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RESUMO 

A cafeína é um composto alcaloide com efeito estimulante semelhante a outras drogas psicoativas 

como a cocaína e as anfetaminas. A proposta deste trabalho foi desenvolver um método por GC-MS 

para detecção de cafeína em amostras de urina, por meio da extração líquido-líquido assistida por 

salting out (SALLE). A determinação foi realizada em coluna OPTIMA-5 (5% fenil, 95% 

dimetilpolisiloxano) programada por meio de duas rampas de temperatura, entre 130 e 170 ºC (10ºC 

min-1) e entre 170 e 250 ºC (20ºC min-1). O método apresentou linearidade na faixa de 5,0 a 60 

µg/mL (r² > 0,99) e limites de detecção e quantificação de 3,31 e 5,00 µg/mL, respectivamente, com 

valores de precisão (CV ≤ 10,5 %) e exatidão (-5,57 % < DPR < 3,56 %) dentro dos requisitos 

exigidos. O método foi aplicado com sucesso em 06 amostras reais de urina, o que demonstra a 

potencialidade desta metodologia. 
 

Palavras-chave: Cafeína, Urina, Extração líquido-líquido 
 

ABSTRACT 

The caffeine is a alcaloid with stimulant effects likewise another psychoactive drugs as cocaine and 

amphetamines. The proposal this paper was to develop a GC-MS method to detect caffeine from 

urine samples, by salting out assisted liquid-liquid extraction. The determination was carried out in a 

OPTIMA-5 (5 % phenyl, 95 % dimetylpolisiloxane) column, programmed in two temperature ramps, 

between 130 - 170 ºC (10ºC min-1) and 170 - 250 ºC (20ºC min-1). The method exhibited linearity 

in the range 5,0 - 60 µg/mL (r² > 0,99) and limits of detection and quantification of 3,31 and 5,00 

µg/mL, respectively, with precision (CV ≤ 10,5 %) and accuracy (-5,57 % < DPR < 3,56 %) according 

to required. The method was sucessfully applied in six real urine samples, which demonstrates the 

potentiality of this methodology. 
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1 INTRODUÇÃO 

A cafeína é um composto alcaloide derivado de diversas espécies de plantas. Apesar de ser 

relacionada principalmente às espécies de cafeeiro (Coffea arabica), também se consideram fontes 

primária desta substância a noz-de-cola (Cola acuminata), chá-da-índia (Thea sinensis) e o cacau 

(Cocoa bean). 1-2 É uma das substâncias mais consumidas a nível mundial, estando presente em 

quantidades variadas em diversos alimentos e bebidas, como no café, cacau, refrigerantes, chás, 

energéticos, além dos medicamentos e suplementos alimintares. 1-4  

Devido seu efeito estimulante, suas propriedades farmacológicas se mostram semelhantes a 

outras drogas que se enquadram nessa categoria, como é o caso da cocaína e das anfetaminas, cujos 

efeitos incluem euforia, melhora no estado de alerta e efeitos de reforço (ergogênico). 5 Devido essas 

características e sua rápida metabolização no corpo humano, esteve presente na lista de compostos 

proibidos pela World Anti-doping Agency (WADA) e cujo limite de concentração urinária era de 12 

µg mL-1. Após 2004, decidiram removê-la da lista. 6  

Assim como as substâncias consideradas proscritas, seu consumo em quantidades excessivas 

pode causar efeitos colaterais no organismo, como insônia, tremores, dores de cabeça, taquicardia e 

problemas digestivos. 7-8 Ademais, no âmbito forense, a cafeína é comumente empregada como 

adulterante para potencializar os efeitos da droga principal e/ou como diluente para dar volume e 

lucro ao vendedor. 9 Desta forma, seja em casos de intoxicação, efeitos adversos ou como componente 

secundário em amostras apreendidas e formulações farmacêuticas, faz-se necessário o 

desenvolvimento de metodologias analíticas que sejam capazes de determinar (detectar e quantificar) 

tais substâncias em amostras complexas de forma que, por meio dessas, seja possível obter 

informações o suficiente para fornecer pareceres com alta confiabilidade. 

Diversas metodologias instrumentais já foram reportadas na literatura para a cafeína, e 

incluem principalmente as técnicas cromatográficas 10-15, acopladas a diversos detectores, como o 

Massas (MS) e arranjo por diodos (DAD). Outras técnicas incluem espectroscopia de infravermelho, 

ultravioleta, eletroforese capilar e técnicas eletroanalíticas. 16 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 PADRÃO E SOLVENTES 

Os padrões analíticos de cafeína e acetanilida foram obtidos de uma Farmácia de manipulação 

e da Vetec (Duque de Caxias, SP, BRA), respectivamente. O solvente acetato de etila grau HPLC foi 

obtido da Vetec para o preparo das soluções analíticas. Outros reagentes e solventes foram obtidos 

dos seguintes fornecedores: clorofórmio da Dinâmica (Indaiatuba, SP, BRA), sulfato de amônio e 

hidróxido de sódio da Synth (Diadema, SP, BRA). 
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2.2 AMOSTRAS DE URINA 

Amostras de urina controle e positivas foram obtidas de voluntários que não fizeram uso de 

qualquer alimento contendo cafeína nas últimas nove horas e que consumiram a substância sob 

investigação no mesmo prazo especificado. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

da Universidade Federal de Goiás (CEP/UFG), sob o Parecer 54.2016. 

 

2.3 INSTRUMENTAÇÃO 

Cromatógrafo a Gás da Perkin Elmer Clarus 580 equipado com injetor split/splitless 

(Waltham, MA, USA) acoplado ao detector por Espectrometria de Massas Perkin Elmer Clarus SQ8 

S (Waltham, MA, USA) foi empregado para a análise quantitativa. A separação cromatográfica foi 

realizada através de uma coluna capilar OPTIMA-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diâmetro 

interno e espessura do filme de 0,25 µm; Düren, NW, DEU). Hélio foi empregado como gás de arraste 

a um fluxo de 1 mL min-1. 

 

2.4 PREPARO DAS SOLUÇÕES ANALÍTICAS 

Soluções estoque de cafeína e acetanilida, ambas a 200 µg mL-1, foram preparadas pela 

dissolução de 10 mg dos padrões em 50 mL de acetato de etila. As soluções para confecção da curva 

analítica foram preparadas em balões volumétricos (10 mL) pela diluição de volumes apropriados das 

soluções estoque para obter concentrações de 5, 10, 20, 50 e 60 µg mL-1 de cafeína e 50 µgmL-1 do 

padrão interno. Todo procedimento foi realizado em triplicata. 

 

2.5 PREPARO DAS AMOSTRAS E METODOLOGIA SALLE 

Para cada alíquota de 2,0 mL das amostras de urina, adicionou-se 250 mg de sulfato de amônio e 

quantidade suficiente de hidróxido de sódio na concentração de 5,0 mol L-1 para alcançar pH; seguido 

de centrifugação a 4000 rpm durante 20 min. A camada superior foi transferida para um funil de 

separação e extraída por três vezes com 5,0 mL de clorofórmio. A fase orgânica foi então evaporada 

e o resíduo reconstituído em 750 µL de acetato de etila e 250 µL de padrão interno 200 mg mL-1. O 

método extrativo foi baseado no trabalho de Garcia e colaboradores, com modificações. 17 

 

2.6 MÉTODO CROMATOGRÁFICO GC-MS 

O volume de injeção de 1 µL foi na razão split de 1:20. A temperatura do injetor e interface 

GC-MS foram ambas de 250 °C. A temperatura inicial do forno foi de 130 °C seguido de aquecimento 

a uma taxa de 10 °C min-1 até 170 °C, com posterior aquecimento a 20 °C min-1 até temperatura final 

de 250 °C. O modo de ionização por elétrons a 70 eV foi usado para o detector, a uma temperatura 
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de 250 °C. A quantificação foi realizada através do modo de monitoramento de íons (SIR) para os 

íons de razão m/z 93 (acetanilida, padrão interno) e 194 (cafeína). O espectro de massas obtido pelo 

modo FullScan foi medido no intervalo entre 40 e 400 unidades de massa atômica (u.m.a.). 

 

2.7 AVALIAÇÃO DA LINEARIDADE, SELETIVIDADE E SENSIBILIDADE 

As figuras de mérito avaliadas neste trabalho foram baseadas no guia de validação descrito na 

Resolução Nº 166/2017 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 18. A seletividade 

foi obtida comparando os cromatogramas obtidos das soluções padrão de cafeína e acetanilida com 

aquelas provenientes das amostras negativas de urina, por meio da detecção de ou não de possíveis 

interferentes provenientes da matriz biológica. 

A linearidade do método foi avaliada através da construção da curva analítica a partir de 

quinze soluções de acetato de etila nas concentrações de 5, 10, 20, 50 e 60 µg/mL (triplicatas). A 

razão entre as áreas cromatográficas do analito e do padrão interno, (ACAF/API) = y, foram medidas e 

plotadas em função da razão das concentrações entre o analito e o padrão interno, (CCAF/CPI) = x, para 

gerar a equação da reta. 

A sensibilidade foi determinada através dos limites de detecção (LD) e quantificação (LQ). 

Definiu-se o LD através do cálculo 3,3*σ/IC, onde IC é a inclinação da curva e σ o desvio padrão do 

coeficiente linear, e o LQ como sendo o primeiro nível da curva analítica. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Através de metodologias encontradas na base de dados de diversos periódicos acerca da 

quantificação de drogas, como o de Magalhães 19, otimizou-se o método por meio da avaliação prévia 

de variáveis como pH da amostra biológica, método de extração, temperatura do forno do CG e modo 

de aquisição do espectro de massas. 

 

3.1 EFEITO SALTING OUT 

Um problema comum quando se trabalha com a extração líquido-líquido convencional em 

matrizes biológicas é a baixa recuperação do analito devido a presença de compostos exógenos (e.g., 

proteínas) presentes na amostra, que podem vir a interagir de forma significativa com o analito. Outra 

dificuldade associada é a relativa solubilidade no meio aquoso, o que compromete sua extração por 

solventes orgânicos apolares e imiscíveis (éter, diclorometano, clorofórmio), comumente empregados 

pela técnica. 20 

Sabe-se que, entre os vários efeitos promovidos pelo fenômeno salting out, a adição de sais 

inorgânicos em sistemas biológicos também favorece a precipitação de proteínas, aumentando a 
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eficiência de extração 21-23.  Essa observação pode ser explicada pela maior afinidade entre os íons 

provenientes do sal com as moléculas de água, que passam a hidrata-los. Com o aumento da 

concentração do sal (força iônica), as proteínas deixam de ser solvatadas e sua solubilidade diminui 

drasticamente, o que resulta na sua precipitação. 

Dentre os sais empregados na técnica SALLE, o sulfato de amônio tem sido empregado por 

apresentar vantagens como a alta solubilidade no meio aquoso e por seus efeitos favorecerem a 

diminuição da solubilidade proteica, favorecendo o particionamento do analito da fase aquosa para a 

fase orgânica. 23-24 

 

3.2 EFEITO DO PH SOBRE A AMOSTRA BIOLÓGICA 

A cafeína é uma base relativamente fraca (pKa = 10,0) e, em sua forma neutra, solúvel em 

solventes orgânicos como clorofórmio, acetato de etila e éter etílico. No entanto, em meio ácido (pH 

< 8), sua forma catiônica predomina e desta forma sua solubilidade no meio aquoso aumenta. Como 

o pH ótimo da urina varia entre 5,5-7,0, levemente ácida, fez-se necessário a adição de hidróxido de 

sódio para basificar a solução e então neutralizar o analito. Esse processo permitiu que a cafeína 

pudesse ser extraída através do funil de separação através do clorofórmio. 

 

3.3 EFEITO DA TEMPERATURA DO SISTEMA GC-MS 

A corrida cromatográfica foi otimizada para um tempo total de oito minutos, sendo três 

minutos para o atraso do solvente. Recomenda-se que a temperatura do injetor esteja pelo menos a 

50 °C acima do ponto de ebulição do analito. Como esta temperatura é de 178 °C para a cafeína, 

utilizou-se a temperatura de 250 °C para o sistema de injeção. A resolução dos Cromatogramas não 

teve resultados significativos para temperaturas mais elevadas. A temperatura da fonte iônica e da 

interface foram configuradas para o valor igual à do injetor, evitando problemas de condensação que 

podem vir a acontecer se a temperatura desses parâmetros for menor do que a do injetor. 

 

3.4 MODO DE AQUISIÇÃO DO DETECTOR 

O espectrômetro de massa geralmente é ajustado para realizar uma varredura dos íons 

fragmentos em intervalo pré-especificado de razão m/z. Essa varredura em unidades de massa 

atômica pode ser ampla, como na análise FullScan, ou pode ser específica, como no monitoramento 

de íons (Modo SIR) empregado neste trabalho. O espectro SIR é um gráfico que detecta somente 

compostos com a massa selecionada e, portanto, apresenta maior capacidade de detecção. A Figura 

1 mostra os espectrogramas de massa experimentais do analito (cafeína) e padrão interno (acetanilida) 
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com seus íons e m/z característicos, obtidos pelo modo Full Scan. Através deste foram escolhidos os 

íons base (m/z 93 e 194) para o parâmetro de aquisição SIR das análises posteriores. 

 

Figura 1. Espectrograma obtido para a cafeína e acetanilida (PI) no modo FullScan de aquisição. O íon base para a cafeína é o íon 

fragmento de m/z 109 e para a acetanilidade, íon molecular de m/z 135. 

 

Os espectros estabelecidos para a cafeína e acetanilida foram comparados com dados de 

referência da biblioteca mantida pelo Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (NIST) 

disponibilizada pelo próprio software do equipamento. É interessante notar que o íon de maior 

abundância para a cafeína é o próprio íon molecular, enquanto que para o PI, é o íon fragmento. 
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3.5 LINEARIDADE, SELETIVIDADE E SENSIBILIDADE 

Nenhum interferente proveniente da amostra de urina foi observado pela coeluição no mesmo 

tempo de retenção da cafeína e padrão interno, demonstrando a seletividade do método. 

A quantificação foi realizada através do método de padronização interna devido esse corrigir os erros 

provenientes da injeção manual. Um PI adequado ao método foi a acetanilida, por possuir semelhança 

de fragmentação com o analito submetido à investigação. Ressalta-se que, embora o padrão apresente 

dois picos no cromatograma, se devem à degradação do PI em acetato e anilina. No entanto, não 

ocorre a interferência desse processo no método uma vez que a área de ambos foi somada e usada 

para o cálculo. 

A linearidade, determinada através da curva analítica pelo método dos mínimos quadrados a 

partir dos dados experimentais para a curva, apresentou coeficiente de correlação (r) de 0,9970 e 

coeficiente de determinação (r²) de 0,9940, com uma equação de reta representada pela equação y = 

0,413x – 0,0261. Com os dados brutos, verificou-se a presença de outliers pelo teste de Huber e os 

resultados demonstraram precisão e exatidão de 0,64 e 0,50 % para o limite inferior de quantificação 

e valores de precisão e exatidão menor ou igual a 10,5 e entre -5,57 e 3,56 % para os outros níveis. 

Os dados estão de acordo com os requisitos. Os limites de detecção e inferior de quantificação, 

determinado através da curva analítica, foram 3,31 ± 0,33 e 5,0 µg/mL. 

 

3.6 AMOSTRAS REAIS 

Após otimização do método GC-MS, 06 (seis) amostras obtidas de voluntários, sendo 01 (um) 

negativa e 05 positivas, foram avaliadas pelo método de extração citado na seção 2.5. O 

cromatograma para a amostra negativa (branco) e amostra zero (branco + PI) estão representadas na 

Figura 2. A partir deste é possível observar a seletividade do método pela não aparecimento de 

nenhum componente exógeno da matriz.  
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Figura 2. Cromatogramas da amostra branco e zero (branco + PI). Não se observa interferência de componentes da matriz 

biológica.  

 

A Figura 3, por sua vez, demonstra o perfil cromatográfico das amostras de urina positivas 

para o analito. A identificação foi confirmada pelo tempo de retenção e pelos íons monitorados. As 

amostras coletadas dos voluntários foram selecionadas a partir de pessoas que relataram uso constante 

ou possibilidade de ingerir a bebida contendo cafeína antes de nove horas da coleta. 

Das cinco amostras de urina (Tabela 1), uma não foi possível detectar o analito e outras três 

apresentaram valores de concentração abaixo do limite de detecção. Apenas a primeira amostra do 

voluntário permitiu, a nível de 5% de significância, confirmar as quantidades detectadas. Segundo 

Sawynok e Yaksh 25, a cafeína na urina é totalmente eliminada na urina em até 9,0 horas, e a 

concentração da mesma é de apenas 5,0% na matriz. Ademais, essa diferença entre as amostras se 

deve ao metabolismo de cada voluntário que pode diferir significativamente na velocidade de 

degradação do analito. 

 

Tabela 1. Valores de cafeína detectados nas amostras de urina submetidas ao método de análise por GC-MS 

Amostra 
Valor detectado 

(µg/mL) 

Tempo da coleta após 

ingestão da bebida (h) 
Bebida consumida 

A1 < LD (0,71) 7 Energético 

A3-1 3,86 4 Energético/Café 

A3-2 < LD (0,23) 9 Energético/Café 

A4 N.D. 3 Energético 

A5ˠ < LD (1,31) 5 Café 
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Figura 3. Perfil representativo dos cromatogramas GC-MS para amostras reais de urina. 

 

4 CONCLUSÃO 

O emprego da técnica de extração líquido-líquido assistida por salting out acoplada a 

metodologia GC-MS para extração e determinação de cafeína mostrou-se adequada. Apear dos 

limites de detecção apresentarem valores razoavelmente altos, a proposta foi aplicada com sucesso 

nas amostras reais de urina obtidas de voluntários em curto tempo de corrida cromatográfica (8 min). 
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