xido de magnésio obtido por diferentes
técnicas e sua aplicacdo na producdo de Biodiesel. 2011. 118 f. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, 2011. Disponivel em:
https://repositorio.unb.br/handle/10482/8898. Acesso em: 3 fev. 2021.

ARAUJO, M. N. Extracdo de 6leo de borra de café usando dioxido de carbono
supercitrico e etanol (scCO2+EtOH). 2019. 119 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) - Pds-Graduacdo em Engenharia Quimica, Setor de Tecnologia,
Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR, 2019. Disponivel em:
https://www.prppg.ufpr.br/siga/visitante/trabalhoConclusaoWS?idpessoal=58977 &idpr
ograma=40001016056P9&anobase=2019&idtc=6. Acesso em: 1 abr. 2020.

B1ZZOTTO, C. S. Multivariate optimization of residual caffeine extraction from
decaffeinated coffee. Eclética Quimica, Campinas, v. 38, p. 45-53, jan. 2013. Disponivel
em: https://revista.iq.unesp.br/ojs/index.php/ecletica/article/view/98/67. Acesso em: 11
jan. 2021.

BORRELL, B. Plant biotechnology: Make it a decaf. Nature News,v. 483, p. 264-266,
15 mar. 2012. Disponivel em: https://www.nature.com/news/polopoly_fs/
1.10212!/menu/main/topColumns/topLeftColumn/pdf/483264a.pdf. Acesso em: 17 abr.
2021.

BRAGA, S. L.Guia para desenvolvimento e otimizacdo de métodos por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia para quantificacdo de farmacos. 2018. 66
f. Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado em Farmacia) - Universidade Federal
de Ouro Preto, Ouro Preto, MG, 2018. Disponivel em:
https://www.monografias.ufop.br/bitstream/35400000/1070/1/MONOGRAFIA_GuiaDe
senvolvimentoOtimiza%C3%A7%C3%A30.pdf. Acesso em: 20 nov. 2020.

BRENELLI, E. C. S. A extracdo de cafeina em bebidas estimulantes: uma nova
abordagem para um experimento classico em quimica organica. Quimica Nova [online],
v.26, n.1, p.136-138, 2003. Disponivel em: https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
40422003000100023&script=sci_abstract&tlng=pt. Acesso em: 21 jan. 2021


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=BRENELLI,+EUGENIA+CRISTINA+SOUZA

36

CAZARIM, M. S.; UETA, J. Café: uma bebida rica em substéncias com efeitos
clinicos importantes, em especial a cafeina. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica
e Aplicada, v. 35, ed. 3, p. 363-370, 2014.

CETESB. Cloroférmio.  Sdo  Paulo, SP, mar 2017. Disponivel em:
https://cetesb.sp.gov.br/laboratorios/wp-
content/uploads/sites/24/2013/11/Cloroformio.pdf. Acesso em: 2 fev. 2021.

CETESB. Hidroxido de sodio. Sdo Paulo, SP, jul 2020. Disponivel em:
https://cetesb.sp.gov.br/laboratorios/wp-
content/uploads/sites/24/2013/11/Cloroformio.pdf. Acesso em: 2 fev. 2021.

CHEMCO INDUSTRIA E COMERCIO LTDA (CHEMCO). Ficha de informacdes de
seguranca de produto quimico. Disponivel em:
http://www.dbi.ufla.br/biologiacelular/wp-content/uploads/Clorof%C3%B3rmio.pdf.
Acesso em: 05 fev. 2021.

CLARKE, R. J.; MACRAE, R. Coffee: Volume 2: technology. Nova York: Elsevier
Science Publishers, 2011. Disponivel em:
https://books.google.com.br/books?id=NIcGCAAAQBAJ&printsec=copyright&redir_e
sc=y#v=onepage&q&f=false . Acesso em: 02 fev. 2021

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da safra
brasileira de café, v. 6- Safra 2020, n. 3 - Terceiro levantamento, Brasilia, p. 1-54,
setembro 2020. ISSN 2318-7913.

COSTA, J. O. Padrdes de resposta termal ao déficit hidrico na cultura do café
irrigado por gotejamento. 2016. 99 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) -
Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, SP, 2016. Disponivel em:
http://200.235.128.121/bitstream/handle/123456789/11998/Dissertacao_Jefferson%20d
e%200liveira%20Costa.pdf?sequence=1&isAllowed=y. Acesso em: 11 nov. 2020.

DURAN, C. A. A. et al. Café: Aspectos Gerais e seu Aproveitamento para além da
Bebida. Revista Virtual de Quimica, v. 9, ed. 1, p. 107-134, 2017. Disponivel em:
http://static.sites.sbq.org.br/rvg.sbg.org.br/pdf/v9nl1al0.pdf. Acesso em: 5 jan. 2021.



37

FASSIO, L. H.; SILVA, A. E. S. Importancia Econdmica e Social do Café Conilon. In:
FERRAO, R. G. et al. (ed.). Café Conilon. 1. ed. Vitoria, ES: Embrapa, 2007. p. 34-49.
ISBN 978-85-89274-12-8.

FERNANDES, G. et al. Extracédo e purificacdo de cafeina da casca de café. 2007. 126
f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Engenharia Quimica, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, 2007. Disponivel em:
https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/15255/1/GFernandesDISSPRT .pdf.
Acesso em: 11 jan. 2021

GUERRA, R. O. et al. Cafeina e esporte. Revista Brasileira de Medicina e Esporte,
Niter6i, v. 6,n. 2, p. 60-62, abr  2000. Disponivel  em:
http://lwww.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1517-
86922000000200006&Ing=en&nrm=iso. Acesso em: 7 jan 2021. (MATA et al., 2020).
Grand View Research (GVR). Decaffeinated Coffee Market Size, Industry Report,
2020-2027. Market  Analysis Report, 2020. 80 p. Disponivel em:
https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/decaf-coffee-market. Acesso em:
17 abr. 2021.

LANCAS, F. M. A Cromatografia Liquida Moderna e a Espectrometria de Massas:
finalmente “compativeis?” Scientia Chromatographica, Sdo Paulo, SP, v. 1, ed. 2, p. 35-
61, 2009. Disponivel em:
http://www.iicweb.org/scientiachromatographica.com/files/vin2a4.pdf. Acesso em: 25
mar. 2020.

LIMA NETO, E. P. Perspectivas da reestruturacao das industrias da quimica e da
energia: a via metanol. 2009. 195 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pos-
Graduacgdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos (TPQB) da Escola de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 2009. Disponivel
em: http://epgb.eq.ufrj.br/download/industrias-da-quimica-e-da-energia-a-via-
metanol.pdf. Acesso em: 2 abr. 2020.

MADEIRA, T. B. et al. Desenvolvimento, validacéo e aplicacdo de um método rapido e
sensivel para determinacédo de trigonelina e cafeina por UHPLC-DAD em café torrado e
moido. Scientia Chromatographica, Londrina, v. 9, n. 3, p. 160-170, nov. 2017. GN1
Genesis Network.

MATA, V. et al. Suplementacdo de cafeina em exercicios anaerdbios. Advances in
Nutritional Sciences, v. 1, ed. 1, p. 73-79, set 2020. Disponivel em:
https://journal.healthsciences.com.br/index.php/ans/article/view/13/9. Acesso em: 7 jan.
2021.



38

MELO, J. R. et al. Café: origem e contribuicdo para a economia do Brasil. Revista
Cientifica Interdisciplinar.,, v. 1, ed. 3, p. 15-25, jan/jun 2018. DOI
http://dX.doi.org/Xx.XXXxXx/xXxxx-xxxx/vinlal. Disponivel em:
http://multiplosacessos.com/multaccess/index.php/multaccess/article/view/60/45.
Acesso em: 5 jan. 2021.

PASA, C.; PASA, P. Ergogénico cafeina e atividade fisica na saide. Mdltiplos Olhares
sobre a Biodiversidade, v. 5. led.: Editora TantaTinta, 2017, p. 452-458.

PORTO, H. S. M. HPLC versus UPLC: avaliacéo de aspetos criticos a transferéncia
e validacdo de métodos analiticos. 2014. 118 f. Tese (Mestrado em Biotecnologia
Farmacéutica) - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal,
2014. Disponivel em:
https://estudogeral.sib.uc.pt/bitstream/10316/28121/1/TeseMestrado_HelenaPorto.pdf.
Acesso em: 25 mar. 2020.

RIBEIRO, B. D.; COELHO, M. A. Z.; BARRETO, D. W. Obtencdo de extratos de
guarand ricos em cafeina por processo enzimatico e adsor¢do de taninos. Brazilian
Journal of Food Technology, Campinas, v. 15, n. 3, p. 261-270, set. 2012. Disponivel
em: <http://lwww.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1981-
67232012000300010&Ing=en&nrm=iso>. Acesso em: 08 fev. 2021

ROCHA, T. A. M.C. Desenvolvimento e validacdo de um método de HPLC-DAD-
FLD para a determinacao de inibidores da enzima fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5)
em suplementos alimentares a base de plantas. 2015. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em
Controle de Qualidade) - Universidade do Porto, Porto, Portugal, 2015.

SALDANA, M. D. A. Extracdo de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico dos gréos
de café com CO2 supercritico. 1997. 209 f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de
Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 1997. Disponivel
em:
http://repositorio.unicamp.br/jspui/bitstream/REPOSIP/267507/1/ArandaSaldana_Marle
nyDoris_M.pdf. Acesso em: 04 fev. 2021.

SANTOS, R. S. A percepgdo sobre a regularizagdo e aspectos ambientais na
atividade cafeeira no municipio de Capelinha-MG. 2016. 49 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Bacharelado em Agronomia) - Instituto Federal de Minas Gerais, Sao Jodo
Evangelista, MG, 2016. Disponivel em:
https://www.sje.ifmg.edu.br/portal/images/artigos/biblioteca/TCCs/Agronomia/2016/R
ENATA DA _SILVA SANTOS.pdf. Acesso em: 5 jan. 2021.



39

SILVA, C. F. et al. Conduta clinica frente ao delirium: uma emergéncia de dificil
diagnostico. Revista Uning4, v.1, n.101, 2013.

SILVA, C. J. R. S. et al. Determinacdo do teor de cafeina em diferentes tipos de
cafés. DEMETRA: Alimentacdo, nutricdo & saude, v. 13, ed. 2, p. 477-484, 2018.
Disponivel em: https://www.e-
publicacoes.uerj.br/index.php/demetra/article/view/30653/25616. Acesso em: 7 jan.
2021.

SILVA, T. M. L. Desenvolvimento e validacdo de metodologia por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para pesquisa de enrofloxacina e ciprofloxacina
em dejetos de poedeiras. 2019. 73 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) - Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, Belo Horizonte, MG,
20109. Disponivel em:
https://repositorio.ufmg.br/bitstream/1843/31554/1/Disserta%C3%A7%C3%A30%20-
%20Tha%C3%ADs%20Michelle%20Liziere%20da%20Silva.pdf. Acesso em: 27 nov.
2020.

SILVA, W. P. Determinacdo simultanea de propifenazona, paracetamol e cafeina
utilizando eletrodo de diamante dopado com boro. 2017. 98 f. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, 2017. Disponivel
em:
http://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/18156/1/DeterminacaoSimultaneaPropife
nazona.pdf. Acesso em: 7 jan. 2021.

SIMOES, J.C. Diagnostico da cafeicultura mineira — 1: regides tradicionais —
Sul/Sudoeste de Minas, Zona da Mata, Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba/ Org.:
Juliana Carvalho Simdes, Djalma Ferreira Pelegrini. — Belo Horizonte: EPAMIG, 2010.
56p. — (EPAMIG. Série Documentos, 46). ISSN 0102-2164

SOUTHERN CHEMICAL CORPORATION (SCC). Ficha de dados de seguranca do
metanol. Disponivel em: https://southernchemical.com/wp-content/uploads/SCC-SDS-
Portugese.pdf. Acesso em: 05 fev. 2021

ZHAO, F. et al. Simultaneous Determination of Caffeine and Some Selected Polyphenols
in Wuyi Rock Tea by High-Performance Liquid Chromatography. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 62, n. 13, p. 2772-2781, mar. 2014. American
Chemical Society (ACS). Disponivel em: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jf4056314.
Acesso em: 7 jan. 2021.



