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Resumo

SILVA, Willian Bogler da. Proposicdo e validacdo de metodologia analitica para
determinacdo de cafeina em matrizes ambientais. 2014. 43 paginas. Trabalho de
Conclusé@o de Curso Tecnologia em Gestdo Ambiental- Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Medianeira, 2014.

O crescimento populacional aliado a elevada demanda por servicos e produtos
contribui com a intensificacdo dos processos de desenvolvimento de novos
compostos. Consequentemente, diversas substancias, até entdo despercebidas, ou
consideradas inofensivas passam a figurar como de grande importancia no cenario
das preocupacOes ambientais. Xenobidticos sdo compostos emergentes que
merecem atencgao, pois apresentam riscos em potencial quando em contato com a
biota, mesmo em concentracdes traco. Existem poucas competéncias analiticas
disponiveis para monitorar tais poluentes e avaliar efetivamente seus efeitos no
ambiente. Uma alternativa é realizar o monitoramento de alguns alguns compostos
como indicadores de contamina¢do. Estudos recentes indicam que a cafeina € eficaz
marcador de atividades antropogénicas. A determinacdo desta substancia, quando
nao envolve um método instrumental de dificil acesso, se da por procedimentos
complexos e demorados, baseado em técnicas de extragdo com solventes e
purificacdo. Sendo assim, este trabalho visa a proposicdo e validacdo de uma
metodologia analitica, contribuido assim para a deteccéo e quantificacdo da cafeina.
O Meétodo utilizado consiste basicamente na extracdo por solvente organico e
deteccao por espectrofotometria UV-VIS. Apds o tratamento dos dados e otimizacao
das condi¢cbes o método foi considerado valido para matrizes aquosas.

Palavras-chave: Validacdo de Metodologia. Poluentes Emergentes. Determinacao de
Cafeina.



ABSTRACT

SILVA, Willian Bogler da. Proposition and validation of analytical methodology for
determination of caffeine in environmental matrices. 2014. 43 pages. Trabalho de
Conclusédo de Curso Tecnologia em Gestdo Ambiental- Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Medianeira, 2014.

Population growth coupled with high demand for services and products contribute to
the intensification of new compounds development processes. Consequently, a
number of substances, hitherto unnoticed, or regarded as inoffensive now be found as
critical in the context of environmental concerns. Xenobiotic compounds are emerging
that deserve attention because they present potential risks when in contact with the
biota, even at trace concentrations. There are few analytical skills available to monitor
such pollutants and effectively evaluate their effects on the environment. An alternative
is to monitor some of some compounds as contamination indicators. Recent studies
indicate that caffeine is effective marker of anthropogenic activities. The determination
of this substance, if not instrumental method involves a difficult to access, is given by
complex and time-consuming procedures, based on extraction with solvents and
purification techniques. Thus, this paper aims to propose and validation of an analytical
methodology, thus contributed to the detection and quantification of caffeine. The
method used is basically the extraction by organic solvent and detection by UV-VIS
spectrophotometry. After the processing and optimization of the conditions the method
was considered valid for aqueous matrices.

Keywords: Validation Methodology. Emerging pollutants. Determination of caffeine.
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1 INTRODUCAO

O crescimento significativo da populacdo humana no planeta Terra
ocasiona diversos agravantes tais como 0 consumo elevado de recursos
naturais, espaco e contaminacdo do meio ambiente. Um fator agravante que
acompanha tal crescimento é a quantidade de novos compostos, como
farmacos, produtos de higiene e beleza, dentre outras categorias, amplamente
utilizados e dispostos no meio ambiente.

Existe uma vasta gama de substancias quimicas e estas séo
constantemente utilizados para diversas finalidades, seja de uso externo, em
atividades cotidianas ou de aplicacdo interna, como farmacos e conservantes
alimentares. Este ultimo grupo assume um carater de preocupacdo ambiental
por seus efeitos endocrinos apresentarem risco aos seres Vvivos mesmo apos
seu descarte, visto que o composto original ou seu metabdlito pode ser eliminado
do organismo como devido ao fato deste ndo o consumir por completo.

Existem técnicas utilizadas para se determinar a presenca de compostos
emergentes em corpos hidricos, entre tais métodos pode-se citar a
espectrofotometria UV-VIS e a Cromatografia Liquida e Gasosa, porém tais
meétodos de determinacdo séo financeiramente elevados provocando restricoes
em suas aplicacbes. Através da Espectrofotometria UV-VIS é possivel
determinar e quantificar os compostos emergentes e determinar a contaminacéo
do corpo hidrico, esta técnica é viavel financeiramente pois seu custo € pequeno
e seu desenvolvimento é de facil realizacao.

Além dos compostos emergentes que apresentam riscos em potencial a
biota, existem outros compostos presentes no meio ambiente que tem sua
origem de forma antropica. Por serem substancias que acompanham diversas
formulacbes em que poluentes mais graves estdo presentes, podem ser
utilizados como marcadores ou indicadores da presenca de contaminantes
emergentes mais severos. Dentre estas substancias destacam-se a cafeina, o0s
detergentes, biocidas e hormoénios.

O uso destas substancias no monitoramento ambiental € baseado no

fato do organismo humano ndo consumi-las por completo. Apoés a eliminagéo da
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substéancia estéa sera disposta na rede de coleta de Esgoto ou em focas sépticas,
tais substancias ou seus metabolitos por ndo terem uma forma de destinacao
ideal, focas sépticas, ou tratamento adequado, estacéo de tratamento de esgoto,
sao eliminadas no meio ambiente atingindo lencdes freaticos e corpos hidricos
podendo alcancar diversos compartimentos no meio ambiente, tal como o
sedimento.

A pesquisa realizada teve como objetivo validar uma metodologia de
determinacao e quantificacdo de cafeina e aplica-la em matrizes ambientais para
se determinar a presenca do analito em estudo e se o0 método utilizado nas

estacoes de tratamento de efluente removem o composto.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLUENTES EMERGENTES

A denominacdo “poluentes emergentes” pode ser substituida por
contaminantes emergentes e estes ndo sao regulamentados (GAFFNEY et al.,
2014) pois tais poluentes com o desenvolvimento das ciéncias e suas aplicacdes
na industria comecaram a ser utilizados, distribuidos e eliminados na natureza.
Alguns desses novos compostos ndo Sao necessariamente NOVoS pois estavam
presentes na natureza a muito tempo. Porém ndo existem muitas pesquisas e
estudos acerca dos danos ambientais e ndo existe também uma legislacéo
referente ao controle desses poluentes (DURIGAN; VAZ; PERALTA-ZAMORA,
2012).

Os poluentes emergentes podem ser desenvolvidos em laboratério ou
através de processos basicos obtidos de forma natural portanto pode-se
classifica-los como naturais ou sintéticos (COSTA JUNIOR; PLETSCH; TORRE,
2014). Os poluentes emergentes sao diversos, como por exemplo, analgésicos,
antiinflamatdrios, antibioticos, drogas psiquiatricas, contrastes para exames
radiolégicos (REIS FILHO; LUVIZZOTO-SANTOS; VIEIRA, 2007), tais
medicamentos séo eliminados do organismo, como o sistema de tratamento de
esgoto utilizado no Brasil ndo trata tais contaminantes estes sao eliminados em
corpos hidricos. Estes contaminantes tém sua origem através das atividades
antropicas e por ndo estarem presentes na natureza podem ser utilizados como
marcadores de contaminacdo antropogénica.

Bila e Dezotti, 2003 afirmam que apos a administracdo, uma parte dos
farmacos é excretada por humanos no esgoto doméstico e como o sistema de
tratamento convencional ndo trata tais compostos estes sédo eliminados no meio
ambiente, provocando efeitos adversos na natureza e contaminando né&o
somente a saude humana e a toda biota (COSTA JUNIOR; PLETSCH; TORRE,
2014). Os poluentes estdo presentes em baixas concentragbes nos
ecossistemas (ng.L? e pg.L?), porem, constituem uma fonte de potencial
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contaminacao e danos a saude humana (COSTA JUNIOR; PLETSCH; TORRE,
2014).

2.2. INDICADORES DE CONTAMINACAO ANTROPICA

A contaminacdo do meio ambiente por acdes antropicas € uma das
causas de grandes danos ao meio ambiente, para determinar a presenca de
contaminantes especificos ou determinar a presenca de despejo de poluentes
em rios, solos e na atmosfera se faz o uso de indicadores e bioindicadores, Arias
et al. (2007) define bioindicadores como:

[...] qualquer resposta a um contaminante ambiental ao nivel individual,
medidos no organismo ou matriz biolégica, indicando um desvio do
status normal que ndo pode ser detectado no organismo intacto.
(ARIAS et al., 2007)

Além da determinacdo das mudancas fisicas dos organismos é possivel
considerar o fator mortandade de espécies, a partir do qual a morte de varios
individuos é o resultado de alteragdes no meio ambiente, tornando-o inviavel a
sustentar a biota.

Os bioindicadores além de serem organismos identificados com alguma
modificacao fisico-quimica por resposta de contaminantes, também podem ser
organismos encontrados em areas diferentes de sua natureza. Como indicador
bioldgico pode-se citar a E. coli, organismo presente nas fezes de animais de
sangue quente, o qual sua presenca em corpos hidricos € um indicador da
ocorréncia de lancamento de esgoto sanitario ou contaminacédo por fezes de
animais, indicando a possivel presenca de organismos patogénicos
(SCHOLTEN, 2009).

Além da E. coli, as algas, as leveduras, os coliformes fecais, os
coliformes totais, os Enterococos s&o indicadores biolégicos utilizados na
determinacao da ocorréncia de algum tipo de despejo/efluente e, portanto, é uma

forma de caracterizar a existéncia de patdgenos no ambiente.
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Os indicadores quimicos ganharam destaque nos ultimos 10 anos, nao
por atuarem sobre 0s organismos, mas por correlacionarem a sua presenca héa
compostos com potencial ecotoxicolégico. Alguns desses compostos ndo estéao
de forma livre no meio ambiente, ou seja, sdo processados e despejados por
acOes antropogénicas.

Estudos de Scholten (2009) indicaram que o nitrogénio amoniacal pode
ser utilizado como um indicador de contaminacédo, porém este pode ter sua fonte
atraves da emisséao de efluente ou por lixiviagao, pois tal composto esta presente
em fertilizantes.

Outros indicadores que determinam a contaminagéo de corpos hidricos
por despejos humanos sdo 0os compostos exdgenos, sintetizados na cadeia
produtivas dos diversos produtos existentes no mercado e com consideravel
persisténcia nos ecossistemas. Seu uso €é desejavel pois, compostos
emergentes como farmacos e os produtos de higiene pessoal ainda néo
apresentam dados acerca dos danos que 0s mesmos causam para 0 meio

ambiente.

2.3 CAFEINA

A cafeina, composto encontrado no grao de café é utilizada para elaborar
diversos produtos alimentares, assim como ingrediente de diversas formulacdes
farmacoldgicas é excretada na urina e fezes apds o consumo. Com isso, possui
elevada representatividade nos esgotos e, por extensao, adentram nos sistemas

aguaticos.

A cafeina € um alcaloide, um composto contendo nitrogénio, que
apresenta propriedades basicas. Ela pertence a uma classe de
compostos de ocorréncia natural chamada xantina. Possivelmente, as
xantinas sdo os estimulantes mais antigos conhecidos sendo que,
neste contexto, a cafeina € um dos mais potentes (IKAN, 1991).
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Seu nome oficial segundo as regras da IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada) é 1,3,7-trimetilxantina (Figura 1), € um composto
amplamente utilizado na sociedade pois esta presente em comprimidos para
resfriados, dores, inibidores de apetite e estimulantes (SOUZA; SICHIERI, 2005). Ap6s
0 consumo o organismo por nao utilizar o composto em sua totalidade o elimina através
da urina (SINCLAIR; GEIGER, 2000) e fezes. Portanto a cafeina pode ser
considerada um indicador de contaminacao antrépica. Mesmo que o analito em
guestao ndo provoque danos severos ao meio ambiente e a sallde humana, este

pode ser um indicador de poluentes nocivos a biota.

A determinacdo da concentracdo da cafeina pode ser empregada com
maior eficiéncia que analises microbiolégicas, devido a sua natureza antropica
confirmando a entrada de &guas residuarias domeésticas nos ambientes
(GARDINALI ; ZHAO, 2002; FERREIRA, 2005; PELLER et al., 2006). A cafeina
pode ser facilmente detectada na agua, como consequéncia da sua alta
solubilidade (13,5 g L), baixo coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow =
0,01) (GOSSETT; BROWN; YOUNG, 1983) e volatilidade insignificante,
constituindo desta forma, um marcador, diretamente relacionado a atividades
humanas (GARDINALI; ZHAO, 2002).

CH3

< Y

~CHjs
H3C i

Figura 1 - Estrutura quimica da cafeina.
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2.4 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende
crucialmente de dois pardmetros: a qualidade das medidas
instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no
seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o
alcance de um método durante as operacbes de rotina de um
laboratério é estabelecendo os limites destes parametros por meio da
estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como
validacdo. (RIBEIRO et al., 2008)

Valentini (2002) afirma que “o conceito do termo validagéo era utilizado
em analises na quimica analitica inorganica, a fim de assegurar que o elemento
quimico analisado correspondia ao da questao”. Portanto, métodos de validacéo
correspondem a desenvolver técnicas para determinagcdo de compostos
quimicos em resposta a algum evento. Freire et al. (2008) define a validacdo de
metodologia como uma “adaptacéo de metodologias ja validadas onde se incluiu
novas técnicas e diferentes equipamentos”, com o intuito de se facilitar as

analises. Pereira et al. (2007) definem a validagdo como:

Essencial para definir se uma metodologia desenvolvida esta
completamente adequada aos objetivos a que se destina, a fim de se
obter resultados confidveis que possam ser satisfatoriamente
interpretados.

A validacdo metodologica é crucial, pois determina o melhor método a
ser utilizado em um experimento ou detecgéo de substancias. Os parametros de
validacdo empregados para métodos analiticos incluem seletividade, linearidade
e faixa de aplicacao, exatidao, precisao (repetibilidade, precisao intermediaria e
reprodutibilidade), Limite de Deteccdo (LD)e Limite de Quantificagdo (LQ)
(FREIRE et al., 2008).
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2.5 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Para a realizagéo de analises de poluentes ambientais tem-se uma vasta
gama de metodologias. Estes métodos podem ser gravimetria,
espectrofotometria, cromatografia de adsorcao e camada delgada, cromatografia
gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese capilar,
espectroscopia de infravermelho e eletroandlise (MARIA; MOREIRA, 2007).
Entre os métodos existentes a espectroscopia UV-VIS tem um custo baixo
comparado aos outros (ALVES et al., 2010) e os resultados séo considerados de
facil interpretacdo. O conceito através do método é descrito por Valentini (2002)

como:

[...] a energia eletromagnética luminosa atravessa uma solucao
contendo atomos e moléculas, parte desta radiacdo é absorvida e o
restante é transmitido. A radiacdo absorvida, por sua vez, depende da
guantidade de moléculas presente, ou seja, da concentracdo da
solucao e da estrutura destas moléculas.

Quanto maior a concentracdo do composto menor a intensidade
luminosa que atravessa a amostra, consequentemente apresenta um valor de
absorbancia maior. O método UV-VIS é utilizado em laboratério para
quantificacdo de moléculas através da Lei de Beer-Lambert, que relaciona
concentracdo com uma medida de absorbancia (GALO; COLOMBO, 2009).
Além das vantagens citadas acerca do método de determinacdo de cafeina
Maria e Moreira (2007) afirmam que o método ndo destréi a matriz e ndo gera

residuo.

2.6 EXTRACAO COM SOLVENTES ORGANICOS

A agua foi o primeiro solvente utilizado pela ciéncia para extracdo que

analitos, porém, o0 mesmo nao era efetivo em outras substancias, sendo assim,
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tem-se a descoberta do segundo solvente denominado alcool, a partir do alcool
a possibilidade de extracdo de diversos analitos teve um avango significativo
(DIAS; COSTA; GUIMARAES, 2004), a quimica ndo cessou a descoberta de
solventes gerando outros mais eficientes para determinados analitos, como o
diclorometano (CH2Cl2), que é um composto menos toxico a saude humana, util
para extracdo de analitos polares, e o Cloroférmio (CHCI3), que é util para
extracdo de analitos polares ( MARQUES; BORGES, 2007) porem tem uma grau
de toxicidade maior que o diclorometano e existe estudos que determinam que
o cloroférmio é carcinogénico, além dos 2 compostos citados existem diversos
outros, como exemplos o éter etilico, 0 pentano, hexano, tetracloreto de carbono,
benzeno e o tolueno.

Uma forma de se extrair o analito em estudo é através da extracéo
liquido-liquido no qual [...] se deseja extrair, continuamente, uma ou mais
substancias de um material liquido” (DIAS at al, 2004), este método possibilita
determinar a diferenca dos compostos, uma vez que o solvente fica na parte
inferior do reservatorio e a agua superior ao solvente, ou seja, demonstra como
o solvente € imiscivel em agua sendo possivel separa-lo juntamente com o
analito. A extracdo do analito sO é realizada se o composto for soluvel no
solvente, portanto € necessario identificar qual o melhor solvente a ser utilizado.
A extracdo de analitos organicos € mais efetiva com solventes organicos pelo
fato do semelhante dissolver o semelhante, o analito organico é de facil arraste
para o solvente, portanto, é extraido da agua.

O método é realizado armazenando a amostra preparada em um baldo
de separacédo, na sequéncia o solvente € adicionado e sob agitacdo ocorre a
lavagem da amostra pelo solvente acarretando no arraste do analito, apos

agitacdo e separacdo de fases, o solvente é separado e recuperado.
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3 METODOLOGIA

3.1 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA

A otimizacdo da metodologia analitica engloba mudancas nos
parametros usuais para determinacdo e analise de cafeina. Os testes foram
baseados na mudanca do solvente e sua quantidade, determinacdo do pH de
extracdo e tempo de aquecimento. Os parametros utilizados estéo registrados
na Tabela 1.

O estudo de otimizacéo foi realizado com um planejamento fatorial 23
como ferramenta para definicAo das condi¢cOes ideais de extracdo. Foram
testadas 8 combinagbes. As respostas foram avaliadas em termos de

intensidade do sinal analitico.

Tabela 1 - Parametros para determinacéo e analise d e cafeina

Fatores Limite inferior Limite superior
Solvente Cloroformio (A) Diclorometano (B)
Meio Acido (A) Neutro (B)
Tempo 15min 30min

A amostra usada da otimizacdo foi uma solucdo contendo cafeina na

concentragdo de 3,0mg L.

3.2COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras foi realizada em uma estacéo de tratamento de
esgoto, localizada no municipio de Medianeira —PR, Figura 2. As coletas foram
realizadas na calha Parshall (esgoto bruto) (Ponto 1), na saida do Reator
Anaerébio de Manta de Lodo e Fluxo Ascendente - Ralf (esgoto tratado) (Ponto
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2) e no corpo receptor (Ponto 3), tais pontos podem ser observados na Figura 2

e Figura 3.

Ponto 1

\ Ponto 2
! \ Ponto 3

Figura 2 - Estacéo de tratamento de efluente. a) Po  ntos de coleta, b) Rah'c

A coleta das amostras nos pontos foi realizada com o auxilio de um
recipiente adaptado. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em
frascos de vidro ambar de 250mL e dispostas em caixa térmica com gelo para
preservacao das amostras.
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3.3DETERMINACAO DA CAFEINA

Na figura 4 o fluxograma representa de forma resumida o método

utilizado para se extrair a cafeina.

Coleta das amostras
ETE Medianeira e
corpo Receptor

' !

[ E,59°t° ] [ Sedimento ]
Agua

=10 ml daamostra

| 44 miH,S0,

Homogeneizagéo, aquecimento
a Banho-Maria a 50°C por 30°

o3 lavagens H,0 destilada e aquecida - 30 ml

A A

Filtrag&o

= Residuo sdlido
o 3x 20 ml CHCI,

ok Filtrado

A 4

[ Extracdo em funil ]

de separacéo

kA A
r N

Rota destilacdo a
60°C até 5 ml

" r

— Recuperagdo CHCL,

Y
i N

Eliminac&o
residual CHCL,

= CHCL,
o 20ml H,0

h

Avolumagem 50 ml

w

Medidas de
concentracéo

Figura 4 - Fluxograma resumido das principais etapas e procedi mentos
empregados.



23

Para o processamento das amostras foram preparadas aliquotas de
agua destilada fortificada com concentragcfes conhecidas de cafeina. Obteve-se
um total de 10mL de amostra para posterior realizacdo dos ensaios de
otimizacao e validacdo. O sedimento utilizado foi obtido de uma nascente livre
de poluentes e localizada em uma propriedade privada, o sedimento foi seco em
temperatura ambiente por 1 semana, desagregado, peneirado, do qual foi
separado 1 grama para cada fortificacdo. Para se determinar a cafeina no esgoto
e no corpo receptor foram utilizadas 10 ml de esgoto bruto (Parshall) coletadas
na entrada do reator anaerébio, na saida do reator e no corpo hidrico e dispostas
em tubos de ensaio, tanto as amostras fortificadas quanto nas amostras de
esgoto, tratado e do corpo receptor se adicionou 4 ml de acido sulfurico (H2SO4)
a 10%, ap6s a homogeneizac¢éao o tubo foi aguecido a 50°C em Banho-Maria por
30 minutos.

Decorrido o tempo de aquecimento as amostras foram filtradas em papel
filtro com gramatura igual a 80 g.m, espessura 205 pum e poros de 14 um. O
processo de filtragem foi realizado com &gua destilada aquecida a
aproximadamente 60°C, 3 enxagues de 30 mL, apds os enxagues a amostra foi
transferida para funis de separacao de 500 mL.

Para tornar o meio neutro, foi adicionado 5mL de Hidroxido de Potassio
(KOH) promovendo a agitacao da solucéo, para extracdo da cafeina foi realizado
3 lavagens de 10mL de cloroférmio (CHCIs) obtendo um volume final total de
solvente igual a 30 mL, ap6s o processo de arraste o solvente foi recuperado no
rota destilador através do processo de rotacdo e aquecimento a
aproximadamente 60°C, ap0s evaporacao do solvente, foi realizado 2 lavagens
com 10mL de &gua destilada aquecida a 60°C para remocao do analito do balao.

A fracdo de 20ml de agua destilada com o analito foi acondicionada em
baldes de 50mL e mais 2 lavagens de 10mL de &gua destilada aquecida é
realizada e disposta no baldo e avolumado a posteriori, as etapas podem ser

observadas na Figura 5.
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Figura 5 - a) Etapa de Filtragem a vacuo, b) Etapa de extracdo liquido -liquido, c)
Etapa de recuperacédo do solvente, d) Etapa de acond icionamento no baldo.

O processo da leitura e determinacdo da absorbéancia foi realizado
através do espectrofotdmetro UV-VIS Lambda 4S da marca PerkinElmer (Figura
6), no comprimento de onda igual a 272nm. A equacgao para se determinar a
massa do analito foi elaborada através da fortificacdo de cafeina com
concentracOes diferentes e leitura no aparelho para se determinar a absorbancia
e elaboracéo da curva de calibracao

Figura 6 - Espectrofotébmetro UV -VIS
Lambda 4S PerkinElmer
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3.4ESTUDO DE VALIDACAO

3.4.1 Seletividade

A seletividade segundo ANVISA (2003) é [...] a capacidade que o método
possui de medir exatamente um analito em presenca de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (ANVISA,
2003).

O processo de fortificacdo para validacdo metodoldgica para as
amostras foram 0,8; 2,5 e 5 mg.L™, as fortificacdes foram adicionadas em 10 ml
de agua destilada e 1 grama de sedimento obtido diretamente de uma nascente

livre de poluicéo.

3.4.2 Linearidade

Segundo a PEREIRA et al. (2007) a linearidade € “... E a capacidade de
uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado.”

A ANVISA (2003) determina que em caso da existéncia da relacao linear
apos constatacdo visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados
por métodos estatisticos apropriados para determinacdo do coeficiente de
correlacéo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos
quadrados minimos da regressao linear e desvio padrao relativo. Se ndo houver

relagcdo linear, é necessario realizar transformagédo matematica.

3.4.3 Limites de Quantificacdo e Deteccéo

O limite de quantificacdo (LQ) € determinado pela menor quantidade do
analito presente em uma amostra e que possa ser determinada com precisao e
exatiddo aceitavel sob as condicbes experimentais estabelecidas, este limite é
estabelecido por meio da analise de solu¢cdes contendo concentracdes

decrescentes do analito até o menor nivel detectavel com preciséo e exatidao
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aceitavel (ANVISA, 2003), o limite de quantificacéo foi determinado pela equacéo
1.

__10Sp
b

LQ (1)

Sebben et al. (2010) definem o limite de detec¢ao (LD) como [...] a menor
concentracdo do analito que o procedimento analitico consegue diferenciar. Para
se determinar o limite de detec¢do é necessario estabelecer por meio Uma
analise de solucdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até
o menor nivel detectavel (ANVISA, 2003), o valor obtido para o limite de deteccéo

pode ser observado na equacéo 2.

LD =2t @)

No qual, Sg é o desvio padrdo da absorbancia média do branco, no
comprimento de onda A=272nm e b o valor do coeficiente angular da curva

analitica.

3.4.4 Precisao

A ANVISA (2003) define a precisédo como “avaliacdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de
uma mesma amostra’. E necessario observar 3 niveis, sdo eles, repetibilidade,
precisao intermediaria e a reprodutibilidade. Para Brito et al (2003) [...] os
parametros de precisao constituem a chave para o processo de validacao, sendo
requeridos para todos os estudos de validacado de métodos”.

A repetibilidade € a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo contemplando concentracdes baixas, médias e altas com 3
réplicas cada, j& a precisdo intermediaria foi determinada realizando o
experimento estabelecido em 2 dias alternados (ANVISA, 2003), com triplicadas

amostrais, para se determinar a precisao intermediaria e a repetibilidade foi
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utilizado o Desvio Padrao Relativo (RSD) ou Coeficiente de variacédo calculado

através da equacéo 3.

.100 3)

No qual s é o desvio padréo dos valores de concentracdes aferidos, x a

meédia da concentracdo de cafeina na amostra considerando as triplicatas.
3.4.5 Exatidao

A ANVISA (2003) explana que a exatiddo € [...] a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro”.
LEITE (2008) define a exatiddo como “a concordancia dos valores experimentais
com o valor verdadeiro”, portanto a exatiddo do método analitico pode ser
compreendida sendo qual a aproximacado dos valores obtidos durante o
experimento e os valores fornecidos como referéncia. Para se determinar a
exatiddo do método analitico foram considerados amostras com concentragfes
conhecidas do analito em trés niveis e em triplicatas, os percentuais de

recuperacdo foram determinados através da equacéao 4

%R = (“=2).100 )

3

Na qual ¢; € a concentracdo do analito fortificado, ¢, a concentracdo do
analito na amostra sem fortificacdo e c; a concentragéo do analito adicionado na

amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONDICOES OTIMIZADAS

A Tabela 02 apresenta os valores médios de absorbancia obtidos em

cada ensaio.

Tabela 2 - Respostas do sinal analitico em cada ens  aio de otimizacao.

Ensaio  Absorbancia Média
1 0,029
0,021
0,032
0,016
0,035
0,051
0,042
0,037

0 N o ok WN

A absorbancia média da solucédo padrdo na concentragdo de 3,0mg L,
usada nos ensaios de otimizacdo foi de 0,018. Com isso, podem ser
considerados adequados 0s ensaios cujas respostas foram proximas a este
valor. Isto sugere valores de recuperagao do analito préximo ao fortificado.

O processo de otimizagdo metodologica para extragdo e determinagao
da cafeina apresentou como melhor combinacdo os ensaios 2 e 4, no qual o
tempo de aquecimento foi 30 minutos, utilizando cloroférmio como solvente
organico em meio neutro.

Isto pode ser interpretado pelo fato de que neste pH a cafeina néo esta
protonada, diminuido a solubilidade em agua e transferindo-se para o solvente

organico na etapa de extracao liquida.
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4.2 ESTUDO DE VALIDACAO

4.2.1 Seletividade

A seletividade do método foi determinada através da inclinacao de reta

resposta entre a relacdo absorbancia e concentracgéo fortificada nas matrizes. A

Figura 7 apresenta a inclinacdo da reta para ensaios com agua destilada e

sedimento. A Tabela 3 refere-se aos valores de fortificagcdo empregados.

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

y =0,0053x + 0,0194
R*=0,9374

y =0,0028x + 0,0125
R*=0,8981

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5
Linear (agua) Linear (sedimento)

Figura 7 - Relacao entre a absorbancia e concentragdo fortific  ada
de cafeina em amostras de efluente, sedimento e 4gu  a destilada,

considerando o volume amostral de 10mL e A=272nm.

Tabela 3 - Valores de fortificagdo empregados e int  ensidade do sinal.

Concentragfes Agua destilada Sedimento
(mg L) (Abs) (Abs)
0,8 0,0254 0,01421
0,8 0,0259 0,01578
2,5 0,294 0,017252
2,5 0,295 0,021244
5 0,047 0,025038
5 0,0478 0,028728

Pode-se observar que as determinagcbes em agua possuem maiores

valores de absorbancia em comparacdo ao sedimento. Isto também pode
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comparado ao se analisar as inclinacdes das curvas, sugerindo que o analito
esta mais disponivel nas amostras em agua.

Uma possivel justificativa para este comportamento é que a cafeina
apresenta maiores interacdes com a matriz complexa (argila, acidos humicos e
outros compostos de cadeia longa e dotados de sitios ativos) que existem no
sedimento dificultando sua extracdo, apesar do analito apresentar uma
solubilidade significativa em agua e outros solventes. O método desenvolvido é
considerado seletivo para meios aquosos, necessitando de reducdo do efeito

matriz para estudos em sedimentos.
4.2.1 Linearidade

Para a avaliacao da linearidade foi realizado o estudo de regressao na
curva de calibracdo. O sinal analitico foi obtido em espectrofotbmetro

PERKINELMER UV-VIS Lamba 4S, os parametros utilizados nos ensaios séo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros utilizados no Espectrofotomet  ro UV-VIS.

Parémetro Valores
Varredura 200 a 300 nm
Velocidade 2800 nm st
Intervalo 1,2 nm
Comprimento (A) 272,72nm

A curva preparada para determinacdo das concentra¢gfes do analito foi
obtida pela plotagem das medidas de absorbancia em funcao da concentragéo
de cafeina. A faixa de trabalho foi composta de cinco pontos equidistantes
compreendidos de 0,25 a 1,05mg.L?, A figura 8 apresenta a curva de ajuste

A validac&o da curva de trabalho ocorreu por procedimentos estatisticos,
envolvendo a verificagdo do coeficiente de correlacdo e realizacdo do Teste F
para a regressao e para a falta de ajuste, os dados obtidos podem ser

observados na Tabela 5.
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Figura 8 - Curvas de adi¢do do pa dréo cafeina. Cl (Intervalo de
Confianga) 95%, PI (Intervalo de Predicdo), R- Sq (Coeficiente
de Correlacéo Linear) e R- Sq (adj.) (Coeficiente de Correlacao

Linear Ajustado).

Tabela 5 - Dados da Regresséo linear das curvas de  adigdo de padrdo no nivel de 95%
de confianca.

Dados de Regressao
Fonte de
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varia(;éo SQ gl QM F regressao
Regressédo 0,002235 1 0,0022352 5155 73
Residuo 0,0000039 9 0,0000004 '
Total 0,0022391 10 R2=0,98
Equacéo A =0,00243 + 0,0517[cafeina].
Andlise da Regressao
Regressao Falta de ajuste r R?
Fcalculado Valor de P Fcalculado Valor de P
5155,73 0,000 1,94 0,224
Fcritico (0,05:1:10) - Feritico (0,05:1:10) - o
5,12 i 476 i 0,998 99,8%
Intercepto 0,000 - -
Inclinacéo 0,000 - -

A andlise de regressao obteve valor r igual a 0,998 e o valor calculado

para F foi superior ao tabelado aos niveis de significancia de a 95% (Fcaiculado

>Fcritico ) portanto o método se ajusta bem aos dados experimentais (Fcalculado=

5155,73 > Feritico =4,96). O método indica que a curva possui ajuste adequado

pOiS 0 Fcalculado € inferior ao Feritico (Fcalculado= 1,94 < Feritico = 4,76).



32

4.2.2 Limite de Deteccéo e Quantificacéao

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
pelas equacdes 1 e 2 utilizando as inclinagdes da curva e os sinais do branco.
Na Tabela 6 sdo expressos os valores obtidos para o0 método em

estudo.

Tabela 6 - Valores de LD e LQ.
Limites
LD 0,185 mg L?
LQ 0,617 mg L?

Os valores reportados sao considerados satisfatorios (suficientemente
baixos), cabe ressaltar que o procedimento é indicado para a determinacdo
dentro do limite de deteccdo por considerar ndo apenas a capacidade do
equipamento em detectar a quantidade de composto, mas todas as etapas do

processo analitico, desde a extracdo até a deteccao.

4.2.3 Precisao

Para se determinar a precisdo do meétodo foi necessario verificar a
repetibilidade dos resultados. Foram realizados ensaios com concentracdes
fortificadas de analito previamente definidas em dias alternados.

A Tabela 7 demonstra os valores médios de repetibilidade, em uma
mesmo dia, concentracao (), desvio padréo (s) e o coeficiente de variacao (CV)

para as amostras.

Tabela 7 - Valores de repet ibilidade .

Amostra x 1 N 1 cv
(mg L™) (mg L) (%)
Agua Destilada 3,41577 0,067532 1,977

Na Determinacdo da preciséo intermediaria foi utilizado os valores de
duplicadas amostrais em agua destilada em 3 dias distintos, os valores séo

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valor da precisdo intermediaria do método.

Amostra x 1 s 1 cv
(mgL™) (mg L) (%)
Agua Destilada 3,173454 0,098438 3,1019

X — media, s — desvio padrao e CV coeficiente de variacdo

Como pode ser observado o método possui repetibilidade e precisédo
intermediaria abaixo de 5%, valor recomendando pela ANVISA (2003) e

portanto, a determinacao de cafeina pode ser considerada satisfatoria.

4.2.4 Exatidao

Para determinar a exatiddo do método foram realizados ensaios com as
fortificagbes das amostras de agua destilada em trés niveis com concentragfes
diferentes. Os dados das concentracbes nas amostras, as fortificacbes, as
determinacdes e o percentual de recuperacdo podem ser observados na Tabela
9.

Tabela 9 - Adicao e recuperacao de cafeina em amost ras fortificadas com cafeina em
agua destilada,

Matriz Cafeina* Niveis
1 2 3
C1 (mgL?) 0,87 2,71 4,45
) Cz2(mg LY 0,00 0,00 0,00
Agua
Destilada Ca(mg L?) 0,80 2,50 5,00
R (%) 109 108 89

* C, a concentracdo do analito fortificado, C, a concentracdo do analito na amostra sem
fortificacdo, C; a concentracao do analito adicionado na amostra e R a percentagem de
recuperacao.

O percentual de recuperacao corresponde ao que a AOAC (2002)
determina como satisfatorio, pois esta entre a faixa de 80 a 115%, portanto o

método é satisfatorio para as amostras de agua destilada.



34

4.3 APLICACAO DO METODO NA DETERMINACAO DE CAFEINA EM
AMOSTRAS AQUOSAS

ApOs a otimizacéo e validagcdo da metodologia para determinacédo de
cafeina, o método foi aplicado em amostras de esgoto bruto e tratado de uma
ETE assim como em amostras do corpo receptor. Foi possivel detectar a
presenca de cafeina, no esgoto bruto, esgoto tratado e no corpo receptor. Os
valores médios em miligramas por litro encontrados nas amostras estudadas

podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentrag6es médias.
Concentracéo de

Amostra cafeina (mg L )
Efluente in natura 2,62+0,06
Efluente tratado 1,37+0,20
Corpo Receptor 0,91+0,11

Os resultados obtidos permitem verificar que o esgoto bruto, apresentou
concentracdo de cafeina maior em comparacdo com 0s outros 2 pontos. O
processo de tratamento do esgoto ndo é totalmente eficaz na remocao da
cafeina sendo que do total que entra 52,3% do analito é eliminado com o efluente
tratado diretamente no corpo hidrico onde o total detectavel no corpo receptor é
igual a 0,91 mg.L* que equivale a 34,8% do total de cafeina determinada no
esgoto bruto. O percentual de degradacao do analito € possivel pois 0s reatores
anaerobios sao altamente recomendados para a remocdo da cafeina sendo
possivel obter porcentagem de degradacdo de 47% a 96% (IDE; ARTIGAS,
2011).

Os valores encontrados em trabalhos pioneiros sao inferiores aos
valores de cafeina obtida no esgoto estudado, a Tabela 11 apresenta as
concentracfes determinadas em alguns estudos realizados em grande parte
com amostras de aguas superficiais de rios de porte médio e grande, nos quais
ocorre a diluicdo das concentragcdes ou passam a constituir o sedimento onde a
particdo dessa fase com a aquosa € menor, justificando assim os valores em

quantidades inferiores aos portados.
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Tabela 11 - Concentracdo de cafeina em efluente rep ortadas em estudos

anteriores
Concentragao
Referéncia Local (mg LY)*
PESCARA et al (2011) Campinas (SP) 0,18
FERREIRA (2005) Rio de Janeiro (RJ) 0,357
GHISELLI (2006) Campinas (SP) 0,0013
HEINTZE (2011) Sao Miguel do Iguacu (PR) 0,001**

*Valores detectados em corpos hidricos**Valor estimado em sedimentos.

A concentracdo de cafeina determinada no esgoto bruto coletado na
calha Parshall foi igual a 2,62 mg.L . Segundo a Tabela 11 é notavel que outros
autores identificaram em efluentes concentracbes de cafeina muito reduzidos.
Uma possivel afirmativa que corrobora com tal valor € o alto consumo de
produtos que contenham o composto, entre tais produtos pode-se citar o alto
consumo, por questdes tradicionais, da erva-mate (llex paraguariensis) na qual
o teor de cafeina varia de 0,97 a 1,79% (BELTRAME; BRITO; COTTICA, 2009).
Além das taxas serem menores por questdes de habitos alimentares outra
afirmativa a respeito dos pontos de coletas. Os autores referenciados, através
de suas pesquisas, obtiveram valores de cafeina em corpos hidricos em pontos
distantes ao de lancamento do efluente provocando assim a diluicdo do analito
e resultado em menor concentracdo. Outra questdo € acerca da andlise de
cafeina em sedimentos, por ser um composto polar este encontra-se facilmente
diluido em agua, portanto a concentracédo de cafeina em sedimentos é menor

em comparacdo a matrizes aquosas.
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5 CONCLUSAO

O método otimizado apresentou bons resultados em matrizes aquosas,
no qual foi possivel determinar a quantidade de cafeina presente nas amostras
elaboradas ou coletadas em pontos estratégicos. A validacao realizada, com
base em elementos da estatistica permitiu considerar que o método otimizado
nas condi¢cbes apresentadas como ideais € significativo. A metodologia é viavel
para extracdo da cafeina em matrizes aquosas apresentando um percentual de
deteccdo significativo, porém, ndo €é muito expressivo em sedimento,
evidenciando a necessidade de desenvolver outra otimizagéo e validacao para
extracao do analito, uma possivel explicacao para que a extragdo nao tenha sido
muito eficiente € que o sedimento retém o composto o que dificulta a extracao.

Através do método foi possivel determinar o composto em matrizes
ambientais aquosas, tais matrizes foram obtidas na estagédo de tratamento de
esgoto de Medianeira e no corpo receptor, apresentaram um alto teor de cafeina
entrada do sistema e uma reducdo de 50% do analito no esgoto tratado sendo
possivel inferir que o tratamento de esgoto realizado nesta estacdo por reator
anaerobio é eficiente para a remocao de 50% de cafeina. Como o sistema de
tratamento n&o elimina por completo o analito, este é lan¢cado no corpo receptor,
Rio Alegria. Através do método proposto, foi possivel determinar a presenca do
analito, afirmando que a cafeina pode ser considerada como um marcador de

contaminacgao antropogénica.
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