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RESUMO

O elevado consumo de produtos que apresentam cafeina em suas composicoes
tem contribuido significativamente para as alarmantes concentragbes desse
farmaco em esgoto em niveis de concentragdo que variam de ug L"amg L". O
desenvolvimento de dispositivos portateis por prototipagem 3D que em conjunto a
reagdes colorimétricas e fluorimétricas sejam capazes de determinar a presenga de
cafeina em amostras de aguas residuarias € uma proposta inovadora e promissora
para analises rapidas e de baixo custo. A técnica de aquisicdo de imagem usando
celular utilizada visando a portabilidade e a acessibilidade do dispositivo
miniaturizado, permitiu a digitalizagdo da resposta analitica com auxilio do App
OpenCamera. As imagens capturadas foram processadas no software ImagedJ para
obtencao da intensidade de sinal analitico. Os métodos propostos e de referéncia
(LC-MS/MS e fluorimetro) foram validados segundo diretivas nacionais e
internacionais de acreditagdo e aplicados em amostras de energético, esgoto e
medicamentos. O método colorimétrico apresentou linearidade de 100 a 500 mg L™
de cafeina com LOQ de 100 mg L e LOD de 30,0 mg L™ para valores de precisao
entre 0,0800 e 0,760 %. O efeito de matriz foi avaliado para ambas amostras em
agua ultrapura e o método foi capaz de determinar cafeina em amostras de
medicamentos com precisdo. O método fluorimétrico apresentou valores de
precisao intradia entre 0,890 e 2,05 % e interdia entre 0,830 e 1,98 % para faixa
linear de 100 e 600 mg L™ de cafeina com LOQ de 100 mg L' e LOD de 30,0 mg L™
e R? 0,900. O efeito de matriz foi inferior a 100% para amostras de energético e
esgoto, sendo aplicavel a tais matrizes com precisao e exatidao. A faixa de trabalho
obtida para ambos os métodos miniaturizados € relativamente ampla, sendo uma
importante vantagem analitica para os dispositivos propostos comparados a outros
métodos similares descritos na literatura cientifica. Os dispositivos propostos
apresentaram caracteristicas importantes como custo reduzido, volumes diminutos
de reagentes e amostra, analises rapidas, possibilidade de total portabilidade e
aplicabilidade em matrizes complexas.

Palavras — chave: Cafeina. Colorimétrica. Fluorimétrica. Impressora 3D. Dispositivo.




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 ug L to mg L. 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
ImagedJ 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™ of caffeine with LOQ of 100 mg L™ and LOD of 30.0 mg L™ 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' of caffeine with LOQ of 100 mg L™ and LOD of 30.0 mg L™! 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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PREFACIO

A presente dissertagcao aborda o uso de reacdes colorimétrica e fluorimétrica
para determinacdo de cafeina em aguas residuarias. A utilizagcdo de dispositivos
miniaturizados e impressos a partir da técnica de prototipagem rapida foi uma
alternativa inovadora aplicada ao método proposto, visando garantir a portabilidade
dos dispositivos propostos nesse estudo.

O Capitulo 1 apresenta uma revisao bibliografica dos aspectos ambientais
que motivaram a realizacado do presente estudo e o desenvolvimento de dispositivos
de resposta analitica rapida, de baixo custo e portateis para analises remotas .

O Capitulo 2 apresenta o procedimento realizado e os resultados obtidos no
estudo da resposta colorimétrica para cafeina em aguas residuarias, bebida
energética e medicamentos que contém cafeina em sua composigéo.

O Capitulo 3 descreve o procedimento experimental que envolve a reacao
fluorimétrica bem como a técnica de fabricacdo do dispositvo impresso com
tecnologia 3D para suportar a reagao. Os resultados obtidos a partir da reagao
fluorimétrica para deteccédo de cafeina em aguas residuarias, bebida energética e
medicamentos que contém cafeina em sua composi¢cao também sao apresentados.

Por fim, o Capitulo 4 apresenta uma conclusao geral sobre o trabalho.




Capitulo 1

Introducao Geral
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Capitulo 1: Introducgao Geral

1 INTRODUGAO
1.1 Cafeina: propriedades e resposta analitica

A cafeina (CsH10N4O2) € um composto organico da familia dos alcaldides, de
funcdo organica amida e que pertence a classe de compostos das metil-xantinas,

conforme demonstrado na Figura 1.

0
N N
N ‘ >
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Figura 1 — Estrutura plana da molécula de cafeina.
Fonte: autor, 2018 (ACD/Labs) Software versdo 11.2 (€ 1994 — 2018 ACD/Labs).

Possui duplas conjugadas e grupos carbonila interagindo com a radiagao na
regido do ultravioleta, que permite monitoramento desse analito por resposta
colorimétrica perceptivel ao olho humano e a equipamentos de captura de imagem
sem elevada sensibilidae 6ptica. Técnicas espectrofotométricas e cromatograficas
podem ser utilizadas para a determinacdo da cafeina em solugdes, porém essas
técnicas exigem a aquisicdo de equipamentos de alto valor monetario,

encarecendo a analise desse elemento.
1.2 Contextualizagao da problematica ambiental

As atividades industriais atreladas ao crescimento populacional e ao consumo
exacerbado de produtos tém efeito direto sobre a dindmica natural dos
ecossistemas. O comprometimento da biota bem como a degradagdo do meio dada
pela exploracédo de fontes naturais ou pelo langamento de contaminantes organicos

e inorganicos podem atingir concentragdes capazes de desequilibrar o meio
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ambiente e comprometer a saide humana'. Os dejetos humanos s&o a principal
fonte de disseminagdo de compostos no ambiente por conter uma ampla variedade
de compostos em sua constituicdo. A grande variedade de poluentes e a escassez
de informagdes sobre os processos de transformacédo e de degradacao desses
compostos tém motivado o monitoramento desses emergentes nos ambientes
aquatico, terrestre, marinho e atmosférico visando fornecer importantes informagdes

de como essas substancias podem modificar o ecossistema estudado.

1.3 A ocorréncia de cafeina no ambiente

Nesse contexto, a cafeina € classificada como um contaminante emergente,
isto € um composto com potencial toxicidade aos organismos vivos e com estudos
de cinética dedegradacao pouco explorados. Sua presengca em ampla variedade de
produtos culmina com a sua ocorréncia em aguas residuarias, comprometendo
principalmente os ecossistemas aquaticos. A industria alimenticia representa bem
esse cenario com sua diversificada produgdo de consumiveis que apresentam
cafeina em sua composicdo, como o chocolate (Theobroma cacao) que contém
cafeina do cacau, matéria-prima de sua produgdo, na erva-mate (llex
paraguariensis); em refrigerantes a base de cola (semente das arvores do género
Cola sp.); no guarana (Paullinia cupana) dentre outros?. O segmento farmacéutico de
cosméticos igualmente oferece produtos que atendem desde ingeriveis, como
supressores de apetite, energéticos, aspirina até cremes anticoagulante e anticelulite
que contém cafeina em sua composigéo®. As principais fontes de despejo de cafeina
no ambiente sdo a excregdo humana e a lavagem dos utensilios domésticos.

Essa substéncia esta presente no ambiente em concentragdes com niveis
que variam de yg L™ a mg L', de acordo com as atividades antropogénicas e a
regido de coleta de amostra “°. No Brasil pode-se citar estudos recentes em que
concentracbes de contaminantes emergentes, dentre eles a cafeina, foram
detectadas em aguas residuarias. Segundo Sodré e colaboradores, estudos
realizados na cidade de Campinas, localizada no Estado de Sao Paulo, indicaram a
presenga de cafeina com valores médios de 13,1 ug L', encontrada em cinco dos
seis pontos amostrais na extensdo da bacia do rio Atibaia’. Esse valor médio esta
em concordancia com os niveis encontrados em matrizes similares em outras

regides do mundo, como com os teores determinados em amostras de esgoto bruto
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de paises mais desenvolvidos, tal como a Noruega®. Ambos os estudos
apresentaram valores médios de cafeina dentro da faixa de uyg L™" a mg L™ como
esperado, porém em comparacdo com dados obtidos em estudos realizados em
outras regides do mundo, pode-se observar valores de detecgdo na ordem de mg
L=", como no caso de um estudo desenvolvido no Canada®, em que a concentragéo
de cafeina em esgoto sanitario apresentaram uma faixa de concentragao de 20,0 a
300 mg L.

Sua presenga em agua potavel ndo é desejavel, mas por ser comumente
encontrada, ela vem sendo utilizada como um biomarcador que indica a presenga de
outras substancias quimicas nocivas a saude humana. Assim, a cafeina enquadra-se
na classificacdo de Pharmaceuticals and Personal Care Products (PPCPs), sendo
um potencial indicador de contaminagdo antropogénica™.

Na natureza, essa substancia € encontrada em cerca de 60 espécies de
plantas sendo as principais fontes de obtengédo a semente do café (Coffea arabica) e
a folha de cha-preto (Camellia sinensis). A cafeina 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 enzimaticas
do sistema nervoso do organismo e, por fim, causa a morte do mesmo"'. Estudos
realizados por Hollingsworth, Armstrong e Campbell avaliaram o potencial da cafeina
como praguicida para lesmas e caracdis em culturas de alimentos, sendo uma
alternativa natural como repelente.

A cafeina esta presente em diferentes concentragdes em produtos
alimenticios, como bebidas energéticas, refrigerantes, chas e cafés. A concentragao
estimada de cafeina em um copo de leite com chocolate é de 21,2 mg L. Em
refrigerantes como a Coca-Cola® classica e a Coca-Cola® Cherry esses valores s&o
de 96,0 mg L™, segundo o fabricante. Os energéticos também apresentam valores
expressivos de cafeina, porém similares dentre as marcas consideradas, como a
bebida energética Monster e a Electric Monkey Wild com 33,8 mg L. A franquia de
cafés Starbucks™ oferece café classico com 35,9 mg L™ e refrescos com 10,6 mg L™
de cafeina™. A presenca desse composto em produtos cosméticos também ocorre
em ampla aplicabilidade, como por exemplo em cremes anticelulite disponiveis por

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

Os efeitos biologicos da exposicdo de organismos a essa substancia pode
causar comprometimento do desenvolvimento de algumas espécies. Os organismos
aquaticos tem se mostrado mais sensiveis a exposi¢cao de cafeina, porém ja é
relatado na literatura, o comprometimento da saude humana pela ingestao excessiva
dessa substancia, tendo como principal consequéncia quadros de convulsdo e
epilepsia™. 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 convulsées quando expostos a elevadas concentragcdes de cafeina. O
uso do zebrafish como modelo animal é atribuido a fatores como manutencéo de
baixo custo, embrides altamente resistentes a manipulacbes experimentais que
dispensam protocolos invasivos, boa capacidade de absorver compostos
adicionados a agua e ainda, uma estrutura embrionaria transparente que permite a
visualizagdo dos processos do desenvolvimento nos seus diferentes estagios'. Com
a finalidade de avaliar o impacto causado pelos elevados indices de concentracao
de cafeina em aguas residuarias estdo sendo desenvolvidos estudos em larvas de
peixe zebra nas fases iniciais de seu desenvolvimento para caracterizagao
comportamental. O estudo permite avaliar a capacidade locomotora do animal
através de uma dada distancia percorrida e sua velocidade média, uma vez que
esse animal apresenta os sistemas sensitivo, motor e endocrino bastante
desenvolvidos, de modo a apresentarem excelente resposta sensiveis as alteragdes

ambientais e manipulagdes farmacologicas'®.

1.5 Reag¢o6es colorimétrica e fluorimétrica

Reacgdes colorimétrica e fluorimétrica séo alternativas analiticas rapidas e de
baixo custo para determinacdo de analitos e mostram-se promissoras para
desenvolvimento de métodos eficazes de analise e portateis. A reacado considerada
para o ensaio colorimétrico é descrita na literatura por Karawya, Diab e Swelem
envolvendo cafeina, HCI 37 % e KBrOs;, como uma alternativa para indicar e
determinar a presenca de cafeina, pois resulta em um composto provido de intensa

coloragdo na regido do visivel”. Outra alternativa é o desenvolvimento de métodos
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envolvendo reagdes fluorimétricas ou de decaimento de fluorescéncia que
apresentam significante seletividade e sensibilidade. A interagao eletronica relatada
por Taylor e colaboradores sugere que a cafeina e o fluoréforo HPTS formem um
produto de transferéncia de cargas'. Esse produto formado a partir da interagdo
entre a cafeina e um corante fluorescente também foi citado por Rochat e
colaboradores™. O corante fluorescente 8-Hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (HPTS),
estrutura presente na Figura 2, ao reagir com a cafeina em solugdo tamp&o de
fosfato (0,100 mol L', pH 6,30 e 50,0 ymol L de HPTS) resulta em um composto
entre o HTPS e a cafeina, com propriedades fluorescentes na regido do ultravioleta
visivel (UV-VIS)™.

NaO;;S SOJNa

HO SO;3Na

Figura 2 — Estrutura plana da molécula de HPTS.
Fonte: autor, 2018 (ACD/Labs) Software versdo 11.2 (€ 1994 — 2018 ACD/Labs).

1.6 Microssistemas como uma alternativa analitica: Impressao 3D

O desenvolvimento de microssistemas impressos com tecnologia de
impressao 3D sao uma tendéncia as analises quimicas devido a facil implementacao
e ao aumento da frequéncia analitica que favorecem um método mais acessivel e de
facil execugdo. A reducdo da quantidade de amostra, reagentes utilizados e do
tempo de andlise, bem como dos residuos gerados, e suas respectivas

2021 Estudos de microssistemas tiveram seu inicio na década de 90 com

toxicidades
o desenvolvimento de microdispositivos analiticos capazes de realizar um maior
numero de analises concomitantes em um unico sistema que disponha de uma
quantidade reduzida de amostra, sem que haja comprometimento da sensibilidade,
preciséo, estabilidade e reprodutibilidade das analises®>. Esse revolucionario
segmento da instrumentagao analitica € denominado /ab-on-a-chip (LOC), e consiste
na miniaturizagado e na integracdo de varias etapas analiticas laboratoriais usando

um sistema miniaturizado como um microchip. A necessidade de uma técnica
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simples para analise, que atenda aos principios da Quimica Verde e que permita o
desenvolvimento de métodos analiticos, motivou o uso de spot-tests miniaturizados.
Embora o manuseio de volumes muito reduzidos — da ordem de 10° a 10 L —
aumente a incidéncia de erro analitico durante a analise, a obtencdao de uma
resposta analitica dispondo de microvolumes de amostra € um ganho,
principalmente quando a amostra apresenta volumes reduzidos. Além dessa
vantagem, o descarte desses microssistemas é facilitado bem como o menor volume
de residuos quimicos?. A possibilidade de realizar analises “in loco” a partir de
dispositivos portateis conferem inumeras vantagens ao analista. Os dispositivos
microfluidicos a base de papel (UPADs) juntamente aos dispositivos impressos por

2425 A técnica de

tecnologia 3D sdo uma tendéncia de acessivel fabricagcdo
impressdo 3D tem sido amplamente utilizada para fabricacdo dos mais variados
objetos e aplicabilidades. Trata-se de uma técnica de prototipagem rapida do tipo
aditiva, isto é, a fabricagao de objetos em escala real em um curto periodo de tempo
a partir de um processo de adigdo de material por camadas®. A disponibilidade de
filamentos poliméricos como uma alternativa ao vidro, até entdo amplamente
utilizado para aplicagbes analiticas, caracteriza essa técnica como economicamente
vantajosa. Os filamentos poliméricos estdo disponiveis em uma gama de opgoes, e
podem ser escolhidos para fabricagdo de um dispositivo miniaturizado segundo as
propriedades quimicas, mecénicas e elétricas®’. O interesse por sistemas
miniaturizados € uma tendéncia as mais variadas finalidades analiticas e estende-se
a diversas aplicabilidades e analises ambientais. O uso de yPADs e dispositivos 3D
para analises colorimétricas e de fluorescéncia com analise de imagens s&o ideais

para analises rapidas, embora ainda hajam limitagbes e desafios.

1.7 Resposta analitica a partir do celular

A colorimetria relaciona de forma direta a intensidade de cor obtida como
resposta analitica em fungdo da concentragao do analito. O dispositivo € submetido
a uma etapa de aquisicdo de imagem por uma camera fotografica ou scanner?®. A
necessidade de obter uma imagem de cada spot sem variagdo na posigdo de
captura dessa garante uma resposta analitica confiavel e confere precisdo ao
método, de modo que esse cuidado foi considerado na etapa de aquisicdo da

imagem. Em uma etapa subsequente, o tratamento da imagem é feito com auxilio de
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um software grafico, ImagedJ. Uma regido de interesse (ROI) foi delimitada por um
retdngulo na regido vertical do spot, garantindo que maior homogeneidade da
imagem fosse considerada. A imagem capturada pelo celular € submetida a um
modelo cromaticos de cores chamado RGB (Red, Green and Blue) que passa a
expressar a imagem original em fungéo das possibilidades de combinacao das cores
vermelho, verde e azul. A partir desses 3 canais de cores é possivel observar em
qual deles a variacado de D.O. é mais acentuada para entao utiliza-lo como canal de
referéncia e obter os valores numéricos de sinal analitico.

As reacgdes fluorimétricas tem sua intensidade de cor medida de maneira
analoga. Uma importante limitagdo da técnica miniaturizada € a possivel
contaminagao do sinal analitico de fluorescéncia, pelo fendmeno de espalhamento
de radiagao e por fluorescéncia de fundo. A disposi¢cao da fonte luminosa incidente
na amostra deve ser perpendicular ao equipamento (celular, cAmera etc) utilizado
para aquisicao da imagem da resposta analitica ou mesmo usar filtros para barrar a
radiagdo usada para excitar o analito presente na amostra®. Apos a etapa de
aquisicao da imagem com as respectivas peculiaridades para cada tipo de reagao,
segue a etapa de processamento da imagem¥®. A utilizagdo de equipamentos
celulares tem se mostrado uma forte tendéncia para analises usando spot-tests para
0s mais variados tipos de reacdes quimicas. A praticidade da aquisicdo da resposta
analitica, e posterior, tratamento da imagem sao uma excelente combinagdo aos

fatores de custo e vantagens analiticas.

1.8 Objetivo

O objetivo proposto é a determinagéo de cafeina em amostras de energético
(Red Bull®), esgoto e medicamentos (Doril® e Melhoral®) bem como desenvolver

dispositivos poliméricos portateis e de baixo custo para analises quantitativas.
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Capitulo 2

Dispositivo Colorimetrico
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Capitulo 2: Dispositivo colorimétrico

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Otimizar as melhores condicbes experimentais da reagdo, como pH, volume e
a concentracdo de reagentes/solugdes, bem como o tempo que a reagdo
precisa para ocorrer de maneira efetiva.

v Verificar os produtos gerados pela reagdo entre cafeina e bromato de
potassio.

v Desenvolver um método comparativo para determinar cafeina usando
cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de massas sequencial (LC-
MS/MS).

v Validar o método proposto e comparar os resultados obtidos com o método
referéncia.

v Aplicar os métodos desenvolvidos em amostras que contém cafeina em sua

composic¢ao, sendo esgoto, medicamentos e bebida energética.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Padroes e reagentes utilizados

As solugdes estoque utilizadas no presente estudo foram preparadas a partir
de padrées fornecidos pela Sigma-Aldrich®: cafeina (CsH1oN4O2, massa molar (MM)
de 194,19 g mol-', CAS 58-08-2), bromato de potassio (KBrOs, MM de 167,0 g mol-',
CAS 7758-01-2), acido cloridrico 37 % (HCI, MM de 36,46 g mol™', CAS 7647-01-0) e
N-N Dimetilformamida (HCON(CH;),, MM de 73,09 g mol”', CAS 68-12-2).

Os solventes com grau de pureza HPLC utilizados para analises por
LC-MS/MS foram fornecidos pela J. T. Baker Chemicals: metanol (MeOH),
acetonitrila (ACN) e acido férmico.

As solugbes aquosas estoque de cafeina (1000 mg L") e KBrO; (2000 mg L™)
foram semanalmente preparadas, armazenadas em frasco ambar sob ambiente

controlado a temperatura entre 6 e 10°C.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7758-01-2&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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2.2 Condigoes analiticas da reagao

A partir do ensaio de viabilidade da reagao colorimétrica para determinacao
de cafeina em matriz aquosa foi possivel otimizar as condicbes experimentais de
concentracédo e volume de solugbes/reagentes, tempo de reacao e temperatura de
aquecimento. A reagdo mostrou-se viavel a tais condigdes com formagdo de um
residuo marrom-avermelhado, com caracteristica similar ao reportado por Karawya.
O presente estudo bem como a citagdo bibliografica ndoapresentou proposta de

elucidagdo estrutural para os produtos de reagédo.

As reacgbes foram realizadas em placas de toque em porcelana (Unilab, 6
spot-test com capacidade para 500 pL) e avaliada para diferentes concentra¢des de
cafeina numa faixa de 3,00 a 1000 mg L' disposta em cada spot. A reagéo consiste
na adi¢cao de 100 uL da solugdo aquosa de cafeina (ja disposta no spot) e 100 pL de

acido HCI 37,0 %, acrescidos do mesmo volume de solugdo de KBrO,. A placa de

porcelana é entao disposta em uma mesa de aquecimento (Kasvi, K40-1820H) a
150°C até completa evaporagao dos solventes. A placa € removida e aguarda-se seu
resfriamento a temperatura ambiente. O solvente DMF (500 pL) é adicionado em
cada spot e apdés 15,0 minutos em contato com o produto remanescente da
evaporagao inicial a placa é novamente submetida ao aquecimento (100°C) para a

completa evaporagao desse.

2.3 Instrumentacgao e condigdes analiticas

2.3.1 O dispositivo colorimétrico (DC) para captura de imagem

A necessidade de controlar a luminosidade recebida pelo spot-test durante a
etapa de aquisigdo da imagem usando celular bem como a captura da imagem de
cada spot com minima variagdo da posicao foram importantes parametros

considerados para desenvolvimento e fabricacdo do dispositivo colorimétrico.

O processo de fabricagao do dispositivo tem inicio pela etapa de modelagem
e dimensionamento dos objetos com auxilio de um software modelador 3D,

FreeCAD (versao 0.16). Em seguida, o software fatiador de imagem, Slic3r (verséo
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1.2.9), interpreta os arquivos de extensao .stl gerados na etapa prévia e permite o
tratamento estrutural da constituigao fisica do objeto. Na ultima etapa do processo
de fabricagdo do objeto 3D, o arquivo em cédigo G € entdo interpretado pelo
software executor da impressora (3D Cloner ST printer, Ind. Schumacher Ltda.,
Brasil), e o objeto fisico € obtido de acordo com as especificagdes previamente
estabelecidas nas etapas de modelagem e de fatiamento em camadas. Os softwares
utilizados nas etapas de modelagem, fatiamento e impressédo dos dispositivos bem
como os utilizados na aquisigdo e tratamento de imagem, sao classificados como
softwares de cédigo aberto tendo seus respectivos codigo fonte disponibilizados e
licenciados com base em direito autoral®’. A escolha do tipo de material utilizado
para fabricar os dispositivos foi avaliada de acordo com a finalidade de aplicagédo de
cada secgdo. O filamento de acido polilatico (PLA, Acccreate ™) cinza foi introduzido
no bico extrusor da impressora aquecido a 200°C para que o material atinja
temperatura suficiente para ser extrudado. A mesa de aquecimento usou
temperatura de 65°C garantindo aderéncia do material em sua superficie. Esses
parametros sido caracteristicos a cada material e devem ser especificados pelo

fabricante desses polimeros.

O dispositivo consiste em uma capa retangular (15 x 7,7 x 1,1 cm) para
acomodar o celular sempre na mesma posi¢cao. Um cilindro esta acoplado a essa
(2,4 cm de diametro e 4,0 cm de comprimento) responsavel por permitir a captagao
da imagem digital e manter a distancia focal entre a cAmera - spot e a radiagao da

luz do LED sempre constantes. Esse dispositivo esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Representacdo esquematica do dispositivo colorimétrico (DC) fabricado por
impressao 3D.

Fonte: autor, 2018 (FreeCad) Software versdo 0.16 (€ 2016 — 2018 FreeCad).
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2.3.2 Aquisi¢ao da imagem

A etapa de aquisi¢ado da imagem foi realizada usando celular (Motorola Moto
G5 Plus, camera 12 MP). Para isso, a imagem da area superficial do spot-test da
placa de toque foi fotografada pelo celularcelular acoplado ao dispositivo proposto,

Figura 4.

Figura 4 — Representacdo esquematica da etapa de aquisicdo da imagem usando
dispositivo colorimétrico (DC) acoplado ao celular e a posi¢cao de captura da imagem (spot)
na placa de porcelana.

Fonte: autor, 2018 (FreeCad) Software verséo 0.16 (€ 2016 — 2018 FreeCad).

As configuragdes de flash, filtros, ajustes de escala e, em especial, o modo de
captura que definem a camera do celular foram manualmente ajustadas. O aplicativo
de celular OpenCamera (versao 1.40) é um aplicativo de cédigo aberto desenvolvido
para tablets e celulares com sistema Android que controla os principais parametros

considerados nessa etapa e suas respectivas definigdes, Tabela 1.

Tabela 1 — Parédmetros de ajuste do App OpenCamera definidos para aquisicdo de imagem
do produto avermelhado gerado pela rea¢ao colorimétrica em placa de porcelana.

Parametros Modo
Flash Continuo
Foco Continuo
ISO 1600
Auto estabilizagao Desativado
Balango de branco Daylight
Deteccao de rosto Desativado
Temporizador Desativado
Modo de cena Hdr
Efeito de cor Nenhum
Interval de desparo Nenhum
Exposicéo travada Ativada

Fonte: autor, 2018.
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Os parametros considerados sdo fundamentais a resposta analitica obtida a
partir da imagem capturada pelo celular. O flash continuo garante que a mesma
intensidade luminosa esta atingindo o spot garantindo homogeneidade na captura da
imagem. A escolha da ISO 1600 dentre as opgbes possiveis garante maior
sensibilidade do sensor da camera a luz, assim, quanto maior o ISO, maior a
sensibilidade do sensor a luz. O balango de branco € uma ferramenta utilizada para
compensar a cor da foto através de uma escala de temperatura de cores (quente -
fria) na escala Kelvin. A opcao Daylight encontra-se na regido central da escala na
interface de cores azul e amarela, em 5.000 K. O modo de cena alto alcance
dindmico (Hdr) permite que quantidades de luz com diferentes intensidades sejam
gravadas pelas lentes da camara ao capturar a imagem, sendo ideal para fotos com

muita ou pouca luz, pois trabalha com sobreposi¢cdo de imagens.

2.3.3 Processamento da imagem

O software ImagedJ (verséo 1.50i, National Institutes of Health, USA) tem sido
comumente usado para processamento de imagens cientificas multidimensionais. A
imagem capturada pelo App OpenCamera é agora convertida em um modelo de
cores aditivas RGB (Red, Green e Blue), que combina as cores vermelho, verde e
azul em um espectro cromatico que varia em uma escala de 0 a 255 para cada cor. A
mistura entdo varia em uma escala do preto (0, 0, 0) ao branco (255, 255, 255). A
resposta referente a cor obtida (RGB) estd diretamente relacionada a cor
complementar capturada do objeto fotografado. Os canais fornecem valores
numeéricos do sinal analitico (Mean), referente a variagdo na escala cromatica.

Para garantir que a mesma regido de cada spot seja analisada, uma regiao de
interesse optico (ROI) foi gerada a partir do primeiro spot e aplicada aos demais.
Esta ferramenta garante que a regido e a area a serem analisada apresentem
valores fixos, e consequentemente, que a resposta analitica obtida tenha maior
confiabilidade e repetibilidade. Uma regido retangular com 4560 unidade de area foi

utilizada para delimitar a area fixa de interesse em cada spot.
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2.3.4 Método referéncia: LC-MS/MS

Um método referéncia de analise foi desenvolvido em LC-MS/MS e os
resultados foram comparados com aqueles obtidos pelo método de estudo
miniaturizado. As curvas analiticas obtidas para cafeina em agua ultrapura
segundo procedimento da secdo 2.2. Os residuos solidos, obtido apds a reagao
ocorrer em cada spot para ambas condi¢des, foram solubilizados em 300 pL de
MeOH e transferido para um insert para analise. A partir dessa analise buscou-se
elucidar o produto obtido na reagao entre cafeina e brometo de potassio em meio
acido. A curva analitica da cafeina foi obtida para concentracbes de 3,33 a 333 mg
L.

Um equipamento de LC da Agilent 1200 Series, composto por amostrador
automatico 1200 Series, bomba quaternaria 1200 e forno para coluna 1200 Series
foi utilizado. Para as analises do(s) possivel produto(s) da reagao colorimétrica e
das demais amostras foram injetados 20,0 pL da solugdo metandlica em uma vazéo
de 1,00 mL min™'. A amostra foi separada em coluna Phenomenex PFP (150 x 4,60
mm x 5,00 ym), condicionada a 35°C. A fase modvel utilizada foi agua ultrapura
acidificada e acetonitrila (ACN) ambas contendo 0,100 % de acido férmico. A
eluicdo foi feita em modo gradiente tendo a seguinte programacéo: 0,50 minutos
(5,00 % ACN), de 0,50 a 8,00 minutos (5,00 a 100 % ACN), de 8,00 a 10,00 minutos
(100 % ACN). As condigdes iniciais foram reestabelecidas por mais 4,00 minutos e
o tempo de analise total foi de 14,0 minutos.

As condigdes do espectrometro de massas 3200 QTRAP (quadrupolo — ion
trap linear) da AB Sciex (Foster City, CA, USA) contaram com ionizagdo por
electrospray (Turbo lon Spray) no modo positivo. Os parametros de operagao da
fonte de ionizagdo contaram com potencial de lon Spray (IS): 5500 V, Curtain Gas
(CUR): 20 psi, Temperatura (TEM): 650°C, Gas (GS 1)1: 50 psi, Gas 2 (GS 2): 50
psi, Interface heater: ON.

Os demais parametros de ionizagdo e fragmentacao foram ajustados
automaticamente através da infuséo direta de 0,100 mg L' da cafeina (composto
referéncia utilizados nas reagdes investigadas) com declustering potential (DP) de
51,0V, entrance potential (EP) de 4,00 V e cell entrance potential (CEP) de 10,0 V.
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Experimentos de varredura de ions de 120 a 920 Da foram realizados,
inicialmente para verificar a presenga de possiveis produtos da reagao de oxidacao
da cafeina.

Experimentos de ions fragmentos (MS/MS) para os ions precursores
encontrados também foram realizados a fim de monitora-los no modo selected
reaction monitoring (SRM). A Tabela 2 ilustra as transi¢des monitoradas para os
dois produtos majoritarios da reagdo e da propria cafeina afim de proporcionar

maior seletividade e sensibilidade as analises por LC-MS/MS.

Tabela 2 — Massa molar, ion preceursor, ion fragmento, energia de colisdo e potencial de
saida de célula referentes a cafeina e os produtos 1 e 2 obtidos na reacéo colorimétrica para
experimentos de monitoramento de reagao selecionada (SRM).

lon precursor > ion

Composto Massa Molar (Da) fragmento (m/z)

CE(V) CXP (V)

195>138 27,0

Cafeina 194 195>110 31,0 4,00
195>83 37,0
481>241 15,0

Produto 1 480 241>198 30,0 4,00
241>170 30,0
324>182 30,0

Produto 2 323 3045125 30.0 4,00

Fonte: autor, 2018.

2.4 Aplicagao do método desenvolvido em amostras de energético, esgoto e

medicamentos

As condi¢gbes analiticas e instrumentais estabelecidas previamente foram
aplicadas para amostras de bebida energética (Red Bull®), medicamentos que
contém cafeina em sua composigdo (Melhoral® e Doril®) e esgoto coletado nas
proximidades do Campus 2 da USP (22°00°06.5”S 47°55’'47.3’"W) em area urbana da
cidade de Sao Carlos — Sao Paulo. As amostras referentes ao Doril® foram
intituladas Medicamento 1 e as de Melhoral® de Medicamento 2.

O efeito de interferéncia de matriz foi avaliado e as amostras foram diluidas
para reduzir o comprometimento da resposta analitica em ambos os métodos.

No dispositivo proposto, as concentragdes de cafeina nas amostras, foram

determinadas usando adicao de padréo.



39

De forma semelhante, para as analises por LC-MS/MS (método referéncia) as
amostras foram diluidas para minimizar o efeito de matriz e submetidas a analise

para verificar se suas respectivas concentragdes atendiam ao método desenvolvido.

2.4.1 Amostra de bebida energética

A amostra de Red Bull® foi obtida a partir de uma lata de 250 mL contendo
80,0 mg de cafeina, ou seja, em 320 mg L de cafeina, segundo informagdes
fornecidas pelo fabricante. Embora este valor se mostre adequado a faixa avaliada
para concentracado de cafeina dos métodos referéncia e proposto, diluicdes foram
realizadas a partir de uma aliquota de 60,0 yL do conteudo da embalagem
referéncia em 100 mL de &agua ultrapura para que o efeito de matriz fosse
minimizado. A solugdo estoque obtida em 0,190 mg L™ de cafeina foi fortificada a
partir de diluicdes da solugdo estoque de cafeina e as concentracdes de 3,00 a 900

mg L™ foram avaliadas para o método do dispositivo proposto.

2.4.2 Amostra de medicamentos

O medicamento 1 (Doril® - MS: 1.7817.0007, Cosmed Industria de
Cosméticos e Medicamentos S/A) e o medicamento 2 (Melhoral® - MS:
1.7817.0004, The Sydney Ross Co), ambos de uso adulto, foram analisados por
apresentarem cafeina em sua composicdo. Segundo informacdo de seus
respectivos fabricantes, ambos apresentam acido acetilsalicilico (500 mg) e cafeina
(30,0 mg) em suas composi¢coes, além de excipientes como amido e corante
vermelho de eritrosina n° 3 para o Doril® 3" e amido, hipromelose e triacetina para o
Melhoral®32,

O procedimento para analise da concentracao de cafeina nesses farmacos
foi adaptado do protocolo determinado pela Farmacopéia Brasileira para formas
farmacéuticas sélidas em dose unitaria de comprimidos nao revestidos. Com a
finalidade de verificar se as unidades apresentam uniformidade de peso foi
previamente determinado o peso médio de 5,00 unidades da embalagem (caixa
contendo 30,0 comprimidos). A condi¢ao de limite de tolerancia menor do que duas
unidades com relacédo aos limites especificados para comprimidos nao revestidos

foi atendida. A medida de peso médio apresentaram limite de variacdo de = 10,0 %,
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nao estando acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas, como exigido.
Um comprimido contendo 30,0 mg de cafeina foi macerado e solubilizado em
volume minimo de agua ultrapura. A solugéo foi filtrada em papel qualitativo e o
filtrado transferido para um baldo volumétrico e completado para 100 mL de agua
ultrapura, resultando em solugdo estoque de concentragdo 300 mg L™ preparada
para cada farmaco. O método portatil foi avaliado para concentracées entre 3,00 a

600 mg L™ para ambos medicamentos.

2.4.3 Amostra de esgoto

A amostra de esgoto obtida nas proximidades do Campus 2 da USP
(22°00°06.5”S 47°55'47.3"W) em area urbana da cidade de Sao Carlos — Sao Paulo
foi coletada em frascos plasticos de polietileno tereftalato (PET) e armazenada no
mesmo em geladeira a temperatura entre 6 e 10°C. As amostras foram analisadas
em periodo maximo de 7 dias apos a data de coleta e submetida a analises
colorimétricas em método referéncia e proposto.

Devido a sua complexidade, a amostra de esgoto foi previamente filtrada e
fortificada com solucao de cafeina em diferentes concentragdes para um estudo da

viabilidade da reagéo entre 3,00 a 900 mg L' do analito para o método proposto.

2.5 Validagcao do método propostos em LC-MS/MS dispositivo colorimétrico
(DC)

A validacgéao foi feita seguindo a diretiva do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) com base nos documentos necessarios para
acreditagdo (DOQ-CGCRE-008 — Rev. 06 — Nov/17)®. O método desenvolvido
acorda ainda com outras agéncias nacionais de acreditacdo, como a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)* e 6rgdos internacionais de supervisio
da seguranga da saude publica como Food and Drug Administration (FDA)*. Os
métodos propostos nesse estudo foram validados segundo parametros de precisao
(intra e interdias), limite de quantificacdo, limite de deteccdo, sensibilidade e
linearidade.

O método foi avaliado em matriz aquosa e aplicado as amostras de

medicamentos, bebida energética e esgoto para o método referéncia e proposto.
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O LOD de ambos os métodos foi determinado a partir da razao entre o LOQ e
um fator 3,30, representando o menor valor de concentragdo que o analito pode ser
detectado por um método analitico com precisdo. O LOQ dos métodos analiticos
desenvolvidos no presente estudo baseou-se menor concentracdo do analito em
que foi possivel quantificar com precisdo e exatidao especificados (DPR % inferior a
20,0 %).

A linearidade foi avaliada fortificando as amostras de interesse em
concentragdes crescentes desse analito para uma faixa de 3,33 a 333 mg L no
método referéncia e de 3,00 a 900 mg L™ para o método proposto. As andlises das
amostras por adigao de padrao foram realizadas em triplicatas e a média dos valores
obtidos como resposta analitica. A faixa linear de 3,33 a 333 mg L no método
referéncia, de 100 a 500 mg L™ para o dispositivo em agua e a amostras de

energético e esgoto e de 100 a 300 mg L™ para os medicamentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Consideragoes sobre a reagao colorimétrica

A ordem de adicdo dos reagentes a placa de porcelana foi adotada
colocando-se primeiramente solucdo de cafeina, seguida da adigdo de acido
cloridrico 37 % e adi¢do de solugdo de KBrO,, todos em volumes iguais de 100 pL. A
placa de porcelana foi disposta sobre a mesa de aquecimento a 150°C e a medida
que a reagao ocorria foi observada a formacédo de um residuo sélido avermelhado,

como apresentado na Figura 5.

000
Q@G

Figura 5 — Placa de porcelana com residuo sdlido avermelhado obtido apds a reagdo entre

cafeina (75 mg L") e KBrO; em meio acido (HCI 37 %) ocorrer.
Fonte: autor, 2018.
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A intensidade da cor vermelha foi proporcional a concentragao de cafeina
presente no meio para reagir, sendo essa relacdo observada pelos valores de
intensidade de sinal obtidos via celular e pelo LC-MS/MS. Essa variacdo é muito
pouco perceptivel ao olho humano. Embora a temperatura da mesa tenha sido
programada e a placa de porcelana tenha dissipagcdo homogénea do calor por todos
os spots pbde-se observar variagao de temperatura entre as regides da mesa de

aquecimento.

3.2 Desenvolvimento do método referéncia — LC-MS/MS

O método de referéncia utilizado para comparacao dos resultados com aquele
proposto via celular foi o espectrométrico. Nao foi possivel utilizar um
espectrofotbmetro como técnica comparativa, uma vez que ao ressuspender o
residuo avermelhado para analise em cubeta, este perdeu coloracao e tal técnica foi
incapaz de gerar resposta analitica. A cafeina foi avaliada em concentragao de 1,00
mg L. A massa molar da cafeina é 194,19 g mol™" sendo possivel avaliar o consumo
desse analito a partir dos ions com relagdo m/z 195 ([M+H]*) para analises em modo
positivo e m/z 193 ([M-H]) em modo negativo de ionizagédo. As analises em modo

negativo ndo apresentaram sinais.

A cafeina foi analisada usando LC-MS/MS, o ion m/z 195, referente a
molécula de cafeina ionizada no modo positivo, foi detectado no tempo de retengao
(tr) de 4,67 minutos (como ilustrado na Figura 6). As amostras obtidas em placa de
porcelana apds a reacdo colorimétrica foram submetidas ao experimento de
varredura de ions para a verificacdo de cafeina remanescente e possiveis produtos.

Os cromatogramas obtidos para a amostra padréao de cafeina bem como para

a amostra pés reagéo sao apresentados de maneira comparativa pela Figura 6.
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Figura 6 — Cromatograma de ions totais (TIC): (a) referente ao padraao de cafeina (1,00 mg
L") seguido do seu respectivo cromatograma de ion extraido (XIC) de m/z 195 e espectro de
massas com tempo de retencdo de 4,67 minutos da cafeina padrao e (b) TIC e XIC do
produto avermelhado obtido pela reacao entre a cafeina e KBrO; em meio acido (HCI 37 %).

Fonte: autor, 2018 (Analyst) Software versédo 1.4 (® 2018 Analyst).

Esse procedimento de analise permitiu avaliar se a reagdo ocorreu de
maneira efetiva sob as condi¢des propostas, pois nenhuma banda cromatografica
referente a m/z 195 foi detectada em 4,67 minutos para a amostra pos reagéo. O

mapeamento dos ions dos possiveis produtos formados também pdde ser avaliado.

O XIC da amostra reacional Figura 6 (b), ndo apresentou nenhuma banda
referente a relacdo m/z 195 no tempo de retencéo de 4,67 minutos, o que indica que

a cafeina foi totalmente consumida na reagéo.

Os ions presentes na faixa de 120 a 920 Da foram adquiridos gerando
espectros de massas de cada banda cromatografica. Os ions que geraram bandas

cromatograficas de maior intensidade nos experimentos de XIC foram selecionados



como possiveis produtos da reagdo. A Figura 7

selecionados para o estudo, m/z 241 e 324.

ilustra os principais

44

ions

Wxic af =Q1: 2405 to 2415 D dram Sample 15 (Placai_camDMF_C) of Natalon_ (3041 8.wifl (Turba 5. Maz. §2ebepa [ ] XIC af =Q1: 323540 3245 Da from Sampl 15 (Placai_camDMF_C)of Natalon_ 13041 wiff (Turba 5. Max. 2z epa
415
6.06 28¢6 e
= z 2
& 406 3 20
z z
§ 2.0e6 5 Lbes
L g
0.0 nd 0.0
(] 8 10 12 2 4 6 8 10 12
Time, min Time, min
W -01: 4972 10 4.206 mindram Samplc 15 (Pheai_comDMF_C) of Natabia_{0418.m df (Turba Sprarl. M [ T min fram Sampled S (Phcal_comDMF_C) of Natabia (504180 1 (Tarba Spravl. Mazx. 33ccpa
2112
5.0e5 2112 346.0
410 3.0e5
. 4Des| -
2 2
] -
5 5 2.0e5 " 34,7 | 3801
£ 2065 = 5109
g LIE I 8 Loes 6212
= hes2 -S04 A 512 8 | 411.0
“ 261 3663 ‘ ¢ :
0.0 b b 0.0 ra AN i‘ul e I Ll
200 300 400 500 600 700 800 900 00 300 400 500 600 700 800 900
mi7 Na cim T
(@) (b)

Figura 7 — (a) cromatograma de ion extraido (XIC) de m/z 241 seguido do respectivo
espectro de massas com tempo de retencdo de 4,15 minutos e (b) XIC de m/z 324 e
respectivo espectro de massas com tempo de reteng¢ao de 4,74 minutos.

Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O ions de m/z 241 e 324 foram observados nas amostras submetida a
reagcao, porém nao foram observados no padrdo de cafeina e muito menos no
branco  (reagentes na auséncia da cafeina), indicando que tais ions s&o
provenientes da reagéo entre reagentes e cafeina e ndo um interferente. Observou-
se ainda a presenga do ion m/z 481, que pode ser um ion precursor de m/z 241, ou
um dimero, pois ambos os ions quando extraidos apresentam o mesmo tempo de

retencao.

Experimentos de ions fragmentos foram realizados para os novos ions
encontrados e os espectros de massas de ions fragmentos para cada um dos ions
selecionados foi obtido, Figura 8. O comportamento de fragmentacao desses ions foi
avaliado usando de experimentos de ions fragmentos com diferentes energias de
colisdo (CE), para proporcionar informag¢des para o desenvolvimento do método de
monitoramento de reagdes selecionadas (SRM). Os experimentos de SRM conferem
sensibilidade e seletividade para analises de diversos compostos simultaneos de

maneira inequivoca, com confiabilidade analitica.
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Figura 8 — Espectros de massas dos ions fragmentos de m/z (a) 324, (b) 241 e (c) 481.

Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).
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Como esperado, péde-se comprovar que o ion m/z 481 é um precursor do ion

de m/z 241, ja que m/z 241 é um ion fragmento do ion m/z 481, sendo que ambos

os ions referem-se ao mesmo composto com tempo de retencéo de 4,15 minutos.

A Tabela 3 resume as informagdes dos ions precursor e fragmentos obtidos

para os possiveis produtos encontrados apds reacéo e para o padrao de cafeina, por

LC-MS/MS.
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Tabela 3 — Massa molar, ion precursor e ions fragmentos referentes a cafeina e aos
produtos 1 e 2 obtidos na reagéo colorimétrica monitorados por LC-MS/MS.

ion Precursor ions fragmentos

Compostos Massa Molar (Da) (m/z) (m/z)
Cafeina 194 195 138, 110, 83
Produto 1 480 481 241,198, 170
Produto 2 323 324 267, 182, 125

Fonte: autor, 2018.
A partir dos espectros de ions fragmentos foi desenvolvido um método no

modo SRM para verificar a presenca desses produtos nos demais experimentos

realizados (como apresentado na Tabela 2, seg¢édo 2.3.4).
O padrao de cafeina foi analisado por experimento de SRM, para a varredura

das transi¢des referentes a cafeina (3 transi¢des), Figura 9.
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Figura 9 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reagdo selecionada (SRM) para padrao de cafeina, com varredura das transicbes de

transi¢cdes 195>138, 195>110 e 195>83.
Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O tempo de retengcdo obtido em 4,69 é caracteristico da cafeina nas
condi¢cdes determinadas pelo método de analise proposto. As amostras obtidas
apos a reagao também foram analisadas no modo SRM, sendo observados produto

1 (3 transi¢des) e do produto 2 (2 transigdes), como apresentado a Figura 10.
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Figura 10 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reacao selecionada (SRM) para o produto avermelhado obtido pela reagéo entre a cafeina e
KBrOs; em meio acido (HCI 37 %).

Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O sinal obtido para o tempo de retencédo de 4,14 minutos é referente as
transicdes do produto 1 (481>241, 241>198 e 241>170). O produto 2 apresentou
resposta analitica para as transicdes 324>182 e 324>125 com tempo de retencao
em 4,72 minutos.

As transi¢cbes da cafeina 195>138, 195>110 e 195>83 nao apresentaram sinal
analitico no cromatograma, uma vez que reagiu completamente, de modo que
nenhuma banda cromatografica foi observada. A Figura 11 apresenta a relagdo da

area obtida em funcdo da concentracéo de cafeina para o produto 1.
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500x10¢ A
4,00x10¢ A .
3,00x10¢ A
2,00x 10 A ¢ L 4
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1,00x 10%

0,00 x 10° M T T T

-1,00 x 10 ( 100 200 300 400

-2,00 x10%

Concentracdo [ mg L™

Figura 11 — Curva analitica obtida para o produto 1 da reacdo entre a cafeina e KBrO; em
meio acido (HCI 37 %), por LC-MS/MS.
Fonte: autor, 2018.
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A Equacdo 1 mostra que o ajuste dos pontos dessa curva é melhor
representado por uma equacao polinomial do 4° grau, com coeficiente de
determinacao (R?) de 0,908 indicando possivel ajuste dos valores obtidos ao método

proposto.

Equagdao1 y=1,00x 107x*— 8,31 x 10°x* + 16,172 x 107"x* — 659,8x + 4,56 x 10°

A curva analitica obtida para o produto 1 é descrita por uma distribuicdo
Gaussina, onde o numero de espécies apresenta queda apds determinado tempo de
reacao. O perfil obtido sugere que a formacado desse produto ndo esta relacionada
de forma direta com a concentracdo de cafeina, mas sim com uma possivel reacao
paralela. Talvez o produto 2 s6 seja formado depois que uma quantidade razoavel do
produto 1 ja tenha sido formada para entdo deslocar o equilibrio quimico para a
formacéo do produto 2.

O estudo dos parametros cinéticos da reacdo e a eficiéncia da reacao
proposta em reagir cafeina presente em amotras de composi¢do complexa, sob as
condi¢gdes experimentais previamente estabelecidas, devem ser realizados com o
objetivo de conhecer melhor seu mecanismo. Experimentos mais aprimorados de
espectrometria de massas e até mesmo o isolamento desses produtos devem ser
realizados para uma proposta mais conclusiva sobre a reacao.

De maneira analoga, a relagao da area obtida por cada banda cromatografica
em funcao da concentragao de cafeina foi obtida para avaliar o perfil de formacéao do

produto 2, Figura 12.
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Figura 12 — Curva analitica obtida para o produto 2 da reagéo entre a cafeina e KBrO; em

meio acido (HCI 37 %), por LC-MS/MS.
Fonte: autor,2018.

A Equacédo 2 descreve a relacgédo de linearidade para o produto 2 com R2 de
0,978.

Equacgéo 2 y =6,0x 10°x - 8,35 x 10*

O produto 2 apresentou uma relagao linear e inversa com a concentracéo de
cafeina inicialmente presente na amostra. A medida que a cafeina é consumida
durante a reagao, o produto 2 é formado e sua concentragcdo aumenta com o passar
do tempo.

As amostras obtidas apdés a reagao ocorrer em placa de porcelana foram

analisadas para os spots nomeados de A a F, como ilustrado na Figura 13.

Coluna 1 Caluna 2

Figura 13 — Representagdo esquematica da disposicdo dos spot-tests na placa de

porcelana.
Fonte: autor, 2018.
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Embora a placa de porcelana tenha sido disposta sobre a regido central da
mesa de aquecimento foi possivel observar que a evaporagao dos reagentes nao
ocorreu de maneira uniforme por toda sua extensdo. O efeito da variacido de
temperatura sobre o andamento da reagao foi significativo e as concentragbes dos
produtos 1 e 2 obtidas em cada spot apresentaram variagao.

O monitoramento da presencga de cafeina bem como dos produtos 1 e 2 foram
fundamentais para que os experimentos fossem realizados de maneira mais seletiva
e sensivel permitindo a verificagcdo do consumo de cafeina e da formacido desses

produtos também nas amostras de bebida energética, medicamentos e esgoto.

3.2.1 Validagao do método referéncia — LC-MS/MS

A curva analitica do método de referéncia foi obtida para concentragdes de

cafeina entre 3,33 e 333 mg L' em agua ultrapura, Figura 14.
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Figura 14 — Curva analitica da area da banda de cafeina em fungdo da concentragao
de cafeina entre 3,33 e 333 mg L-1, por LC-MS/MS.

Fonte: autor, 2018.

A Equacao 3 descreve a linearidade obtida com R? de 0,979.

Equacgéo 3 y=7,25x10"x + 5,26 x 10°
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As figuras de mérito obtidas para o método de referéncia sao apresentadas

na Tabela 4.

Tabela 4 - Figuras de mérito obtidas para a cafeina em agua ultrapura, por LC-MS/MS.

Parametros analiticos Valores obtidos
Faixa linear (mgL™) 3,33 -333
LOQ (mg L) 3,33
LOD (mg L™ 1,00

DPR intradia (%) 0,750 - 22,3
Sensibilidade 7,25 x 10"
Coeficiente linear 5,26 x 10°
R? 0,979
Tempo de analise (minutos) 14,0

Fonte: autor, 2018

O método de referéncia teve precisdo intradia avaliada a partir do desvio
padrao relativo (DPR) de 0,750 a 22,3 %. Esse valor pode ser justificado pela
limitacao experimental da reagdo proposta com relagdo a variagao de temperatura
da mesa de aquecimento, em que concentragdes variadas dos produtos 1 e 2 sdo

formadas.

O LOQ do método analitico desenvolvido foi obtido em 3,33 mg L™ baseado

na percepg¢ao da resposta colorimétrica obtida apds a reagcdo. Embora a técnica

espectrométrica seja sensivel o suficiente para detectar valores abaixo de 3,33 mg L

1 valores menores de concentracdo nao forneceram resposta colorimétrica precisas

e exatas apos a reagcdo em placa de porcelana. O LOD foi de 1,00 mg L', Os
valores obtidos mostraram ajuste ao método segundo a tratamento da tabela ANOVA
com R? 0,98 para o método de referéncia proposto.

O tratamento estatistico dos dados obtidos permitiu avaliar os métodos
segundo a variancia do grupo de dados considerado através do Teste F com F
experimental (0,229) menor que o valor de F tabelado (2,45). O modelo utilizado foi

considerado confiavel para previsdes e sem falta de ajuste.



52

3.3 Desenvolvimento do método de estudo — Dispositivo colorimétrico (DC)

Os dados de intensidade de sinal (1) obtidos a partir da etapa de tratamento
de imagens foram convertidos em densidade optica (D.O.). A densidade O6ptica
(D.O.) foi calculada para cada valor de concentracdo de cafeina pela relagcéo
negativa do logaritmo da razdo entre o valor médio das triplicatas referentes a

intensidade de sinal (1) e a intensidade de sinal do branco analitico (lo), Equacao 4.

Equacgao 4 D.O. =-log (I/ly)

Os valores obtidos foram relacionados com a concentracédo de cafeina de 100
a 500 mg L' em agua, Figura 15.
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Figura 15 — Curva analitica da densidade o6ptica (D.O.) em fungdo da concentracdo de
cafeina entre 100 e 500 mg L', em agua ultrapura, por celular.

Fonte: autor, 2018.

A relagdo apresentou linearidade com R? 0,945 como descrito pela Equagéo

Equagdo 5 y = 1,00 x 10%x + 3,00 x 10*
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A Tabela 5 apresenta os paréametros analiticos obtidos a partir do método

desenvolvido no dispositivo colorimétrico.

Tabela 5 — Figuras de mérito obtidas para a cafeina em agua ultrapura, pelo método
desenvolvido em dispositivo colorimétrico (DC), por celular.

Parametros analiticos Valores obtidos
Faixa linear (mg L) 100 - 500
LOQ (mg L) 100

LOD (mg L) 30,0
DPR intradia (%) 0,0800 - 0,760
Sensibilidade 1,00 x 10*
Coeficiente linear 3,00 x 10*
R? 0,945
Tempo de analise (minutos) 20,0

Fonte: autor, 2018.

O método proposto para dispositivo teve o valor de LOQ determinado em 100

mg L por ser o menor valor de concentragcdo de cafeina que se obteve resposta
colorimétrica apo6s a reagdo ocorrer com variagdo de intensidade de sinal

significativa com relagdo ao branco analitico. A partir desse valor, o LOD foi de 30,0

mg L. A precis&o intradia obtida foi menor do que 1,00 %. O método proposto para
cafeina em agua no dispositivo colorimétrico apresentou ajuste de valores com R?
igual 0,945 sendo o modelo confiavel para previsdes e sem falta de ajuste, segundo
ANOVA. A variancia do grupo de dados considerado através do Teste F com F

experimental (0,209) menor que o valor de F tabelado (2,45).

3.4 Comparagao entre o método de LC-MS/MS e o dispositivo colorimétrico

(DF) proposto.

As figuras de mérito obtidas para ambos os métodos permitiram comparar os
parametros de LOQ, LOD, precisao, sensibilidade, o tempo e o custo estimado de

analise Tabela 6.
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Tabela 6 — Figuras de mérito obtidas para a cafeina em agua ultrapura pelos métodos
desenvolvidos em LC-MS/MS e dispositivo colorimétrico (DC).

Parametros analiticos LC-MS/MS DC
Faixa linear (mg L) 3,33 -333 100 — 500
LOQ (mg L) 3,33 100
LOD (mg L™ 1,00 30,0
DPR intradia (%) 0,750 - 22,3 0,0800 - 0,760
Sensibilidade 7,25 x 10* 1,00 x 10*
Coeficiente linear 5,26 x 10° 3,00 x 10*
R?2 0,979 0,945
Tempo de analise (minutos) 14,0 20,0

Fonte: autor, 2018.

O método proposto em dispositivo colorimétrico apresentou valores de LOQ e
LOD com variagao significativa dos obtidos pelo método de referéncia. A resposta

analitica colorimétrica obtida apo6s a reagao ocorrer permitiu observar coloragao

avermelhada no spot para concentracdo de cafeina a partir de em 3,00 mg L1,
visivel ao olho humano. Esse produto, porém, apresentou coloragao pouco intensa
para avaliagao visual e para o sistema optico de deteccao do celular, de modo a néo
fornecer variagdo de intensidade de sinal significativa com relagdo ao branco
analitico. O dispositivo ndo conta com sistema 6ptico refinado, sendo a camera do
celular a principal ferramenta 6ptica que o compde. Assim, enquanto o LOQ obtido
para o método desenvolvido em LC-MS/MS foi considerado 3,33 mg L"e o LOD 1,00
mg L™, o dispositivo apresentou LOQ 100 mg L"e LOD 30,0 mg L.

A faixa de trabalho do dispositivo apresentou linearidade para valores de

concentracédo de 100 a 500 mg L-! do analito. Considerando os trabalhos de Soni e
colaboradores, e ainda de Soare e colaboradores, o presente estudo apresentauma
faixa de concentragao relativamente ampla e confere vantagem ao método aqui
proposto, uma vez que estudos envolvendo aquisicao de imagem, apresentam perda
de linearidade, ou seja, faixas lineares estreitas em virtude da limitacdo de
apresentar um sistema optico simplificado®*’.

A precisdo dos métodos foi avaliada pela estimativa do desvio padrao relativo
(DPR) e os valores obtidos para medidas intradia do LC-MS/MS foram préximos a 20
% enquanto que para o dispositivo proposto foi menor a 1,00 %. Analises por LC-

MS/MS de cada spot-test mostraram que os produtos formados apresentaram
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intensidade de coloracdo proporcional a concentracdo de cafeina consumida na
reacao.

Ambos os métodos apresentaram R? maior a 0,945 indicando possivel ajuste
dos dados obtidos aos respectivos modelos propostos.

O tratamento estatistico, ANOVA, realizado para ambos os métodos mostrou
que os modelos utilizados foram considerados confiaveis para previsdes e sem falta

de ajuste.

Além dos parametros mensuraveis obtidos a partir da validacdo dos métodos
analiticos desenvolvidos foi possivel avaliar as vantagens e limitagcbes de cada
técnica utilizada. A Tabela 7 apresenta fatores que abrangem a portabilidade da
técnica, os principios da Quimica Verde e ainda o custo financeiro das analises. O
maior numero de sinais positivos (+) implica em maior vantagem, sendo 1 positivo o

conceito minimo e 4 o maximo da escala.

Tabela 7 — Comparagao das vantagens e limitagbes das técnicas de analise por LC-MS/MS
e o dispositivo colorimétrico (DC), segundo parametros de consumo de amostra, consumo
de solvente organico, residuos, efeito de matriz,preparo de amostra, tempo de analise,
portabilidade e custo estimado do equipamento / dispositivo.

Parametros LC-MS/MS DC
Consumo de amostra ++++ +
Consumo de solvente organico + ++++
Residuos + 4+
Efeito de matriz + 4+
Preparo de amostra + +++
Tempo de analise + F4+++
Custo estimado da analise + ++++
Portabilidade + ++
Custo estimado do N raas

equipamento / dispositivo

Fonte: autor, 2018.

O método miniaturizado conta com toda a quantidade de amostra gerada pela
reacado, em placa de porcelana, para obteng¢ao do valor numerico do sinal analitico.
Essa quantidade poderia ter sua escala reduzida ainda mais, e ainda assim

detectada pelo método proposto, porém ha uma limitagao para captacao do sinal. O
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LC-MS/MS apresenta vantagem a essa limitagcdo experimental, uma vez que
mesmo que a coloragdo ndo seja perceptivel ao olho humano, o detector dessa
técnica é capaz de detectar até a ordem de nanogramas de concentragéo de analito
€ nao baseada na intensidade de cor obtida pela reacao.

O consumo de solvente organico necessario para realizar a analise no LC-
MS/MS é significativo por manter fluxo durante os 14,0 minutos de analise da
amostra. O dispositivo dispensa essa etapa por contar com analise do residuo
avermelhado da reacao no proprio spot e ainda sem necessidade de solubilizagao
para tal. A geracéo de residuos € proporcional ao volume de solvente gasto na etapa
de analise, sendo uma vantagem para o dispositivo proposto tanto do ponto de vista
da Quimica Verde quanto financeiro.

O efeito de matriz e a etapa de preparo de amostras foram fundamentais para
realizar as analises e em geral, € uma limitacdo dessa técnica de referéncia. O
dispositivo mostrou-se tdo sensivel ao efeito de matriz quanto a técnica de referéncia
sendo possivel realizar andlises de amostras em matrizes complexas sem
comprometer ou interferir na resposta analitica de maneira significativa.

A técnica de LC-MS/MS é bastante dependente da etapa prévia de preparo de
amostras para garantir que os possiveis interferentes presentes na matriz sejam
eliminados. Ja o dispositivo proposto é capaz de realizar analises de maneira menos
cautelosa, sendo sua principal limitagdo amostras que ja apresentam coloragao
antes de serem submetidas a reagdo. Essas necessitam de etapas prévias de
tratamento e estratégias para aquisi¢ao da imagem.

O tempo de andlise foi considerado como aquele necessario para adquirir
informacdes sobre a amostra, para posterior interpretacdo desta. No LC-MS/MS
esse tempo foi de 14,0 minutos, enquanto que para o método portatil € de alguns
segundos até que a amostra seja fotografada.

Considerando o gasto de solvente, energia elétrica por tempo de trabalho do
equipamento, gas e o custo de um profissional qualificado, no caso do LC-MS/MS,
para realizar uma analise de 14,0 minutos todos os itens supracitados sao
fundamentais. O dispositivo proposto dispensa o uso de solventes e de um
profissional qualificado, sendo uma técnica acessivel. O tempo de analise é de
segundos até que a imagem seja adquirida ocorre usando celular, um equipamento
eletrébnico de uso comum por toda a populagdo, com gasto reduzido de energia

elétrica.
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Embora etapa de aquecimento da reagdo seja uma limitacdo experimental
para a portabilidade de ambos os métodos, a portabilidade do LC-MS/MS ¢é pouco
viavel. Em contra partida, otimizagdes em um dispositivo miniaturizado podem ser
promissoras para a etapa de aquecimento, possibilitando que todo o sistema seja
portatil. As etapas desenvolvidas até o presente momento nédo conferem total
portabilidade ao dispositivo proposto.

O equipamento de LC-MS/MS utilizado para analises de referéncia nesse
estudo foi estimado em R$ 250.000,00, sendo pouco viavel financeiramente sua
aquisicao. Em contra partida, o dispositivo colorimétrico proposto apresenta custo de
fabricagdo estimado em R$ 5,00. Esse valor ndo contabiliza o custo do aparelho

celular, por ser uma tecnologia ja bastante disseminada, atualmente.

A validacado e a comparacgao feita entre as técnicas utilizadas foram baseadas
em resultados obtidos para a cafeina em agua ultrapura. Os métodos foram
desenvolvidos e otimizados sendo possivel avaliar a aplicabilidade deles em

amostras contendo cafeina em sua composicéo.

3.5 Aplicagcao dos métodos desenvolvidos pra reagao colorimétrica em

amostras de energético, esgoto e medicamentos.
3.5.1 Amostra de energético

A amostra de energético foi submetida a reagdo nas condigdes descritas na
secao 2.2, mas apresentou coloragao preta apds a reacio inviabilizando a analise do
residuo. A complexidade da matriz dada pela presenga de agucares pode justificar

tal comportamento, inviabilizando a analise da amostra bruta. A amostra foi entao

diluida para 1,00 mg L-? em agua ultrapura e a reagéao foi repetida resultando no
residuo avermelhado esperado, com coloragdo pouco intensa. Apos essa etapa
comum aos métodos de referéncia e proposto, o residuo foi solubilizado em 300 uL
de MeOH e analisado com o método desenvolvido em LC-MS/MS. O branco,
amostra de energético com os reagentes substituidos por agua ultrapura também foi

submetido as condi¢des de reagcdo e analisados. A Figura 16 apresenta os
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cromatogramas de ions totais no modo SRM para (a) amostra do branco de

energético e para amostra do produto de reagdo com esse.
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Figura 16 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reagdo selecionada (SRM) para (a) amostra do branco de energético e (b) para amostra
do produto avermelhado obtido pela reagdo entre a cafeina (contida na amostra de
energético) e KBrOs; em meio acido (HCI 37 %).

Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O TIC da amostra do branco do energético apresentou sinal em tempo de
retencdo de 4,68 minutos, como previamente atribuido a presenca de cafeina na
amostra.

A amostra de energético ndo apresentou cafeina em sua composi¢céo apds a
reagao ocorrer, mas sim a presencga do ion m/z 324 como unico produto de reagao
no tempo de retencéo de 4,70 minutos (banda referente as transi¢ées do produto 2).
A reacao foi realizada em ftriplicata com valor de concentragao obtido pelo método de
referéncia de 0,720 mg L™, sendo inferior ao LOQ de 3,33 mg L™ considerado para o
meétodo inicialmente proposto.

A determinagéo de cafeina em amostra de energético foi feita por LC-MS/MS
nas condicbes previamente propostas, mas mostrou-se inviavel por falta de

confiabilidade no modelo proposto, pois concentragao encontrada pelo equipamento
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para amostra diluida a 0,190 mg L' de cafeina estava abaixo da faixa linear
inicialmente proposta pelo método desenvolvido para cafeina em agua, isto é, de
3,33 a 333 mg L de cafeina. Por esse motivo, a amostra de energético teve de ser

fortificada para se adequar as condicdes do método previamente proposto.

3.5.2 Amostra de medicamentos

O método desenvolvido foi aplicado as amostras de medicamentos 1 e 2. A
reacao ocorreu a partir de solugbes independentes de cada medicamento em
concentragbes de 300 mg L. Apds a reagéo, o residuo avermelhado também pode
ser observado, sendo solubilizado em 300 uL de MeOH e analisado com o método
desenvolvido em LC-MS/MS. O branco, amostra de cada medicamento com os
reagentes substituidos por agua ultrapura, também foram submetidos as condi¢des
analogas e foram analisados.

A Figura 17 apresenta o TIC no modo SRM para as amostras do branco e da

amostra do medicamento 1 apds a reagao.
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Figura 17 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reagdo selecionada (SRM) para (a) amostra do branco de medicamento 1 e (b) para
amostra do produto avermelhado obtido pela reagdo entre a cafeina (contida nas amostra

de medicamento 1) e KBrOs; em meio acido (HCI 37 %).
Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).
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O TIC referente ao branco do medicamento 1 apresentou uma banda
cromatografica em 4,67 minutos (referente as transigbes da cafeina), indicando
presenca de cafeina na amostra. A amostra do produto de reacido desse mesmo
medicamento ndo apresentou cafeina em sua composicdo, mas sim a presencga dos
produtos 1 e 2, caracterizados pelas bandas em 4,13 minutos e 4,74 minutos,
respectivamente.

De maneira analoga, as amostras do medicamento 2 foram analisadas e os

dados obtidos sdo apresentados pela Figura 18.
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Figura 18 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reacdo selecionada (SRM) para (a) amostra do branco de medicamento 2 e (b) para
amostra do produto avermelhado obtido pela reagao entre a cafeina (contida na amostra de
medicamento 2) e KBrOs; em meio acido (HCI 37 %).

Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O TIC do branco do medicamento 2 apresentou uma banda cromatografica
em 4,67 minutos, referente a presenca de cafeina. A amostra do produto de reacao
desse mesmo medicamento nao apresentou cafeina em sua composi¢do, sendo
esta totalmente consumida. A presenca das bandas em 4,12 e 4,72 minutos
referentes aos produtos 1 e 2, respectivamente, foram observadas.

A reacgdo ocorreu de maneira efetiva e para concentragao de 300 mg L™ de

cada medicamento. Os valores médios de concentragcao obtidos pelo LC-MS/MS
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para os brancos analiticos desses compostos foram de 188,43 mg L™ para o
medicamento 1 e de 254,13 para o medicamento 2. O excipientes presentes nos
comprimidos, bem como seus respectivos ativos podem reagir com os reagentes
(KBrOs e HCI 37 %), reduzindo a presencga do produto monitorado por LC-MS/MS. A
variagdo que ocorreu no aquecimento foi um limitante principalmente ao aplicar o
método em amostras com composi¢ado complexa. Apesar disso, a determinacédo de
cafeina em amostra de medicamentos por LC-MS/MS nas condigdes previamente
propostas mostrou confiabilidade no modelo proposto para faixa linear de trabalho
de 3,33a333mg L™

3.5.3 Amostra de esgoto

O método desenvolvido foi aplicado em amostra de esgoto contendo cafeina.
Apés a reagdo, o residuo avermelhado também pdde ser observado, sendo
solubilizado em 300 pL de MeOH e analisado com o método desenvolvido em LC-
MS/MS. O branco, amostra do esgoto com os reagentes substituidos por agua
ultrapura, também foram submetidos as condi¢des analogas. Os TIC no modo
SRM para amostra do branco de esgoto e para amostra do esgoto apds a reacao

encontram-se apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Cromatograma de ions totais (TIC) para experimentos de monitoramento de
reacdo selecionada (SRM) para (a) amostra do branco de esgoto e (b) para amostra do
produto avermelhado obtido pela reagao entre a cafeina (contida na amostra de esgoto) e

KBrOs; em meio acido (HCI 37 %).
Fonte: autor, (Analyst) Software versao 1.4 (€ 2018 Analyst).

O cromatograma de ions totais referente ao branco da amostra de esgoto
apresentou banda cromatografica em 4,68 minutos, indicando presencga de cafeina
na amostra, uma vez que a banda em questao trata-se das transi¢des da cafeina.

A amostra do esgoto apds a reacgdo indicou auséncia de cafeina, e uma
banda em 4,77 minutos referente ao produto 2.

A concentragao de cafeina no esgoto bruto é desconhecida, mas analises do
branco analitico da amostra por LC-MS/MS apresentaram valor médio de 4,83 mg L™
do analito. Assim, a determinagédo de cafeina em amostra de esgoto por LC-MS/MS
nas condi¢gdes previamente propostas mostrou confiabilidade no modelo proposto

para faixa linear de trabalho considerada.
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3.5.4 Comparacgao entre os resultados obtidos para amostras de energético,

esgoto e medicamentos.

A partir da curva analitica da D.O. da cafeina em agua ultrapura, secgao 3.3,
foi possivel otimizar as condigdes de analise para aplicar o método de estudo
proposto as amostras de energético, medicamentos e esgoto obtendo curvas
analiticas referentes cada amostra e avaliar as figuras de mérito do método utilizado.

As solugdes diluidas de cada amostra foram preparada em 1,00 mg L™ de
cafeina, e fortificadas com solugao de cafeina para obteng¢ao das respectivas curvas
analiticas no dispositivo para uma faixa linear de 100 a 500 mg L. O medicamento 1
também foi avaliado para tal faixa de concentragdo, mas apresentou linearidade
entre 100 a 300 mg L.

A Figura 20 apresenta as curvas analiticas da D.O. obtidas para presenca de

cafeina em tais amostras pelo método de estudo a partir do dispositvo proposto.
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Figura 20 — Curvas analiticas da D.O. em funcdo da concentracdo de cafeina para método
colorimétrico em amostras de (a) energético entre 100 a 500 mg L™, (b) esgoto entre 100 a
500 mg L™, (c) medicamento 1 entre 100 a 300 mg L' e (d) medicamento 2 entre 100 a 500

mg L, por celular.
Fonte: autor, 2018.

Os dados obtidos para as amostras de energético, esgoto e medicamento 1

mostraram possivel linearidade ao método proposto com valores de R2 maiores a

0,936 para uma faixa linear de 100 a 500 mg L™ para o energético e o esgoto.
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A relagcado linear obtida para o medicamento 1 apresenta apenas 3 pontos
realizados em triplicatas em uma faixa de 100 a 300 mg L' para o medicamento 1.
Embora o numero minimo de 5 pontos seja exigido pelas diretivas consideradas nas
etapas de validacdo do presente trabalho, a elevada sensibilidade do método
proposto e a ampla faixa linerar obtida impossibilitam acréscimos de mais pontos. A
variacdo da D.O. para valores de concentragdao entre os pontos apresentados nao
permitem variagédo significativa e pontos abixo de 100 ou acima de 300 mg L™
implicam em perda de linearidade.

O método proposto para o medicamento 2 indicou comportamento nao
coerente com o meétodo proposto. Mesmo usando uma faixa de trabalho mais
estreita ou com menor numero de pontos, esse problema pdde ser atribuido a
limitagdo do préprio método proposto frente a complexidade da matriz analisada
composta por excipientes (amido, hipromelose e triacetina) que sido possiveis
interferentes nessa analise.

A resposta analitica de cor vermelha, obtida apés a reacado ocorrer, foi

observada para concentracdo minima de cafeina em 100 mg L-! com variagdo de
intensidade de sinal (D.O.) significativa com relagdo ao branco analitico. O LOQ
obtido para os respectivos métodos de amostras estudadas foi de 100 mg L' e o
LOD 30,0 mg L.

A Tabela 8 apresenta as figuras de mérito obtidas para o método aplicado a
determinacao de cafeina em matrizes aquosa, de energético, esgoto e medicamento

1 para o método referéncia e para o dispositivo.

Tabela 8 — Figuras de mérito obtidas para cafeina em agua ultrapura pelos métodos
desenvolvidoes em LC-MS/MS e dispositivo colorimétrico (DC), das matrizes aquosas de
energético, esgoto e medicamento 1.

Parametros Agua ultrapura Energético Esgoto Med 1
LC-MS/MS DC DC DC DC
Fa"(‘zg"{‘_?;’" 333-333 100-500 100-500 100-500 100 — 300
LOQ (mg L) 3,33 100 100 100 100
LOD (mg L) 1,00 30,0 30,0 30,0 30,0

DPR intradia (%) 0,750 — 22,3 0,0800 - 0,760 3,13 -10,4 1,24-7,24 1,16 —4,56

Sensibilidade 7,25 x 10* 1,00x 10* 9,00 x 10* 6,00 x 10* 2,00 x 10*

Coeficiente linear 5,26 x 10° 3,00x10* 4,46x10" 2,32x10" 1,08 x 10
R? 0,979 0,945 0,978 0,936 0,977

Fonte: autor, 2018.



65

O LOQ e LOD obtidos para o método referéncia em agua foram em
aproximadamente 30 vezes menores do que aqueles obtidos para o método
proposto para dispositivo em agua e também para as amostras. Ainda que hajam

limitagbes a serem reavaliadas, dentre as quatro amostras consideradas, 75,0 %

sugerem ajuste ao método desenvolvido para o dispositivo, com valores de R2
maiores a 0,936 assim como obtido para o método referéncia. A precisao obtida para
as amostras foi préxima a 10,0 %.

Nao foi possivel usar a curva analitica da agua ultrapura para determinacao
da concentragdo da cafeina presente nas amostras em virtude do efeito de matriz
presente nas amostras ser significativo. O efeito de matriz foi avaliado para a curva
analitica do solvente puro (nesse caso, agua ultrapura) com relagdo a cada matriz
estudada pela relagdo entre os coeficientes angulares obtidos por elas, como
descrito por Pinho e colaboradores®. O calculo para determinar o efeito matriz é

apresentado pela Equacéo 6.

(8matriz— Ssolvente)

100
dsolvente X

Equacgao 6 %efeitomatriz =

Onde 6 ¢é o coeficiente angular da curva de calibragao.

O efeito de matriz foi superior a 100 % para as amostras de enrgético e
esgoto, sendo menos pronunciada para este. O medicamento 1 apresentou 100 %
de efeito de matriz, sendo o menor valor obtido.

O efeito de matriz observado nas amostras de energético, esgoto e do
medicamento 1 aplicadas ao método proposto foi significativo, embora as amostras
tenham sido consideravelmente diluidas para a analise. O medicamento 1
apresentou melhor resultado ainda que para efeito de matriz em 100 %, de modo
que a medida que a complexidade da amostras aumenta o erro é acentuado. A
elevada concentragcdo de agucares na amostra de energético € uma consideragao
relevante que justifica os maiores valores de efeito matriz observados nesse estudo.

Assim, a curva proveniente de cada matriz foi utilizada para os calculos, a fim
de melhorar a precisao e exatidio.

A Figura 21 apresenta a curva analitica de cada matriz considerada e no

solvente para melhor visualizagao da resposta ao efeito matriz observado.
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Figura 21 - Efeito de matriz avaliado pela relagdo entre os coeficientes angulares das
curvas analiticas das amostras de energético, esgoto e medicamento 1 em comparagdo com
a curva da agua ultrapura.

Fonte: autor, 2018.

A disposigcdo das curvas analiticas referentes as amostras de energético e
esgoto aplicadas ao método desenvolvido para dispositivo em agua ultrapura
mostrou que ha efeito de matriz pronunciado para amostras consideradas. A
amostra do medicamento 1, que apresentou menor efeito de matriz, tem seus
valores de concentracdo experimental (Cexp 300) mMais proximos do valor de
concentragéo teodrico (Cresico), COMO esperado.

A utilizagdo da curva analitica obtida para o medicamento 1 € uma alternativa
analitica que pode ser adotada como modelo para determinagdo de cafeina nessa
mesma matriz. O mesmo pode ser adotado para as respectivas amostras de
energético e esgoto.

A partir de valores de D.O. obtidos em analise interdia e utilizando as
respectivas curvas analiticas de cada matriz, como modelo analitico obteve-se uma

resposta analitica em concordancia ao esperado, Tabela 9.
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Tabela 9 — Comparacgéao entre as concentragdes experimentais intradia e interdia em 300 mg
L' de cafeina, obtidas a partir da fortificagdo das amostras de energético, esgoto e
medicamento 1 e que utilizam suas respectivas curvas analiticas como modelo.

Cso(mg L") Cs(mgL™)

- MH 2
Matriz Curva analitica R intradia interdia

Energético y=9,00x 10*x +4,46x 10" 0,978 324 +0,0125 235-0,260
Esgoto y=6,00x10*x+2,32x 10" 0,936 362 +0,190 381 + 0,250
Medicamento 1 y=2,00x10*x+1,08x10" 0,977 277-0,800 302 + 0,00600

Fonte: autor, 2018.

A concentragdo de 300 mg L' de cafeina foi considerada para comparagéo
entre as concentragdes obtidas intradia e interdia. A concentragao tedrica (Ciesrica) dO
energético é de 320 mg L™, a concentragdo obtida para do energético foi de 324 mg
L' com erro relativo de + 1,25 % para medidas intradia e de 235 mg L™ com erro
relativo de - 26,0 %.

A concentragdo de cafeina determinada no esgoto foi de 4,83 mg L™
determinado por LC-MS/MS, sendo fortificado para obter uma Ciesrica €Stimada em
305 mg L. A concentragao obtida para Csido energético foi de 362 mg L™ com erro
relativo de + 16,0 % para medidas intradia e de 381 mg L™ com erro relativo de +
25,0 % para interdia.

O medicamento 1 teve valor de Ciesico de 300 mg L, sendo obtidos Cs de
277 mg L com erro relativo de - 8,00 % para medidas intradia e de 302 mg L™ com

erro relativo inferior a 1,00 % ao interdia.

3.6 Comparacao dos resultados obtidos no presente estudo colorimétrico

com aqueles apresentados na literatura

Em pesquisa realizada na base de dados multidisciplinares Scopus até a data
de 30/07/2018 foram encontrados artigos que usam reagdo colorimétrica como
alternativa analitica para determinacdo de analitos por aquisicdo de imagem. O
modo de busca foi selecionado para “titulo, abstract e palavras chave” e as palavras
“caffeine, colorimetric, smartphone” foram pesquisadas nao sendo encontrados
artigos no resultado dessa busca. Isso faz do presente estudo de determinagéo de
cafeina em matrizes aquosas utilizando colorimetria como resposta analitica via

celular um trabalho inovador e inédito, nessas condigdes.
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A aplicagao de colorimetria para desenvolvimento de testes rapidos e de baixo
custo na determinacgao de analitos tem se tornado um atrativo as analises quimicas.
Deng e colaboradores usaram resposta colorimétrica para detecgdo de cafeina em
amostras de alimentos, utilizando nanoparticulas de prata (AgNPs) e polimeros
moleculares magnéticos impressos (MMPIs)*. Recentemente, Zhang e
colaboradores desenvolveram um dispositivo para determinacao de nitrito a base de
papel com aplicabilidade em ambiente, alimentos e sistema fisiologico®”. O método
conta com reacgao de resposta colorimétrica para esse analito e deteccao de sinal via
celular®. A Tabela 10 apresenta uma comparagdo entre os principais parametros

analiticos obtidos no presente estudo com relagcdo aqueles encontrados na literatura.

Tabela 10 — Comparacao dos principais parametros analiticos de faixa linear, LOD, tipo de
analito e suporte utilizado pelo presente estudo colorimétrico e trabalhos analogos
encontrados na literatura.

Parametros Deng e Zhang e
e Presente estudo
analiticos colaboradores colaboradores
Faixa linear (mg L") 0-5,00 0-1,00 100 — 500
LOD (mgL™) > 5,00 7,30 x 102 30,0
Analito Cafeina Nitrito Cafeina
Suporte AgNPs e MMPIs Papel Placa de porcelana

Fonte: autor, 2018.

Em comparacdo com a estreita faixa linear obtida para nitrito, a partir da
literatura, pode-se atribuir vantagem ao método apresentado para cafeina. A faixa
linear obtida para cafeina € relativamente ampla conferindo vantagem analitica ao
método, embora o valor de LOD em 30,0 mg L™ ainda seja significativo.

A determinacdo de nitritos por reagao colorimétrica € bem consolidada em
comparagao aquelas conhecidas a compostos orgénicos, como a cafeina. Na
literatura ha poucos relatos de reagdes colorimétricas para compostos organicos,
dentre eles, destacando farmacos sendo esta uma importante vantagem analitica do
meétodo proposto ao dispositivo miniaturizado.

O método colorimétrico desenvolvido e validado nesse estudo apresentou
precisao ao modelo adotado para determinagao de cafeina em amostras complexas,
atendendo as diretivas nacionais e internacionais de validagdo. Embora limitacdes
quanto a influéncia da variagdo da temperatura na coloracdo e também na

concentracdo dos dois produtos maijoritarios formados tenham sido observadas, a
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resposta analitica obtida apés a etapa de aquisicdo da imagem néao foi

significativamente comprometida em termos de repetibilidade.

4. CONCLUSAO

A utilizagdo de reagdes envolvendo resposta colorimétrica tem sido uma
alternativa analitica praticada com aplicacbes a diversos compostos. A vasta
quantidade de compostos organicos relatada também dificulta estudos mais
detalhados dessas possibilidade reacionais, ndo sendo uma tarefa simples e rapida
encontrar uma reacao que forneca a resposta analitica desejada.

O uso do LC-MS/MS como método de referéncia permitiu observar a
formagdo dos produtos majoritarios da reacédo colorimétrica, de modo que a
utilizagdo dessa técnica mostrou-se interessante do ponto de vista do estudo da
reacao utilizada em funcao da relacdo concentragao de cafeina. A utilizagcdo dessa
técnica permite o estudo da cinética da reagao e de sua eficiéncia ao reagir cafeina
presente em amostras de com composicdo complexa, sob as condigdes
experimentais previamente estabelecidas.

O dispositivo miniaturizado proposto mostrou-se, entdo, uma alternativa
analitica de baixo custo e com resposta rapida com precisdo e exatiddo. Sua
aplicabilidade nao se limita apenas a determinagao de cafeina em um unico tipo de
amostras, mas também pode ser aplicada a diferentes matrizes.

O dispositivo desenvolvido pode ser viavel para aplicagdo em amostras
aquosas aplicadas em estudos de ecotoxicidade, usando o zebrafish, sendo um
método rapidoe de baixo custo.

Como alternativa para andlise de matrizes complexas pelo método
colorimétrico proposto, a etapa de preparo de amostra e pré-concentracao deve ser
considerada com a finalidade de melhorar ainda mais a precisdo e exatiddo do

método proposto.
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Capitulo 3

Dispositivo Fluorimétrico
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Capitulo 3: Reagao Fluorimétrica

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Otimizar os parametros reacionais (pH, volume de solugdes, concentragao de
fluoréforo, tempo de reacgdo, luminosidade, etc.) para que as melhores
condi¢des resultassem em uma resposta analitica.

v Propor e avaliar os tipos de materiais poliméricos a serem utilizados para a
fabricacao dos dispositivos impressos pela técnica de manufatura 3D.

v Ajustar as melhores condigdes do celular para garantir confiabilidade dos
dados analiticos obtidos a partir das imagens adquiridas e tratadas.

v Validar o método no dispositivo portatii e no espectrofluorimetro como
referéncia.

v Aplicar os métodos desenvolvidos em amostras que contém cafeina em sua

composi¢ao, como esgoto, medicamentos e bebidas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Padrdes e reagentes utilizados

Os padroes de cafeina (MM 194,19 g mol-', CAS 58-08-2) e HPTS (MM
524,39 g mol', CAS 6358-69-6) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. A partir do
padrao de cafeina foram preparadas solugdes estoque na concentragado de 2000 mg
L' em agua. Em concordancia com o objetivo desse estudo, em determinar cafeina
em matriz de aguas residuarias, foi preparada uma solugdo que mimetiza a
composic¢ao do esgoto sanitario (/lab-made), cujos componentes (celulose, sacarose,
amido, extrato de carne, bicarbonato de sédio e os sais NaCl, MgCl. e CaClz foram
adquiridos da Sigma-Aldrich®. O surfactante utilizado na composig¢éo do /ab-made foi
um detergente comercial marca Ypé® neutro e dleo de soja marca Soya®. De
maneira analoga ao procedimento descrito, a partir do padrdao de cafeina foram

preparadas solugbes estoque de cafeina na concentragdo de 2000 mg L™ em /ab-
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made. A solugdo estoque de HPTS 100 umol L™ foi preparada adicionando uma
massa do padréo a solugdo tampao de fosfato de potassio 0,100 mol L™ em pH 6,3.
A solugdo tamp3ao foi preparada a partir de solugbes aquosas 1,00 mol L™ de fosfato
de potassio monobasico (KH2PO4, MM 136,09 g mol-!, CAS 7778-77-0, Sigma-
Aldrich®) e dibasico (K2HPO4. 3H20, MM 174,18 g mol-', CAS 7758-11-4, Sigma-
Aldrich®). A partir da solugédo estoque, solugdes diluidas em tamp&o foram obtidas
nas concentragdes de 50,0 e 0,300 umol L™ e utilizadas para reagir com a amostra
de cafeina. As solugdes de trabalho em agua foram preparadas semanalmente e
armazenadas em frasco ambar e estocadas entre 6 e 10 °C.

As solugcdes em lab-made foram preparadas para uso imediato devido a sua
rapida degradacéao por hidrélise do amido.

As solucdes estoque dos padrdes utilizados nesse estudo foram preparadas
com agua Milli-Q (Synthesis MILLIPORE). As pesagens foram feitas com auxilio de

uma balanga analitica devidamente calibrada (Shimadzu, AUX220).

2.2 Preparo das solugoes

As solucdes de cafeina estoque foram preparadas na concentragao de 2000
mg L' em &agua ultrapura e também em meio /lab-made. A partir dessas solugbes
foram preparadas solugdes diluidas de acordo com a necessidade analitica. Para
analises realizadas no espectrofluorimetro, as diluicbes foram feitas na proépria
cubeta de analise com auxilio de pipetas automaticas visando sempre minimizar os
possiveis erros experimentais.

O preparo da agua residuaria lab-made apresenta sua composig¢ao detalhada
na Tabela 11. As concentragdes referentes a cada composto foram adaptadas de

Martins e colaboradores*’.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7758-11-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7778-77-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Tabela 11 — Componentes do esgoto lab-made e suas respectivas concentragoes.

Componentes Concentragao
Celulose* 47,0 mg L™’
Sacarose* 98,0 mg L'
Amido* 149 mg L’
Extrato de carne* 262 mg L
Bicarbonato de sédio (NaHCO3)* 370 mg L
Solugao de sais (NaCl, MgClz, CaClo)* 1,00 mL L
Surfactante 1,00 mL L
Oleo de soja 79,0 L L

Fonte: adaptado de Martins e colaboradores®!

As solugdes de surfactante e de sais foram previamente preparadas. O
surfactante foisolubilizado em meio aquoso sob aquecimento brando e agitagao
manual. Os sais de NaCl, MgCl. e CaCl; foram pesados e solubilizados em agua
ultrapura. Os demais componentes descritos na Tabela 11 foram pesados e
solubilizados em agua corrente. O extrato de carne foi previamente submetido a
aquecimento brando e manualmente agitado para sua completa solubilizacdo em
volume suficiente de agua corrente.

A solugdo estoque tampao de fosfato de potassio 0,100 mol L', pH 6,3 e 100
umol L™ de HPTS foi preparada a partir das solugbes aquosas 1,00 mol L™ de fosfato
de potassio monobasico (KH2PO4) e dibasico (K2HPO4. 3H20) e o pH de 6,30 foi
aferido com auxilio de um pHmetro (Gehaka, PG 1800) previamente calibrado. Essa
solucao foi utilizada para analises realizadas pelo dispositivo portatil proposto nesse
estudo.

As analises realizadas no método fluorimétrico de referéncia no Shimadzu RF-
1501 exigiram o preparo de solugbes diluidas a concentragdo de 0,600 umol L™ de
HPTS em tampao de fosfato, preparadas a partir de aliquota de 600 uL da solucéo

estoque para um volume de 100 mL de solugao tampao sem HPTS.

2.3 Areacao entre cafeina e o HPTS

O corante fluorescente HPTS ao reagir com a cafeina em solu¢do tampao de
fosfato (0,100 mol L™, pH 6,30 e 50,0 umol L' de HPTS) resulta em um complexo
com propriedades fluorescentes e de possivel detecgdo na regiao do UV-VIS,
segundo Rochat e colaboradores™. Em uma avaliagdo prévia, a viabilidade da

reacao foi estudada com base em uma resposta analitica visual proveniente da
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interagcdo entre volumes iguais da solugdo aquosa de cafeina 1000 mg L™ e da
solugéo tampéo de HPTS 50,0 umol L™ tendo como suporte um spot-test de uma
placa de PLA impresso em manufatura 3D. O sistema foi irradiado por uma fonte
RGB de cor azul provida de comprimento de onda em torno de 460 nm, ideal para
excitar a espécie fluoréfora (HPTS) presente no meio. Em minutos foi possivel
observar variagédo na intensidade de fluorescéncia emitida pelas gotas de cada spotd
0 suporte reacional, sendo um fator motivacional para seguir o estudo com base

nessa reacgao.

2.4 Instrumentacgao e condi¢goes analiticas

2.4.1 O dispositivo fluorimétrico (DF) portatil proposto

O sistema portatii para anadlise de cafeina em matrizes aquosas foi
desenvolvido e impresso em impressora 3D para andlises das reacbes de
decaimento de fluorescéncia em volumes reduzidos de amostra. A estrutura externa
do corpo do dispositivo foi impressa em PLA preto. A estrutura externa do dispositivo
composta por duas segdes cubicas com dimensodes (45,0 x 50,0 x 50,0) mm cada:
secao superior possui um orificio circular (30,0 mm de didmetro) que se ajusta
fixamente ao celular e direciona a regido de interesse a ser capturada na imagem. A
secao inferior aloja o suporte da cubeta e sustenta a fibra 6ptica e a fonte luminosa
de LED. A Figura 22 apresenta de maneira representativa o dispositivo portatil

proposto e uma visao interior da secéao inferior.

Figura 22 — Representacdo esquematica do dispositivo fluorométrico (DF) e local para
insercao do (a) insert contendo a amostra, (b) fibra 6ptica e (c) fonte luminosa LED azul.

Fonte: autor, (FreeCad) Software verséo 0.16 (€ 2016 — 2018 FreeCad)



75

Um insert foi utilizado como cubeta analitica para esse sistema. Uma fibra
Optica nas dimensoes (1,00 x 20,0) mm foi utilizada para direcionar a luz gerada pela
fonte de diodo emissor de luz (LED) azul até a parede da cubeta. O nucleo da fibra é
composto por metacrilato de metilo (PMMA) com indice de refracdo de 1,49 e
poliestireno (PS) com 1,59.

Esses polimeros conferem flexibilidade e robustez ao material e excelente
transmissao de dados por toda extensao da fibra a um baixo custo. O feixe de luz foi
transmitido pelo nucleo da fibra e direcionando ao insert e ao penetrar pelo vidro se
estendeu por todo caminho 6ptico desse, contendo a amostra reacional. O LED azul
de alto brilho (OVLGBOCxB9, OPTEK Technology) apresenta banda espectral de
emissao relativamente estreita de 468 a 470 nm, que varia com a temperatura do
ambiente. As anadlises foram realizadas a temperatura em torno de 25 °C e portanto
o Aem do LED foi de aproximadamente 470 nm. A Figura 23 apresenta os

componentes do dispositivo.

(a) (b) (©)
Figura 23 — Componentes do sistema dispositivo fluorimétrico (DF): (a) insert, (b) fibra
Optica e (c) LED.
Fonte: autor, 2018.

O LED foi conectado a um sistema de microcontrolador Arduino Nano
(Atmega 328, Arduino, USA). Um resistor regulavel (potencidmetro) de 100 kQ que
divide a tensao do sistema foi utilizado para controle da intensidade de radiagao do
sistema. O circuito contou com uma resisténcia de 100 Q. O sistema foi alimentado
por um cabo OTG que conecta o arduino ao celular Motorola Moto G5 Plus, cdmera
12 MP, de modo que a prépria bateria do celular € utilizada como fonte de energia. A

Figura 24 apresenta o circuito do dispositivo com seus respectivos componentes.
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(f) Resistor Fibra optica (b)

g/

\* insert(a)

(8)

(d) Arduino-nano

Potenciometro (e)

Figura 24 - Representacao esquematica do circuito do dispositivo fluorimétrico (DF) e seus
componentes: (a) insert, (b) fibra 6ptica, (c) LED, (d) microcontrolador arduino nano, (e)

potenciébmetro, (f) resistor, (g) cabo OTG e (h) celular.
Fonte: Cedida por Juliano Passaretti Filho e adaptada, 2018

O celular foi disposto paralelamente ao feixe de excitagao do dispositivo para
que o angulo formado entre a captura da imagem em relagédo ao feixe luminoso que
atravessa a cubeta fosse de 90°. O fendbmeno de decaimento de fluorescéncia
ocorre em todas as diregdes, poréem ¢é melhor observada quando medida
perpendicularmente ao feixe incidente por minimizar as contribuicbes do
espalhamento da radiacdo em amostras aquosas.

A partir do protocolo proposto para o método de referéncia, que sera exposto
em secao 2.4.4, foram feitas adaptagcbes para transpor as limitagdes analiticas
intrinsecas da reducao de escala do sistema analitico. Os volumes das solugdes
foram reduzidos a 50,0 uL de solucéo de cafeina e 0 mesmo para a solugao tampao
com 100 pumol L do fluoréforo, totalizando 100 pL finais. A reagdo passou a ocorrer
em um insert (ID 24701, SUPELCO, Sigma-Aldrich®) de fundo plano, com
capacidade maxima para 300 pL nas dimensodes de (5,00 x 31,0) mm, fabricado em

vidro e poliuretano. O tempo de reacgao foi mantido em 4,00 minutos.
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2.4.2 Aquisi¢cao da imagem

A etapa de aquisigdo da imagem foi realizada usando celular Motorola Moto
G5 Plus, camera 12 MP. Para isso, a imagem da regido circular superficial da
amostra dentro do insert foi capturada para posterior tratamento da imagem. A
Figura 25 apresenta uma representacédo esquematica da forma como foi feita a

aquisicdo da imagem.

Figura 25 — Representacdo esquematica do sistema de aquisicdo da imagem usando o

dispositivo fluorimétrico (DF) acoplado ao celular.
Fonte: autor, (FreeCad) Software verséo 0.16 (€ 2016 — 2018 FreeCad)

As configuragdes de flash, filtros, ajustes de escala e em especial o modo de
captura que definem a camera do celular foram manualmente ajustadas. O aplicativo
de celular OpenCamera (versao 1.40) também foi utilizado nessa etapa e os
parametros ajustados s&o descritos pela Tabela 1, exceto o flash que foi alterado

para desligado.

2.4.3 Processamento da imagem

Essa etapa foi realizada de maneira analoga ao descrito para a reagao
colorimétrica. O software ImageJ (versdo 1.50i, National Institutes of Health, USA)
foi utilizado e a imagem capturada pelo OpenCamera é agora convertida em um
sistema de cores luminosas RGB (Red, Green e Blue). O procedimento € analogo ao

ja descrito pelo método colorimétrico na seg¢ao 2.3.3 do Capitulo 2.
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2.4.4 Método referéncia: Espectrofluorimetro

Um método de referéncia foi desenvolvido em um espectrofluorimetro (RF-
1501, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). O volume de 1500 pL de solugao
contendo cafeina em distintas concentragbes reagiram com o mesmo volume da
solugdo tampdo de 0,60 pmol L' do fluoréforo. A solugdo reacional foi
homogeneizada e a reagédo ocorreu na propria cubeta analitica de quartzo (Kasvi,
faces polidas, 45,0 x 12,5 x 12,5 mm e 1,25 mm de espessura de parede) em um
volume total de 3000 pL. A Tabela 12 apresenta os parametros de operagao do

equipamento.

Tabela 12 — Parametros analiticos do RF-1501 para analise das amostras da reacédo de
resposta fluorimétrica entre a cafeina e a solugdo tampao de fosfato (0,100 mol L™, pH 6,30
e 0,600 ymol L' de HPTS).

Parametros analiticos Definigao
Aquisicao dados Quantitativo
Faixa de varredura 480 - 700 nm
7\- Emissao 509 nm
}M Excitagdo 460 nm
Fenda excitacao 10 nm
Fenda emissao 10 nm
Sensibilidade Alta

Fonte: autor, 2018.
As analises em método de referéncia foram analisadas para concentragoes
de cafeina em agua ultrapura de 100 a 700 mg L' e em /ab-made de 60 a 1300 mg

L-1. Inicialmente as analises foram realizadas no modo spectrum para A de

emisséo
460 nm fornecendo informagdes importantes sobre o perfil analitico da relagcao entre

intensidade de fluorescéncia (IF) e o comprimento de onda (A) de 480 a 650 nm.

2.5 Aplicagao do método desenvolvido em amostras de energético, esgoto e

medicamentos

As condi¢cbes analiticas e instrumentais estabelecidas previamente foram
aplicadas para amostras de bebida energética (Red Bull®), medicamentos que

contém cafeina em sua composigdo (medicamento 1: Doril® e medicamento 2:
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Melhoral®) e esgoto. O efeito de interferéncia de matriz foi avaliado e as amostras
foram diluidas para reduzir o comprometimento da resposta analitica para o método
de referéncia e portatil.

As concentragdes de cafeina nas amostras diluidas estavam abaixo do limite
de quantificagdo (LOQ 100 mg L") em agua e (LOQ 60 mg L") /lab-made dos
métodos de referéncia do dispositivo proposto (LOQ 100 mg L™ para agua e lab-
made), de modo que foi necessario a fortificagdo das amostras a partir das solugdes
estoque previamente preparadas. A fortificacdo da amostra foi feita na cubeta dentro
do volume de 1500 uL de amostra no fluorimetro e dentro do insert para 50,0 yL de

amostra no dispositivo fluorimétrico portatil proposto.
2.5.1 Amostra de bebida energética

Determinadas as condigcdes de analise do espectrofluorimetro Shimadzu-
1501, secao 2.4.4 uma avaliacido prévia da sua resposta analitica em tais condi¢des
foi realizada a partir de uma aliquota do energético na concentragdo de 320 mg L™,
como fornecido pelo fabricante. A intensidade de fluorescéncia (IF) referente a
aliquota do energético sem diluicdo ndo se enquadrou na faixa linear de trabalho do
equipamento, de modo que a amostra foi diluida em agua ultrapura até que se

adequasse a confiabilidade do equipamento.
A reagdo entre as amostras diluidas do energético (100 a 1200 mg L'1) ea

solucao tampéao de HPTS em 0,300 umol L-1 ocorreu em volumes iguais de 1500 pL
cada em uma cubeta de quartzo. A resposta fluorimétrica foi obtida apds 4,00
minutos a partir da mistura para que a reacgao tivesse tempo de ocorrer.

O procedimento analogo foi realizado para o dispositivo portatil proposto em
que a concentracao ideal da amostra do energético foi ajustada a faixa linear do

dispositivo através de diluigdes do conteudo referéncia descrito na embalagem. A
reacao entre as amostras diluidas de energético (100 a 600 mg L'1) e a solugao

tampao de HPTS em 100 pmol L-" ocorreu em volumes iguais de 50,0 pL cada em

um insert.
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2.5.2 Amostra de medicamentos

As informacdes fornecidas pelos seus respectivos bularios e o procedimento
de solubilizagdo dos comprimidos foram realizados de maneira analoga ao descrito
na segao 2.4.2 do Capitulo 2, para o método colorimétrico.

O espectrofluorimetro Shimadzu-1501 foi condicionado como descrito na

secao 2.4.4 e uma avaliacdo prévia da sua resposta analitica em tais condicdes foi

realizada a partir de uma aliquota de 3000 pL da solugéo estoque de 300 mg L' de
concentracado de cafeina em cada medicamento.

O método portatil foi avaliado para concentragées entre 100 a 600 mg L™ de
cafeina, sendo necessario o preparo de uma solugdo diluida em 1,00 mg L" e

fortificacdo dessa por cafeina.
2.5.3 Amostra de esgoto

O procedimento de coleta, armazenamento e analise da amostra de esgoto
coletada na regido urbana da cidade de Sdo Carlos — SP foi analogo ao descrito
pela secao 2.4.3 do Capitulo 2 para analises colorimétricas.

Devido a sua complexidade, a amostra de esgoto foi previamente filtrada e
uma solucgao diluida para 0,018 mg L™ foi preparada para minimizar o efeito de
matriz. Essa solugdo foi fortificada com solugdo de cafeina em diferentes
concentragbes para um estudo da viabilidade da reagéo entre 100 e 600 mg L™ do

analito para o método proposto.
2.6 Validacao dos métodos propostos

A validagao foi feita seguindo a diretiva do Instituto nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro), com base nos documentos necessarios para
acreditacdo (DOQ-CGCRE-008 — Rev, 06 — Nov/17). Os métodos propostos nesse
estudo foram validados segundo parametros de precisdo, limite de quantificagao,
limite de detecgao, sensibilidade e linearidade. Esses parametros foram previamente

descritos na sec¢ao 2.5 do Capitulo 2 para o método colorimétrico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Consideragoes sobre a reacao fluorimétrica

O modelo cinético de Stern-Volmer**#® ¢ utilizado para descrever o processo
de supressao dinamica da luminescéncia ao considerar que esse processo depende
da colisdo mutua entre a molécula excitada M* (HPTS) e a supressora Q (cafeina),

Reacéao 1.

Reacdo 1 — Esquema de reacgao representativo entre a molécula excitada e o supressor.

M*+Q P M+Q*

O efeito observado é a redugéo da intensidade de emiss&o luminescente (IF)
em relacéo a intensidade de fluorescéncia obtida pela auséncia de cafeina (IFo). A
Equacdo 7 descreve as condigdes descritas para o modelo de Stern-Volmer
desconsiderando a resolugdao temporal. O coeficiente angular € a constante de

Stern-Volmer (Ksv).

Equacio 7 IF/IF =1+ Ks, [Q]

A relagdo linear entre razdo de fluorescéncia (IFo/lF) em fungdo da
concentracao de cafeina mostrou-se adequada a caracteristica do modelo de Stern-
Volmer, como sera apresentado. O sinal analitico € dado pela razao intensidade do
sinal da amostra pelo sinal do branco. Esse sinal correlaciona com a concentragao
de cafeina que permite extrair informagdes importantes do método desenvolvido,
como linearidade, precisdo, sensibilidade, LOQ, LOD dentre outros. A resposta
analitica numeérica obtida a partir do processamento da imagem do sistema de
estudo miniaturizado permitiu a avaliagdo do método de maneira analoga aos dados
obtidos convencionalmente por um equipamento referéncia. Assim, foi possivel
comparar tais parametros caracteristicos de cada método e avaliar o desempenho

do dispositivo proposto.
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A medida que a concentragdo de cafeina aumenta ocorre reducdo da
fluorescéncia (IF), isto é, um efeito de decaimento (quenching) de fluorescéncia. O
mecanismo de efeito de supressao de sinal pode descrever um quenching estatico.
Um quenching dinamico é caracterizado por rearranjos moleculares, processos de
transferéncia de carga e de transferéncia de energia, isto €, quando ocorre
transferéncia de energia nao radiativa da espécie excitada para outras moléculas ou
ainda pelo contato entre supressor e espécie excitada. A supressao estatica de
luminescéncia apresenta formacdao de complexo no estado fundamental do
fluoréforo, onde ha formagdo de um complexo nao fluorescente entre supressor e
fluoréforo no estado fundamental. A formacao do produto reacional esta sendo
investigada por técnicas espectrométricas, mas resultados preliminares indicam que
a reagao entre a espécie fluoréfora e a cafeina esteja formando um complexo de
transferéncia de cargas. Essa hipbétese estd em concordancia com resultados
relatados por Rochat e colaboradores, o que caracteriza o processo de quenching de

fluorescéncia dindmico do presente estudo™.

3.2 Desenvolvimento do método referéncia — Shimadzu RF-1501

3.2.1 Avaliagéo da intensidade de fluorescéncia em agua ultrapura e esgoto

lab-made

A técnica de espectrofluorimetria foi utilizada para desenvolvimento de um
meétodo de referéncia para o presente estudo. O espectrofluorimetro Shimadzu RF-
1501 foi utilizado para analisar amostras contendo concentragbes de cafeina em
agua ultrapura obtendo-se linearidade para faixa de concentragcéo de 100 a 700 mg
L-'. Inicialmente as analises foram realizadas no modo spectrum para Aemissao de 460
nm fornecendo informacdes importantes sobre o perfil analitico da relagdo entre
intensidade de fluorescéncia (IF) e o comprimento de onda (1) de 480 a 650 nm.

Uma vez determinado o perfil analitico para a reagdo em agua ultrapura,
estudos envolvendo esgoto lab-made foram realizados j& que o método tem por
finalidade ser aplicado em amostras de esgoto. A solugédo de cafeina em esgoto /ab-
made foi adicionada a cubeta e a reagdo ocorreu nas mesmas condicoes

estabelecidas previamente.
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A interferéncia de matriz foi avaliada de maneira comparativa entre os
espectros de emissao em 460 nm para ambas as condigcdes em concentracdes de 0,
100, 220, 530 e 700 mg L' de cafeina, como apresentado pela Figura 26. As
condigbes experimentais, as concentragbes de cafeina avaliadas bem como os
parametros de operagdao do equipamento foram constantes em ambos os

experimentos.
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Figura 26 — Espectro de emissdo em 460 nm obtidos pelo espectrofluorimetro RF-

1501 para (a) solugéo de cafeina em (a) agua ultrapura e (b) em esgoto lab-made.
Fonte: autor, 2018

Pbde-se observar que em esgoto lab-made houve supressdao do sinal
analitico em comparagao com o perfil da agua ultrapura. O perfil analitico € o mesmo
em ambas situagdes, e para minimizar possivel efeito de matriz da amostra de
esgoto, o método foi desenvolvido em esgoto /ab-made. O espectro de excitagéo
para 460 nm apresentou maior sinal de emissdao em 509 nm. A intensidade de
fluorescéncia (IF) maxima foi observada préxima a valores de 400 u.a. para amostra
de agua ultrapura e 350 u.a. para amostra de esgoto lab-made, em 509 nm. A
interagédo entre o HPTS e a cafeina foi expressiva, sendo observado decréscimo da
intensidade de fluorescéncia a medida que a concentragcado de cafeina presente na
amostra foi aumentada. O fluor6foro em questdo mostrou-se uma alternativa
potencial para a quantificagdo de cafeina em matriz aquosa a partir do decaimento
de fluorescéncia a medida que o produto da reacéo é formado.

O método desenvolvido em agua ultrapura foi considerado para aplicagao de

amostras de energético e medicamentos, enquanto que o método em /ab-made foi
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considerado para aplicacdo da amostra de esgoto coletado em regido urbana,

minimizando possivel efeito de matriz da amostra.

3.2.2 Avaliacao do tempo de reacéao

O tempo de reagao foi avaliado em intervalos de 2,00 minutos numa escala
de 0 a 10,0 minutos. A Figura 27 apresenta o resultado obtido entre a relagdo a
razao de fluorescéncia (IFo/IF) o tempo de reagdo em minutos.
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Figura 27 — Avaliagdo do tempo ideal de reacgdo entre a cafeina (300 mg L") e a solugéo
tampdo de fosfato (0,100 mol L, pH 6,30 e 0,600 umol L' de HPTS) a 25 °C, em

espectrofluorimetro RF-1501.
Fonte: autor, 2018.

A razao de fluorescéncia decresce linearmente de 1,00 a 4,00 minutos. A
partir de 6,00 minutos a razdo continua a diminuir, contudo de forma menos

expressiva. O tempo reacional foi adotado como 4,00 minutos.

3.2.3 Validagao do método de referéncia em agua e lab-made

As condi¢des operacionais do equipamento foram definidas como descrito na
Tabela 12 da sec¢éo 2.4.4. Os valores de intensidade de fluorescéncia do branco da
amostra (IFo) e a intensidade de fluorescéncia (IF) de cada amostra contendo
cafeina foram obtidos a partir da leitura feita pelo equipamento. A razéo (IFo/IF) foi
determinada para cada concentracado de cafeina avaliada e disposta em uma relacao

linear para valores de concentragao de cafeina, Figura 28.
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Figura 28 — Curva analitica da razéo de fluorescéncia (IFo/IF) em fungcdo da concentragao
da solugdo aquosa de cafeina entre 100 a 700 mg L', em espectrofluorimetro RF-1501.

Fonte: autor, 2018.

A Equacao 8 apresenta o sinal analitico da razéo de fluorescéncia em relagéo

a concentragdo de cafeina com coeficiente de determinagdo R? de 0,994.

Equacéo 8 y =4,00 x10°x + 8,53x10"

A razdo de fluorescéncia (IFo/IF) fornece a resposta analitica linear em
relacdo as concentragbes de cafeina para uma faixa linear de 100 a 700 mg L' no
método desenvolvido em agua ultrapura. O LOQ do método foi de 100 mg L' para
cafeina e a partir desse valor sobre 3,33 foi determinado o LOD do método em 30,0
mg L' de cafeina. A precisao intradia foi expressa pelo DPR entre 0,660 e 1,56 % e
os valores interdia variaram entre 1,12 a 2,36 %.

De maneira analoga, o método desenvolvido em esgoto /lab-made apresentou
quenching de fluorescéncia para a relagdo entre a intensidade de fluorescéncia e a
concentracdo de cafeina. A razdo (IFo/IF) foi determinada em funcdo da

concentracao de cafeina em lab-made, Figura 29.
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Figura 29 — Curva analitica da razao de fluorescéncia (IFo/IF) em fungcao da concentragéo
da solugaode cafeina em lab-made, entre 60 a 1300 mg L, em espectrofluorimetro RF-
1501.

Fonte: autor, 2018.

A Equacao 9 apresenta o sinal analitico da razao de fluorescéncia em relagcao

a concentracdo de cafeina, para R2de 0,991.

Equagdo 9 y = 4,00 x10*x + 1,03

A razdo de fluorescéncia (IFo/IF) fornece a resposta analitica linear em
relagdo as concentragdes de cafeina a partir da concentragido de 60,0 mg L', com
faixa linear de 60 a 1300 mg L-'. O LOQ do método foi de 60,0 mg L-! para cafeina.
A partir desse valor sobre 3,33 foi determinado o LOD do método em 18,0 mg L-" de
cafeina. O método apresentou precisao intradia entre 0,550 e 6,22 % e interdia entre
0,300 a 4,02 %.

As figuras de mérito do método desenvolvido em agua ultrapura e lab-made

para espctrofluorimetro sao apresentadas na Tabela 13.
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Tabela 13 — Figuras de mérito obtidas para a reacdo de resposta fluorimétrica entre a
solugdo de cafeina (em agua entre 100 a 700 mg L™ e em /lab-made entre 60 a 1300 mg L")
e a solugdo tampao de fosfato (0,100 mol L™, pH 6,30 e 0,600 uymol L' de HPTS), em
espectrofluorimetro RF-1501.

Parametros analiticos Agua ultrapura Esgoto lab-made
Faixa linear (mg L") 100 — 700 60 — 1300
LOQ (mg L) 100 60
LOD (mg L") 30,0 18,0
DPR intradia (%) 0,660 — 1,56 0,550 — 6,22
DPR interdia (%) 1,12 — 2,36 0,300 — 4,02
Sensibilidade 4,00 x10° 4,00 x 10*

Coeficiente linear 8,53 x10" 1,03

R? 0,994 0,991

Tempo da reagao (minutos) 4,00 4,00

Fonte: autor, 2018.

O método desenvolvido no esgoto lab-made permitiu trabalhar com a faixa
linearidade mais ampla do que o mesmo desenvolvido em agua ultrapura, tendo
ainda alguma vantagem sobre esse por apresentar LOQ de 60 mg L' e LOD de 18,0
mg L™, isto &, valores menores do que obtidos para a agua. A sensibilidade também
apresentou vantagem com relagdo ao método em agua, em uma ordem de grandeza
a mais.

A principio, o método desenvolvido em agua foi considerado para aplicagao
de amostras de energético e medicamentos enquanto que o método em /lab-made foi

considerado para analises em esgoto, evitando possivel efeito de matriz.
3.3 Desenvolvimento do método de estudo — Dispositivofluorimétrico (DF)
A imagem capturada pela camera do celular (amostra no insert dentro do

dispositivo) apresentou coloracéo de fluorescéncia verde. A Figura 30 apresenta uma

dessas imagens.
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Figura 30 — Aquisicdo da imagem da reacao fluorimétrica entre a solucdo aquosa de
cafeina 100 mg L™ e a solugéo tampao de fosfato (0,100 mol L™, pH 6,30 e 100 umol L™ de

HPTS) a 25 °C, adquirida pelo celular.
Fonte: autor, 2018

A partir da etapa de tratamento da imagem foram obtidos valores de
intensidade de sinal da regido de interesse. O canal vermelho (R) do modelo de
cores RGB foi escolhido por apresentar variagcao significativa da intensidade de sinal
em fungdo das concentracdes de cafeina, numa relagdo linear decrescente entre
100 e 600 mg L-' em agua ultrapura e também para lab-made. De fato a variagédo do
canal de cores vermelho é coerente ao dado de imagem obtido (verde), uma vez
essas cores sao complementares, pelo circulo cromatico. A densidade 6ptica (D.O.)
foi determinada pela relagdo negativa do logaritmo da razdo entre o valor médio das
triplicatas referentes a intensidade de sinal do canal R e a intensidade de sinal do
branco do mesmo canal, Equacgao 4, secéo 3.3 do Capitulo 2. A relagao linear obtida
entre os valores de (D.O.) e as concentragdes de cafeina em agua ultrapura é

apresentada pela curva analitica, Figura 31.

0,120
0,100 -+
P
0,080 - 1
o 4
9 0,060
0,040 -
0,020 - + y=1,00 X 1045 + 1,63 X 10-*
R2=0.996
0,000 : : .
0 200 400 600 800
Concentragidio/ mg L1

Figura 31 — Curva analitica da densidade optica (D.O.) em funcdo da concentracdo da

solugdo aquosa de cafeina entre 100 a 600 mg L™, por celular.
Fonte: autor, 2018

A Equacdo 10 apresenta o sinal analitico da densidade Optica em relagéo a

concentragdo de cafeina, para R?de 0,996.
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Equacéo 10 y =1,00 x10*x + 1,63 x10?

De maneira analoga, a relacdo linear obtida entre os valores de D.O. e as
concentracbes de cafeina em amostras de esgoto /ab-made é representada pela

curva analitica na Figura 32.
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Figura 32 — Curva analitica da densidade o6ptica (D.O.) em funcdo da concentracdo da

solugdo | de cafeina em lab-made, entre 100 a 600 mg L™, por celular.
Fonte: autor, 2018.

A Equacdo 11 mostra que existe uma relagao linear para concentragdes de
cafeina de 100 a 600 mgL-' com ajuste de pontos expresso pelo coeficiente de

determinacao de 0,900.

Equagdo 11 y = 4,00 x10°x+ 9,33 x107

A D.O. fornece a resposta analitica para o método proposto em dispositivo
portatil em uma relagéo de linearidade em uma faixa de trabalho de 100 a 600 mg L™
tanto em agua ultrapura quanto em esgoto /ab-made. Os valores de LOQ e LOD
para ambos os métodos foram o mesmo sendo de 100 mg L™ e LOD de 30,0 mg L™.

O método aplicado em agua ultrapura apresentou precisdo intradia entre
0,100 e 0,610 % e interdia entre 0,340 a 0,670 %. O método em /ab-made

apresentou precisao intradia entre 0,890 e 2,05 % e interdia entre 0,830 e 1,98 %.
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As figuras de mérito dos métodos desenvolvidos em agua ultrapura e lab-

made para o dispositivo fluorimétrico portatil sdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 - Figuras de mérito obtidas para a reacdo de resposta fluorimétrica entre a
solugado de cafeina (em agua e lab-made ambas entre 100 a 600 mg L) e a solugdo tampao
de fosfato (0,100 mol L', pH 6,30 e 100 umol L' de HPTS), por celular.

Parametros analiticos Agua ultrapura Esgoto /lab-made
Faixa linear (mg L") 100 — 600 100 - 600
LOQ (mg L") 100 100
LOD (mg L") 30,0 30,0
DPR intradia (%) 0,100 - 0,610 0,890 — 2,05
DPR interdia (%) 0,340 - 0,670 0,830 — 1,98
Sensibilidade 1,00 x 10* 4,00 x 10°
Coeficiente linear 1,63 x 102 9,33 x 107

R? 0,996 0,900

Tempo da reagédo (minutos) 4,00 4,00

Fonte: autor, 2018.

3.4 Comparacao entre o método espectrofluorimétrico (F) Shimadzu RF-1501

e o dispositivo fluorimétrico (DF) proposto.

As figuras de mérito obtidas para ambos os métodos permitiram comparar os
parametros de LOQ, LOD, precisdo, sensibilidade, o tempo e o custo de analise

entre eles, Tabela 15.
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Tabela 15 — Figuras de mérito obtidas para a cafeina em agua ultrapura e esgoto /ab-made,
pelos métodos desenvolvidos em fluorimetro (F) e dispositivo fluorimétrico (DF).

Parametros F DF
Agua ultrapura Lab-made  Aguaultrapura Lab-made
F""('r’;z]':_”_?)ar 100 — 700 60 — 1300 100 — 600 100 — 600
LOQ (mg L) 100 60 100 100
LOD (mg L") 30,0 18,0 30,0 30,0
DPR intradia (%) 0,660 — 1,56 0,550-6,22 0,100-0,610 0,890 - 2,05
DPR interdia (%) 1,12 —2,36 0,300-4,02 0,340-0,670 0,830-1,98
Sensibilidade 4,00 x10°® 4,00 x 10* 1,00 x10* 4,00 x10°
Coeficiente linear 8,53 x10" 1,03 1,63 x102 9,33 x10?
R2 0,994 0,991 0,996 0,900
Tempo da reagao 4.00 4.00 4.00 4,00
(minutos)

Fonte: autor, 2018.

Os valores de LOQ de 100 mg L' e LOD 30,0 mg L-! do DF em agua e lab-
made nao apresentaram variagdo dos obtidos pelo método de referéncia em agua,

sendo esta variacdo acentuada para o método referéncia em lab-made (LOQ 60,0

mg L' e LOD 18,0 mg L™"). O valor de R? foi superior a 0,900 para ambos os
métodos.

A faixa de trabalho do DF em agua e lab-made foi obtida entre 100 a 600 mg

L' do analito, sendo similar aquela obtida pelo fluorimetro em agua. Estudos
envolvendo aquisicdo de imagem apresentam perda de linearidade para faixas
maiores que 100 unidades de concentragdo, contudo para o método proposto nao
houve perda de linearidade, demonstrado uma vantagem do DF aqui proposto®*. A
partir das curvas analiticas apresentadas nessa mesma secdo 3.2.3 pdde-se
observar perda de intensidade de sinal a partir da concentragéo de 800 mg L™ para
agua ultrapura e 1400 mg L™ para lab-made.
A precisao dos métodos foi avaliada pela estimativa do desvio padrao relativo
(DPR) intradia e interdia e os valores obtidos foram inferiores a 10,0 %.
A Tabela 16 apresenta em uma avaliagdo comparativa os principais

parametros qualitativos (portabilidade da técnica, consumo de amostra, reagente e
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geracao de residuos, estimativa do custo financeiro) das analises para os métodos
analiticos desenvolvidos no presente estudo de acordo com as vantagens e
limitagbes de cada técnica utilizada. O maior numero de sinais positivos (+) implica

em maior vantagem, sendo 1 positivo o conceito minimo e 4 o maximo da escala.

Tabela 16 — Comparacdo das vantagens e limitagcbes das técnicas de analise por
espectrofluorimetro (F) e o dispositivo fluorimétrico (DF), segundo pardametros de consumo
de amostra, consumo de solvente organico, residuos, efeito de matriz,preparo de amostra,
tempo de analise, portabilidade e custo estimado do equipamento / dispositivo.

Parametros Fluorimetro DF
Consumo de amostra + 4+
Consumo de reagente + 4+

Residuos + 4+

Efeito de matriz ++ 4+
Preparo de amostra +++ ++

Tempo de analise + ++++
Custo estimado da analise ++ +++

Portabilidade + F+++

Custo estimado do

equipamento / dispositivo ¥ T

Fonte: autor, 2018.

O consumo de amostra e reagente é 3 vezes menor para o DF, o que também
implica na reducao de custo da analise e viabiliza, ainda, a analise onde o volume de
amostras € um limitante.

A técnica fluorimétrica é bastante dependente da etapa prévia de preparo de
amostras para garantir uma resposta analitica minimizando o0s possiveis
interferentes presentes na matriz, bem como particulados. O fluorimetro € mais
sensivel a tais condigdes frente ao maior volume de amostra e caminho éptico.

O tempo de analise foi considerado como aquele necessario para adquirir
informagdes (leitura) sobre a amostra para posterior interpretagdo desta. No
fluorimetro esse tempo foi de 1,00 minuto, enquanto que para o método portatil € de
alguns segundos até que a amostra seja fotografada.

O DF proposto dispensa um profissional qualificado para utiliza-lo, sendo uma
técnica acessivel, enquanto que o fluorimetro exige treinamento prévio de como

opera-lo. Além disso, o tempo de analise de segundos até que a imagem seja
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adquirida pelo celular, dispositivo acessivel e de uso comum, com consumo diminuto
de energia elétrica.

A portabilidade do DF proposto € uma promissora vantagem a técnica
miniaturizada de analise, que permite realizar analises “in loco” e obter uma resposta
analitica em tempo real. O equipamento fluorimétrico de referéncia ndo apresenta
qualquer portabilidade sendo essa uma potencial vantagem do DF portatil proposto.

O equipamento utilizado para analises de referéncia nesse estudo,
Fluorimetro Shimadzu RF-1501, ndo é mais comercializado, sendo sua nova versao
o RF-6000. O valor estimado desse equipamento é de R$ 50.000,00 sendo pouco
viavel sua sua aquisi¢cdo. O dispositivo fluorimétrico proposto apresenta custo de
fabricagdo estimado em R$ 30,00. Esse valor ndo contabiliza o custo do aparelho

celular, por ser uma tecnologia ja bastante disseminada, atualmente.

A validagao e a comparagao feita entre as técnicas fluorimétricas utilizadas
foram baseadas em resultados obtidos para a cafeina em agua ultrapura e esgoto
lab-made. Uma vez que os métodos foram desenvolvidos e otimizados, foi possivel

avaliar a aplicabilidade deles em amostras contendo cafeina em sua composigao.

3.5 Aplicacao dos métodos desenvolvidos para reacao fluorimétrica em

amostras de energético, esgoto e medicamentos.
3.5.1 Amostra de energético

A intensidade de fluorescéncia referente a aliquota do energético sem
diluicdo, amostra referéncia, ndo apresentou precisdo no Shimadzu RF-1501, de

modo que a amostra foi diluida em agua ultrapura até que se adequasse a tal

condicdo (1,00 mg L1). As amostras foram fortificadas com cafeina e mostraram
linearidade de 100 a 1200 mg L™ para o método de referéncia, porém uma faixa
menor (100 a 600 mg L") foi considerada uma vez que essa faixa atende a curva
proposta em agua. De modo analogo, as fortificagbes também foram feitas para o

método portatil em uma faixa linear de 100 a 600 mg L™
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3.5.2 Amostra de medicamentos

O método desenvolvido no espectrofluorimetro foi aplicado aos medicamentos
1 e 2 em concentragbes de 300 mg L™, porém nao foi possivel obter qualquer
intensidade de sinal como resposta analitica, sendo a técnica referéncia utilizada
inadequada para as amostras consideradas. O método portatil mostrou-se adequado
para quantificacdo de cafeina em medicamentos para uma faixa linear de 100 a 600

mg L™
3.5.3 Amostra de esgoto

Amostra de esgoto foi inicialmente filtrada e ent&do diluida para 1,00 mg L-T
minimizando o efeito de matriz observado em analise prévia. Fortificagcdes entre 100
e 1200 mg L™ foram feitas a partir de aliquotas de uma solugéo de padréo de cafeina
em agua e a amostra foi submetida a analise fluorimétrica, enquanto que para o
método portatil a faixa linear avaliada foi de 100 a 300 mg L' para amostra de esgoto

e de 100 a 600 mg L™ para as demais amostras.

As amostras de energético, medicamentos e esgoto foram validadas por um
espectrofluorimetro, porém nao foi possivel determinar cafeina nas amostras de
medicamentos consideradas, houve perda de precisdo e exatiddo. A Figura 33
apresenta as curvas analiticas da cafeina para método referéncia em amostras de

energético e esgoto.
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Figura 33 — Curvas analiticas da razao de fluorescéncia (IFo/IF) em funcdo da concentragéo
de cafeina (100 a 600 mg L") em amostras de (a) energético e (b) esgoto, em
espectrofluorimetro RF-1501. Fonte: autor, 2018.
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As curvas analiticas da razao de fluorescéncia (IF/IF) referentes ao
espectrofluorimetro para amostras de energético e esgoto foram obtidas atendendo
a relacdo linear crescente previamente observada para analises em agua e lab-
made. Os valores de LOQ foram obtidos para 100 mg L™ para as amostras de
energético, esgoto e em agua, sendo apenas as analises realizadas em lab-made
com LOQ de 60,0 mg L'. As amostras analisadas apresentaram possivel

linearidade, com ajuste dos dados do método desenvolvido em espectrofluorimetro,
com valores de R? maiores do que 0,969.
Em uma avaliagdo comparativa as curvas analiticas de D.O. para cafeina

para método portatil foram obtidas para amostrasenergético, esgoto, medicamentos

(medicamento 1 e 2), como apresentado pela Figura 34.
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Figura 34 — Curvas analiticas da D.O. em funcdo da concentracao de cafeina para método
fluorimétrico em amostras de (a) energético entre 100 a 300 mg L™, (b) esgoto entre 100 a
600 mg L™, (c) medicamento 1 entre 100 a 600 mg L™ e (d) medicamento 2 entre 100 a 600

mg L™, por celular.
Fonte: autor, 2018

As curvas analiticas obtidas pelo método desenvolvido para o dispositivo
portatil apresentaram comportamento linear analogo ao observado no método de
referéncia. Os valores obtidos para as amostras de energético, esgoto, medicamento

1 e 2 mostraram possivel linearidade, com ajuste ao método proposto com valores



96

de R? superior a 0,970. O LOQ obtido para os respectivos métodos de amostras
estudadas foi de 100 mg L"e o LOD 30,0 mg L™.

O dispositivo portatil foi capaz de determinar cafeina nas amostras de
medicamentos com precisao e exatidao.

A Tabela 17 apresenta as figuras de mérito obtidas para o método aplicado a
determinagao de cafeina em matrizes aquosa de energético e esgoto para o método

referéncia e para o dispositivo fluorimétrico.

Tabela 17 — Figuras de meérito obtidas para cafeina em matrizes de energético (entre 100 a
600 mg L' para F e DF) e esgoto (entre 100 a 600 mg L para F e entre 100 a 300 mg L
DF), pelos métodos desenvolvidoes em espectrofluorimetro (F) e dispositivo fluorimétrico
(DF).

Parametros analiticos Energético Esgoto
F DF F DF
Faixa linear (mg L) 100-600 100-300 100-600 100 - 600
LOQ (mg L™ 100 100 100 100
LOD (mg L™ 30,0 30,0 30,0 30,0
DPR intradia (%) 0,340-1,61 1,07-1,73 0,450-2,31 0,173 -0,572
Sensibilidade 6,00 x10* 7,00 x10° 6,00 x10* 8,00 x10°
Coeficiente linear 9,97x10" 9,20 x10? 1,05 5,65 x10?
R? 0,969 0,985 0,994 0,970

Fonte: autor, 2018.

Os valores de LOQ e LOD obtidos para o método referéncia e para o
dispositivo proposto considerando as amostras da Tabela 17 foram os mesmos, de

100 mg L. As amostras consideradas sugerem ajuste ao método desenvolvido para

o DF, com valores de R? superiores a 0,970 assim como obtido para o método
referéncia. A precisao intradia obtida para as amostras foi inferior a 5,00 %.

Apesar das das amostras consideradas serem complexas, e embora diluidas
a 1,00 mg L' de cafeina para serem analisadas e o efeito de matriz ainda foi
significativo. O calculo para determinar o efeito matriz € apresentado pela Equagao
6, secgao 3.5.4, Capitulo 2.

O valor percentual do efeito matriz para as amostras de energético e esgoto
com relagéo as curvas analiticas da agua ultrapura e do lab-made sao apresentados

pela Tabela 18.
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Tabela 18 — Efeito de matriz avaliado em valor percentual para amostras de energético
(entre 100 a 600 mg L’ de cafeina), esgoto (entre 100 a 300 mg L' de cafeina) e
medicamentos 1 e 2 (entre 100 a 600 mg L™ de cafeina) utilizando como modelo as curvas
analiticas da agua ultrapura e do esgoto lab-made.

. Faixa de trabalho Efeito matriz (%) - Efeito matriz (%) -
Matriz p .
(mg L7) agua ultrapura lab-made
Energético 100 — 600 -30,0 75,0
Esgoto 100 — 300 -20,0 100
Medicamento 1 100 — 600 -20,0 100
Medicamento 2 100 — 600 -60,0 -

Curva analitica da agua ultrapura: y = 1,00 x10*x + 1,63 x102? com R? 0,996
Curva analitica do /ab-made:y = 4,00 x10°x + 9,33 x102 com R? 0,900

Fonte: autor, 2018.

Os valores percentuais de efeito matriz na curva analitica da agua ultrapura
mostraram supressao do sinal analitico entre 20,0 a 60,0 % para as amostras
estudadas. Esse comportamento pode ser atribuido a complexidade do /ab-made, o
que confere alguma similaridade as matrizes consideradas. O efeito observado em
lab-made apresentou valores promissores e menores que 100 %, principalmente
para as amostras de energético e para o medicamento 2.

A Figura 35 apresenta a curva analitica de cada matriz considerada em agua

para melhor visualizagcado da resposta ao efeito matriz observado.
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Figura 35 — Efeito de matriz avaliado pela relagdo entre os coeficientes angulares das
curvas analiticas das amostras de energético, esgoto e medicamentos 1 e 2 em comparagao

com a curva da (a) agua ultrapura e (b) do lab-made.
Fonte: autor, 2018.

O efeito de matriz mostrou-se pronunciado tanto em agua ultrapura quanto
em lab-made, sendo de maior compatibilidade para amostras aplicadas na curva do
lab-made.

A utilizagdo da curva analitica obtida no esgoto /ab-made para determinagao
da concentragdo de cafeina nas amostras apresentou precisdo e efeito de matriz
insignificante.

A Tabela 19 apresenta a faixa de concentragcdo de cafeina em que as
amostras estudadas apresentaram linearidade bem como suas respectivas curvas

analiticas e coeficientes de determinacéo.
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Tabela 19 — Concentragdes experimentais intradia obtidas a partir da fortificagdo das
amostras de energético, esgoto e medicamentos 1 e 2 em 300 mg L™ de cafeina, utilizando
suas respectivas curvas analiticas, obtidas por dispositivo fluorimétrico (DF), como modelo
analitico.

Matriz Curva analitica R? Cio(mg L)
Energético y=7,00x10°x+9,25x10% 0,985 328 +0,025
Esgoto y =8,00 x 10°x + 5,65 x 10 0,970 219 -0,28

Medicamento 1 y=8,00 x 10°x + 7,74 x 102 0,989 345 + 0,15

Medicamento 2 y=4,00x 10°x + 7,91 x 102 0,995 322 + 0,073
Fonte: autor, 2018.

Os valores de D.O. obtidos para concentragcbes de cafeina apresentaram erro
relativo inferior a 15,0 % para amostras de energético e medicamentos em suas
respectivas curvas analiticas, sendo que esses modelos podem ser utilizados para
determinagao de cafeina em amostras com precisado e exatidao.

A curva obtida para o esgoto apresentou linearidade para concentragdes entre
100 a 300 mg L', mas ainda ndo pode ser considerado um modelo analitico
adequado a proposta em questao.

Com relacdo ao método de referéncia, os valores de concentragao obtidos
para amostras fortificadas de energético e esgoto sdo apresentados na Tabela 20

junto ao erro relativo obtido.

Tabela 20 — Concentragcbes experimentais intradia obtidas a partir da fortificacdo das
amostras de energético, esgoto e medicamentos 1 e 2 em 300 mg L™ de cafeina, utilizando
suas respectivas curvas analiticas, obtidas pelo espectrofluorimetro RF-1501, como modelo
analitico.

Matriz Curva analitica matriz R? Cs0 (mg L™)
Energético y=6,00x10*x+ 1,01 0,955 333 + 0,04

Esgoto y=6,00x10*x+1,02 0,985 350 + 0,15
Fonte: autor, 2018.

O método de referéncia desenvolvido em espectrofluorimetro apresentou
precisdo para concentragbes de cafeina avaliadas em 300 mg L. O energético
apresentou erro relativo de 4,00 % a mais enaugnto que a amostra de esgoto obteve

acréscimo de 15,0 % .
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3.6 Comparacgao dos resultados obtidos no presente estudo fluorimétrico

com aqueles apresentados na literatura

Em pesquisa realizada na base de dados multidisciplinares Scopus até a data
de 13/07/2018 foram encontrados apenas um artigo que envolvesse a determinagao
de cafeina por aquisicao de imagem. O modo de busca foi selecionado para “titulo,
abstract e palavras chave” e as palavras “caffeine, smartphone” foram pesquisadas.
O artigo intitulado “Multimodal imaging and lighting bias correction for improved
MPAD-based water quality monitoring via smartphones” e publicado em 2016 pela
Scientific Reports foi apresentado como resultado da pesquisa. Os autores Katherine
E. McCracken e colaboradores abordam a reacgao fluorimétrica também adotada no
presente estudo com fluoréforo HPTS na presenca de cafeina com aquisi¢cao de
imagem usando celular, porém utilizando suporte de papel para a reagéo ocorrer*. O
software de tratamento de imagem, Imaged também foi utilizado pelos autores e
como resposta do sinal analitico obtido em fungao da concentragao de cafeina.

Os mesmos autores também apresentam uma proposta de resposta
fluorimétrica usando HPTS para outro analito, o bisfenol A (BPA), estradiol e
nonilfenol como uma promissora alternativa analitica portatil e de baixo custo. O uso
do celular para aquisi¢ao da imagem bem como o software ImageJ também foram
ferramentas utilizadas no desenvolvimento do trabalho®.

A Tabela 21 apresenta parametros comparativos entre o0 método apresentado

pela literatura e o presente estudo.

Tabela 21 — Comparacgao dos principais parametros analiticos de faixa linear, LOD, tipo de
analito e suporte utilizado pelo presente estudo fluorimétrico e trabalhos analogos
encontrados na literatura.

A McCracken e McCracken e
Parametros Presente estudo
colaboradores colaboradores
Faixa linear (mg L™) 100 — 400 2,20 x10°-27,2 100 — 600
LOD (mg L") 100 - 30,0
Suporte Papel Cubeta Insert
Aplicagao Monitoramento em  Monitoramento em Monitoramento em
agua agua agua

7 Fonte: autor, 2018.
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A faixa linear obtida nesse estudo apresenta vantagem em comparagao com
trabalhos que usam o celular como alternativa analitica, uma vez que essa faixa
geralmente é estreita (menor que 100 unidades) ou apresenta um numero minimo de
pontos com variagao de sinal pouco significativa. Em comparagéo ao trabalho citado,
o presente estudo apresentou acréscimo de 200 unidades em sua faixa linear, sendo
uma significativa vantagem a técnica e método utilizados na quantificagdo de
cafeina. O LOD obtido também é uma vantagem relevante ao método de estudo, por

ser menor que o obtido na literatura em aproximadamente trés vezes.

4. CONCLUSAO

O método fluorimétrico foi desenvolvido em fluorimetro, para comparacao dos
valores obtidos pelo método proposto em dispositivo portatil, apresentou precisao
intradia menor que 2,00 % para agua ultrapura e préxima a 6,00 % para esgoto /ab-
made. Os valores de preciséo interdia para ambos os meios mostraram-se inferiores
a 500 % e o método apresentou preciso e exato ao modelo adotado para
determinagao de cafeina em amostras complexas.

O dispositivo proposto mostrou-se uma alternativa analitica promissora com
valores de precisdo intradia e interdia inferiores a 0,600 % e 2,00 %,
respectivamente, para agua ultrapura. A precisdo obtida em /lab-made foi inferior a
2,00 % para medidas intra e interdia, conferindo precisdo em concordanciacom as
diretivas nacionais e internacionais de validagao.

O método fluorimétrico de referéncia apresentou limitacdes para a amostra de
esgoto, inviabilizando a comparagéo e validagdo do método desenvolvido em DF
para tais amostras. As curvas analiticas obtidas para tal amostra em DF apenas
permite concluir que o método proposto apresentou linearidade entre 100 a 300 mg
L' de cafeina. O efeito de matriz para amostras de energético e medicamentos
apresentou valores inferiores a 100 % quando aplicado em /[ab-made, como
esperado frente a complexidade das amostras avaliadas.

A ampla faixa de linearidade obtida para amostras de energético e
medicamentos, entre 100 a 600 mg L™ é uma importante vantagem analitica para o
DF proposto quando se utiliza celulares na aquisicdo de dados, pois essa técnica

geralmente apresenta faixas de trabalho limitadas a 100 unidades de concentracéo.
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O DF foi capaz de determinar cafeina em amostras complexa, mas com
ressalva para aplicagdo de amostras de esgoto.

A portabilidade desse dispositivo também é uma importante vantagem da
técnica proposta, sendo uma alternativa analitica de baixo custo e com resposta
rapida sem perder precisdo e exatidao na determinagao.

Sua aplicabilidade torna-se ampla a determinacdo de cafeina em matrizes
complexas, bem como outros analitos que respondam com variagcado de intensidade
de fluorescéncia em usando HPTS, visando um método rapido, barato e de baixo
custo, como o DF proposto nesse estudo. A utilizacdo de reacdes envolvendo
resposta fluorométricas tem sido uma alternativa analitica restrita a alguns
compostos. Sua aplicagdo a compostos organicos € pouco explorada quanto ao seu
mecanismo, cinética e seletividade pouco relatadas na literatura cientifica.

Como alternativa para analise de matrizes complexas pelo método
fluorométrico cabe conhecer a natureza da amostra a ser analisada e as
propriedades dos seus principais componentes, na tentativa de evitar interferéncia
na determinagao, e ainda garantir que a reagao ocorra de maneira eficiente com o
analito de interesse. A etapa de preparo de amostra e pré-concentracdo deve ser
considerada para reduzir efeito de matriz e intereferéncia na reagao de quenching de

fluorescéncia.
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Capitulo 4

Conclusao geral e

perspectivas
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CONCLUSAO GERAL

Os métodos de referéncia (LC-MS/MS) e para o dispositivo colorimétrico
portatil desenvolvidos permitiram determinar cafeina em amostras comerciais de
energético, medicamentos e esgoto. A resposta analitica por fluorescéncia também
foi uma alternativa para determinagao de cafeina em amostras complexas, em que o
método de referéncia foi desenvolvido em um espectrofluorimetro para comparacéao
de dados com o dispositivo fluorimétrico portatil proposto.

Os métodos miniaturizados propostos mostraram-se alternativas promissoras
para determinagao de cafeina em matrizes aquosas por serem alternativas de baixo
custo, com resposta analitica rapida e por ser acessivel, ndo sendo necessario um
analista especializado para manuseio do dispositivo. A portabilidade que permitiu
analises “in loco” € mais uma importante vantagem desses dispositivos que atendem
aos niveis de concentragdo de cafeina na ordem de mg L™, tipicamente encontrado
em alimentos e medicamentos. As analises ainda atendem ao principio da Quimica
Verde fazendo uso de volumes reduzidos de amostra, reagentes e residuos na

ordem de pL.

PERSPECTIVAS

O dispositivo portatil colorimétrico mostrou-se inovador embora desafios
experimentais devem ser otimizados, como o controle da temperatura e a proposta
de um dispositivo que possibilite a portabilidade do sistema, incluindo a etapa
reacional e ndo apenas a etapa de aquisigdo da imagem. A otimizagdo do parametro
temperatura sera reavaliada melhorando a resposta analitica obtida e aumentando a
confiabilidade do método. Com relagéo ao efeito de matriz observado, a utilizagéao
das respectivas curvas analiticas das matrizes de energético e esgoto sdo uma
alternativa a serem adotadas como método de referéncia para aplicacdo de tais
amostras na determinacao de cafeina.

O objetivo desse estudo referente a portabilidade do sistema analitico foi
atingido pelo dispositivo fluorimétrico. As otimizagbes necessarias cabem as

melhoras no desenho do dispositivo e na portabilidade da resposta analitica gerada
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apods etapa de aquisicdo da imagem, sendo possivel obter o resultado diretamente
pelo celular e ‘in loco” ao invés de usar um computador com software para
tratamento da imagem.

Os métodos analiticos desenvolvidos e validados poderdo ser adaptados e
aplicados as analises de outros compostos presentes no ambiente, como farmacos,
hormdnios e outros contaminantes emergentes. A determinacdo da presenca desses
compostos no local de anadlise seria uma alternativa promissora as estacbes de
tratamento de agua e esgoto para avaliar a qualidade do efluente langado no
ambiente, e até mesmo, a qualidade da agua para consumo. A aplicagao desses
dispositivos na avaliacdo de tecnologias aplicadas para a remocado de cafeina e
demais uma compostos também & uma aplicacdo futura desses dispositivos, de

maneira rapida e confiavel.
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