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RESUMO
O elevado consumo de produtos que apresentam cafeína em suas composições
tem  contribuído  significativamente  para  as  alarmantes  concentrações  desse
fármaco em esgoto em níveis de concentração que variam de µg L-1 a mg L-1.  O
desenvolvimento de dispositivos portáteis por prototipagem 3D que em conjunto à
reações colorimétricas e fluorimétricas sejam capazes de determinar a presença de
cafeína em amostras de águas residuárias é uma proposta inovadora e promissora
para análises rápidas e de baixo custo. A técnica de aquisição de imagem usando
celular  utilizada  visando  a  portabilidade  e  a  acessibilidade  do  dispositivo
miniaturizado,  permitiu  a  digitalização  da  resposta  analítica  com auxílio  do  App
OpenCamera. As imagens capturadas foram processadas no software ImageJ para
obtenção da intensidade de sinal analítico. Os métodos propostos e de referência
(LC-MS/MS  e  fluorímetro)  foram  validados  segundo  diretivas  nacionais  e
internacionais  de acreditação e aplicados em amostras  de energético,  esgoto e
medicamentos. O método colorimétrico apresentou linearidade de 100 a 500 mg L-1

de cafeína com LOQ de 100 mg L-1 e LOD de 30,0 mg L-1 para valores de precisão
entre  0,0800 e 0,760 %.  O efeito de matriz foi avaliado para ambas amostras em
água  ultrapura  e  o  método  foi  capaz  de  determinar  cafeína  em  amostras  de
medicamentos  com  precisão.  O  método  fluorimétrico  apresentou  valores  de
precisão intradia entre  0,890 e 2,05 % e interdia entre 0,830 e 1,98 % para faixa
linear de 100 e 600 mg L-1 de cafeína com LOQ de 100 mg L-1 e LOD de 30,0 mg L-1

e R2 0,900. O efeito de matriz foi inferior a 100% para amostras de energético e
esgoto, sendo aplicável a tais matrizes com precisão e exatidão. A faixa de trabalho
obtida para ambos os métodos miniaturizados é relativamente ampla, sendo uma
importante vantagem analítica para os dispositivos propostos comparados a outros
métodos  similares  descritos  na  literatura  científica.  Os  dispositivos  propostos
apresentaram características importantes como custo reduzido, volumes diminutos
de reagentes  e  amostra,  análises  rápidas,  possibilidade de total  portabilidade e
aplicabilidade em matrizes complexas.  

Palavras – chave: Cafeína. Colorimétrica. Fluorimétrica. Impressora 3D. Dispositivo.
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ABSTRACT
The high consumption of caffeine-containing products in their own compositions has
contributed significantly to the alarming concentrations of this drug in wastewater at
concentration levels ranging from μg L-1 to mg L-1. Portable 3D prototyping devices
have  worked  together  with  colorimetric  and  fluorimetric  reactions  being  able  to
determine the presence of caffeine in wastewater samples. It is an innovative and
promising option for fast and low cost analyzes. The image acquisition technique has
been used smartphones supporting the portability and accessibility in miniaturized
devices. OpenCamera App was used to captur images that were processed in the
ImageJ software to obtain the analytical signal strength. The proposed and reference
methods (LC-MS / MS and fluorimeter) were validated according to the national and
international  accreditation  directives  and  applied  in  samples  of  energy,  domestic
sewage and medicines. The colorimetric method showed linearity from 100 to 500
mg L-1 of caffeine with LOQ of 100 mg L-1  and LOD of 30.0 mg L-1 for precision
values  between  0.0800  and  0.760  %.  The  matrix  effect  was  evaluated  for  both
samples in ultrapure water and the method was able to accurately determine caffeine
in  drug  samples.  The  fluorimetric  method  presented  values  of  intraday  precision
between 0.890 and 2.05 % and between 0.830 and 1.98% for linear range of 100 and
600 mg L-1 of caffeine with LOQ of 100 mg L-1 and LOD of 30.0 mg L-1 and R2
0.900.  The  matrix  effect  was less  than 100  % for  energy and domestic  sewage
samples, applied to such matrices with precision and accuracy. The working range
obtained for both miniaturized methods is relatively broad. It is an important analytical
advantage for the proposed devices compared to other similar methods described in
the  scientific  literature.  The proposed devices presented important  characteristics
such  as  reduced  cost,  small  volumes  of  reagents  and  samples,  rapid  analyzes,
possibility of total portability and applicability in complex matrices.

Keywords: Caffeine. Colorimetric. Fluorimetric. 3D printer. Device. 
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PREFÁCIO
A presente dissertação aborda o uso de reações colorimétrica e fluorimétrica

para determinação de cafeína em águas residuárias. A utilização de dispositivos

miniaturizados  e  impressos  a  partir  da  técnica  de  prototipagem rápida  foi  uma

alternativa inovadora aplicada ao método proposto, visando garantir a portabilidade

dos dispositivos propostos nesse estudo.

O Capítulo 1 apresenta uma revisão bibliográfica dos aspectos ambientais

que motivaram a realização do presente estudo e o desenvolvimento de dispositivos

de resposta analítica rápida, de baixo custo e portáteis para análises remotas . 

O Capítulo 2 apresenta o procedimento realizado e os resultados obtidos no

estudo  da  resposta  colorimétrica  para  cafeína  em  águas  residuárias,  bebida

energética e medicamentos que contêm cafeína em sua composição.  

O Capítulo 3 descreve o procedimento experimental que envolve a reação

fluorimétrica  bem  como  a  técnica  de  fabricação  do  dispositvo  impresso  com

tecnologia 3D para suportar  a  reação.  Os resultados obtidos a partir  da reação

fluorimétrica para detecção de cafeína em águas residuárias, bebida energética e

medicamentos que contêm cafeína em sua composição também são apresentados.

Por fim, o Capítulo 4 apresenta uma conclusão geral sobre o trabalho.

___________________________________________________________________
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 Introdução Geral
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Capítulo 1: Introdução Geral

1 INTRODUÇÃO

1.1 Cafeína: propriedades e resposta analítica

A cafeína (C8H10N4O2) é um composto orgânico da família dos alcalóides, de

função orgânica amida e que pertence à classe de compostos das  metil-xantinas,

conforme demonstrado na Figura 1. 

Figura 1 – Estrutura plana da molécula de cafeína. 
Fonte: autor, 2018 (ACD/Labs) Software versão 11.2 (© 1994 – 2018 ACD/Labs).

Possui duplas conjugadas e grupos carbonila interagindo com a radiação na

região  do  ultravioleta,  que  permite  monitoramento  desse  analito  por  resposta

colorimétrica perceptível ao olho humano e a equipamentos de captura de imagem

sem elevada sensibilidae óptica. Técnicas espectrofotométricas e cromatográficas

podem ser utilizadas para a determinação da cafeína em soluções, porém essas

técnicas  exigem  a  aquisição  de  equipamentos  de  alto  valor  monetário,

encarecendo a análise desse elemento. 

1.2 Contextualização da problemática ambiental

As atividades industriais atreladas ao crescimento populacional e ao consumo

exacerbado  de  produtos  têm  efeito  direto  sobre  a  dinâmica  natural  dos

ecossistemas. O comprometimento da biota bem como a degradação do meio dada

pela exploração de fontes naturais ou pelo lançamento de contaminantes orgânicos

e  inorgânicos  podem  atingir  concentrações  capazes  de  desequilibrar  o  meio
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ambiente e comprometer a saúde humana1.  Os dejetos humanos são a principal

fonte de disseminação de compostos no ambiente por conter uma ampla variedade

de compostos em sua constituição. A grande variedade de poluentes e a escassez

de  informações  sobre  os  processos  de  transformação  e  de  degradação  desses

compostos  têm  motivado  o monitoramento  desses  emergentes  nos  ambientes

aquático, terrestre, marinho e atmosférico visando fornecer importantes informações

de como essas substâncias podem modificar o ecossistema estudado. 

1.3 A ocorrência de cafeína no ambiente

Nesse contexto, a cafeína é classificada como um contaminante emergente,

isto é um composto com potencial toxicidade aos organismos vivos e com estudos

de cinética dedegradação pouco explorados. Sua presença em ampla variedade de

produtos  culmina  com  a  sua  ocorrência  em águas  residuárias,  comprometendo

principalmente os ecossistemas aquáticos.  A indústria alimentícia representa bem

esse  cenário  com  sua  diversificada  produção  de  consumíveis  que  apresentam

cafeína  em sua  composição,  como o  chocolate  (Theobroma cacao)  que contém

cafeína  do  cacau,  matéria-prima  de  sua  produção;  na erva-mate (Ilex

paraguariensis);  em refrigerantes à base de cola (semente das árvores do gênero

Cola sp.); no guaraná (Paullinia cupana) dentre outros2. O segmento farmacêutico de

cosméticos  igualmente  oferece  produtos  que atendem  desde  ingeríveis,  como

supressores de apetite, energéticos, aspirina até cremes anticoagulante e anticelulite

que contêm cafeína em sua composição3. As principais fontes de despejo de cafeína

no ambiente são a excreção humana e a lavagem dos utensílios domésticos. 

Essa substância está presente no ambiente em concentrações com níveis

que variam de µg L−1 a mg L−1, de acordo com as atividades antropogênicas e a

região de coleta de amostra  4-6. No Brasil pode-se citar estudos recentes em que

concentrações de  contaminantes  emergentes,  dentre  eles  a  cafeína,  foram

detectadas  em  águas  residuárias.  Segundo  Sodré  e  colaboradores,  estudos

realizados na cidade de Campinas, localizada no Estado de São Paulo, indicaram a

presença de cafeína com valores médios de 13,1 µg L–1, encontrada em cinco dos

seis pontos amostrais na extensão da bacia do rio Atibaia7. Esse valor médio está

em  concordância  com  os  níveis  encontrados  em  matrizes  similares  em  outras

regiões do mundo, como com os teores determinados em amostras de esgoto bruto



26

de  países  mais  desenvolvidos,  tal  como  a  Noruega8.  Ambos  os  estudos

apresentaram valores médios de cafeína dentro da faixa de µg L−1 a mg L−1 como

esperado,  porém em comparação com dados obtidos em estudos realizados em

outras regiões do mundo, pode-se observar valores de detecção na ordem de mg

L−1, como no caso de um estudo desenvolvido no Canadá9, em que a concentração

de cafeína em esgoto sanitário apresentaram uma faixa de concentração de 20,0 a

300 mg L−1. 

Sua presença em água potável  não é desejável,  mas por ser comumente

encontrada, ela vem sendo utilizada como um biomarcador que indica a presença de

outras substâncias químicas nocivas à saúde humana. Assim, a cafeína enquadra-se

na classificação de  Pharmaceuticals and Personal Care Products (PPCPs), sendo

um potencial indicador de contaminação antropogênica10. 

Na  natureza,  essa substância  é  encontrada  em cerca  de 60  espécies  de

plantas sendo as principais fontes de obtenção a semente do café (Coffea arabica) e

a  folha  de  chá-preto (Camellia  sinensis).  A  cafeína  tem  sua  funcionalidade  na

natureza como um praguicida natural, capaz de proteger as espécies de plantas que

a produz de ataques de insetos, pois atua como inibidor de atividades enzimáticas

do sistema nervoso do organismo e, por fim, causa a morte do mesmo11. Estudos

realizados por Hollingsworth, Armstrong e Campbell avaliaram o potencial da cafeína

como  praguicida  para  lesmas  e  caracóis  em culturas  de  alimentos,  sendo  uma

alternativa natural como repelente12. 

A  cafeína  está  presente  em  diferentes  concentrações  em  produtos

alimentícios, como bebidas energéticas, refrigerantes, chás e cafés. A concentração

estimada  de cafeína em um copo de leite com chocolate é de 21,2 mg L-1.  Em

refrigerantes como a Coca-Cola© clássica e a  Coca-Cola© Cherry esses valores são

de 96,0  mg L-1, segundo o fabricante. Os energéticos também apresentam valores

expressivos de cafeína, porém similares dentre as marcas consideradas, como a

bebida energética Monster e a Electric Monkey Wild com  33,8 mg L-1. A franquia de

cafés StarbucksTM oferece café clássico com 35,9 mg L-1 e refrescos com 10,6 mg L-1

de cafeína13. A presença desse composto em produtos cosméticos também ocorre

em ampla aplicabilidade, como por exemplo em cremes anticelulite disponíveis por

variadas marcas no mercado. 
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1.4 Os efeitos da cafeína nos organismos

Os efeitos biológicos da exposição de organismos a essa substância pode

causar comprometimento do desenvolvimento de algumas espécies. Os organismos

aquáticos  tem se  mostrado  mais  sensíveis  a  exposição  de  cafeína,  porém já  é

relatado na literatura, o comprometimento da saúde humana pela ingestão excessiva

dessa  substância,  tendo  como  principal  consequência  quadros  de  convulsão  e

epilepsia14.  O modelo de organismo utilizado para esse amplo estudo tem sido o

peixe-zebra, ou zebrafish (Danio rerio) que vem apresentando quadros de epilepsia

recorrente de convulsões quando expostos a elevadas concentrações de cafeína. O

uso do  zebrafish como modelo animal é atribuído a fatores como manutenção de

baixo  custo,  embriões  altamente  resistentes  à  manipulações  experimentais  que

dispensam  protocolos  invasivos,  boa  capacidade  de  absorver  compostos

adicionados à água e ainda, uma estrutura embrionária transparente que permite a

visualização dos processos do desenvolvimento nos seus diferentes estágios15. Com

a finalidade de avaliar o impacto causado pelos elevados índices de concentração

de cafeína em águas residuárias estão sendo desenvolvidos estudos em larvas de

peixe  zebra  nas  fases  iniciais  de  seu  desenvolvimento  para  caracterização

comportamental.  O  estudo  permite  avaliar  a  capacidade  locomotora  do  animal

através de uma dada distância percorrida  e sua velocidade média, uma vez que

esse  animal  apresenta  os  sistemas  sensitivo,  motor  e  endócrino  bastante

desenvolvidos, de modo a apresentarem excelente resposta  sensíveis as alterações

ambientais e manipulações farmacológicas16. 

 

1.5 Reações colorimétrica e fluorimétrica

Reações colorimétrica e fluorimétrica são alternativas analíticas rápidas e de

baixo  custo  para  determinação  de  analitos  e  mostram-se  promissoras  para

desenvolvimento de métodos eficazes de análise e portáteis. A reação considerada

para o ensaio colorimétrico é descrita na literatura por  Karawya,  Diab e Swelem

envolvendo  cafeína,  HCl  37  %  e  KBrO3,  como uma  alternativa  para  indicar  e

determinar a presença de cafeína, pois resulta em um composto provido de intensa

coloração na região do visível17. Outra alternativa é o desenvolvimento de métodos
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envolvendo  reações  fluorimétricas  ou  de  decaimento  de  fluorescência  que

apresentam significante seletividade e sensibilidade. A interação eletrônica relatada

por Taylor e colaboradores sugere que a cafeína e o fluoróforo HPTS formem um

produto de transferência de cargas18.  Esse  produto formado a partir  da interação

entre  a  cafeína  e  um  corante  fluorescente  também  foi  citado  por  Rochat  e

colaboradores19.  O corante fluorescente 8-Hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (HPTS),

estrutura presente na  Figura 2,  ao reagir  com a cafeína em solução tampão de

fosfato (0,100 mol L-1, pH 6,30 e 50,0 μmol L-1  de HPTS) resulta em um composto

entre o HTPS e a cafeína, com propriedades fluorescentes na região do ultravioleta

visível (UV-VIS)19.

Figura 2 – Estrutura plana da molécula de HPTS.
Fonte: autor, 2018 (ACD/Labs) Software versão 11.2 (© 1994 – 2018 ACD/Labs).

1.6 Microssistemas como uma alternativa analítica: Impressão 3D

O  desenvolvimento  de  microssistemas  impressos  com  tecnologia  de

impressão 3D são uma tendência às análises químicas devido a fácil implementação

e ao aumento da frequência analítica que favorecem um método mais acessível e de

fácil  execução.  A  redução  da  quantidade de  amostra,  reagentes  utilizados  e  do

tempo  de  análise,  bem  como  dos  resíduos  gerados,  e  suas  respectivas

toxicidades20,21. Estudos de microssistemas tiveram seu início na década de 90 com

o desenvolvimento  de  microdispositivos  analíticos  capazes  de  realizar  um maior

número de  análises  concomitantes  em um único  sistema que  disponha  de uma

quantidade reduzida de amostra, sem que haja comprometimento da sensibilidade,

precisão,  estabilidade  e  reprodutibilidade  das  análises22.  Esse  revolucionário

segmento da instrumentação analítica é denominado lab-on-a-chip (LOC), e consiste

na miniaturização e na integração de várias etapas analíticas laboratoriais usando

um  sistema  miniaturizado  como  um  microchip.  A  necessidade  de  uma  técnica
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simples para análise, que atenda aos princípios da Química Verde e que permita o

desenvolvimento de métodos analíticos, motivou o uso de spot-tests miniaturizados.

Embora o manuseio de volumes muito reduzidos  – da ordem de 10-9 a 10-6 L  –

aumente  a  incidência  de  erro  analítico  durante  a  análise,  a  obtenção de  uma

resposta  analítica  dispondo  de  microvolumes  de  amostra  é  um  ganho,

principalmente  quando  a  amostra  apresenta  volumes  reduzidos.  Além  dessa

vantagem, o descarte desses microssistemas é facilitado bem como o menor volume

de resíduos  químicos23.  A possibilidade de realizar  análises  “in  loco”  a  partir  de

dispositivos  portáteis  conferem  inúmeras  vantagens  ao  analista.  Os  dispositivos

microfluídicos a base de papel  (μPADs) juntamente aos dispositivos impressos por

tecnologia  3D  são  uma  tendência  de  acessível fabricação24,25. A  técnica  de

impressão 3D tem sido  amplamente  utilizada para  fabricação dos mais  variados

objetos e aplicabilidades. Trata-se de uma técnica de prototipagem rápida do tipo

aditiva, isto é, a fabricação de objetos em escala real em um curto período de tempo

a partir de um processo de adição de material por camadas26. A disponibilidade de

filamentos  poliméricos  como  uma  alternativa  ao  vidro,  até  então  amplamente

utilizado para aplicações analíticas, caracteriza essa técnica como economicamente

vantajosa. Os filamentos poliméricos estão disponíveis em uma gama de opções, e

podem ser escolhidos para fabricação de um dispositivo miniaturizado segundo as

propriedades  químicas,  mecânicas  e  elétricas27.  O  interesse  por  sistemas

miniaturizados é uma tendência as mais variadas finalidades analíticas e estende-se

a diversas aplicabilidades e análises ambientais. O uso de μPADs e dispositivos 3D

para análises colorimétricas e de fluorescência com análise de imagens são ideais

para análises rápidas, embora ainda hajam limitações e desafios. 

1.7 Resposta analítica a partir do celular

A colorimetria  relaciona de forma direta a intensidade de cor  obtida como

resposta analítica em função da concentração do analito. O dispositivo é submetido

a uma etapa de aquisição de imagem por uma câmera fotográfica ou scanner28. A

necessidade  de  obter  uma  imagem  de  cada  spot  sem  variação  na  posição  de

captura  dessa  garante  uma  resposta  analítica  confiável  e  confere  precisão  ao

método,  de  modo  que  esse  cuidado  foi  considerado  na  etapa  de  aquisição  da

imagem. Em uma etapa subsequente, o tratamento da imagem é feito com auxílio de
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um software gráfico, ImageJ. Uma região de interesse (ROI) foi delimitada por um

retângulo  na  região  vertical  do  spot,  garantindo  que  maior  homogeneidade  da

imagem fosse considerada.  A imagem capturada pelo  celular  é  submetida  a um

modelo cromáticos de cores chamado RGB (Red, Green and  Blue)  que passa a

expressar a imagem original em função das possibilidades de combinação das cores

vermelho, verde e azul. A partir desses 3 canais de cores é possível observar em

qual deles a variação de D.O. é mais acentuada para então utilizá-lo como canal de

referência e obter os valores numéricos de sinal analítico. 

As reações fluorimétricas  tem sua  intensidade  de  cor  medida de maneira

análoga.  Uma  importante  limitação  da  técnica  miniaturizada  é  a  possível

contaminação do sinal analítico de fluorescência, pelo fenômeno de espalhamento

de radiação e por fluorescência de fundo. A disposição da fonte luminosa incidente

na amostra deve ser perpendicular ao equipamento (celular, câmera etc) utilizado

para aquisição da imagem da resposta analítica ou mesmo usar filtros para barrar a

radiação  usada  para  excitar  o  analito  presente  na  amostra29.  Após  a  etapa  de

aquisição da imagem com as respectivas peculiaridades para cada tipo de reação,

segue  a  etapa  de  processamento  da  imagem30.  A  utilização  de  equipamentos

celulares tem se mostrado uma forte tendência para análises usando spot-tests para

os mais variados tipos de reações químicas. A praticidade da aquisição da resposta

analítica, e posterior,  tratamento da imagem são uma excelente combinação aos

fatores de custo e vantagens analíticas. 
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Capítulo 4

Conclusão geral e

perspectivas
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CONCLUSÃO GERAL 

Os  métodos  de  referência  (LC-MS/MS)  e  para  o  dispositivo  colorimétrico 

portátil  desenvolvidos  permitiram determinar  cafeína  em amostras  comerciais  de 

energético, medicamentos e esgoto.  A resposta analítica por fluorescência também 

foi uma alternativa para determinação de cafeína em amostras complexas, em que o 

método de referência foi desenvolvido em um espectrofluorímetro para comparação 

de dados com o dispositivo fluorimétrico portátil proposto. 

Os métodos miniaturizados propostos mostraram-se alternativas promissoras 

para  determinação de cafeína em matrizes aquosas por serem alternativas de baixo 

custo, com resposta analítica rápida e por ser acessível, não sendo necessário um 

analista  especializado para manuseio do dispositivo.  A portabilidade que permitiu 

análises “in loco” é mais uma importante vantagem desses dispositivos que atendem 

aos níveis de concentração de cafeína na ordem de mg L -1, tipicamente encontrado 

em  alimentos e medicamentos. As análises ainda atendem ao princípio da  Química 

Verde  fazendo  uso  de  volumes reduzidos  de  amostra,  reagentes  e  resíduos  na 

ordem de µL.
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