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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a cafeina, um indicador antrépico
proveniente da contaminacdo humana em aguas naturais, utilizando-se um
amostrador passivo DGT. Para a composi¢cdo da membrana ligante e seletiva
nesse dispositivo foi utilizado o Polimero Molecularmente Impresso hibrido
(HMIP) para cafeina. Estudou-se a sorcdo de cafeina na membrana ligante
(GL-HMIP) empregando-se duas proporgOes diferentes de HMIP: 5% e 10%
(m/v) em 1,5% de gel de agarose, no qual a GL-HMIP com 10% (m/v) de
HMIP sorveu mais cafeina. No processo de sor¢cdo também se avaliou de
maneira multivariada a influéncia da forca ibnica de concentra¢des 0,01 e 0,1
mol L* de NaNOz e o pH de 3 e 7 aplicando-se planejamento fatorial 22 com
triplicata no ponto central, que resultou numa melhor retencédo de cafeina em
forca idnica 0,01 mol L't e pH 7. O procedimento de dessor¢do foi otimizado,
obtendo-se as seguintes condi¢des ideais: dessorcdo sequencial em triplicata,
3,0 mL de solvente (Metanol/Acetonitrila 3:1 (v/v), pH neutro e imerséao de 20
minutos. Nessas condi¢c8es foi possivel obter uma maior pré-concentracdo de
cafeina sem que haja necessidade de acidificacdo ou alcalinizacdo do meio
reacional. Além disso este DGT de cafeina apresentou um fator de eluicao de
79%, indicando a eficiéncia de sorcdo e dessor¢do do analito. O método de
spike foi utilizado para validagdo mergulhando os dispositivos DGT em 70 L
de &gua tratada (onde havia 12 ng L* de CAF), o que permitiu concluir que a
GL-HMIP no DGT nao sofre efeitos significativos da matriz, uma vez que

conseguiu reter 81% da massa de cafeina adicionada.
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ABSTRACT

The aim of this work was to quantify caffeine, an antropogenic indicator,
derived from human contamination in natural waters, using a passive DGT
sampler. To compose the binding and selective layer in this device the
Molecularly Printed Hybrid Polymer (HMIP) for caffeine was used. The
sorption of caffeine on the binding gel (GL-HMIP) was studied using two
different proportions of HMIP: 5% and 10% (m/v) in 1,5% agarose gel, in
which GL-HMIP with 10% (m/v) HMIP sorbed more caffeine. In the sorption
process, the influence of the ionic strength with 0.01 and 0.1 mol L' NaNOs
solutions and the pH of 3 and 7 was also evaluated in a multivariate analysis,
applying factorial design 22 performed in triplicate at the central point. The
better caffeine retention was in pH 7 at 0.01 mol L*? of ionic strength. The
desorption procedure was optimized, obtaining the following ideal conditions:
sequential triplicate desorption, 3.0 mL solvent (3: 1 (v / v) Methanol /
Acetonitrile), neutral pH and 20 min immersion. Under these conditions, it was
possible to obtain a higher caffeine preconcentration without the need for
acidification or alkalization of the reaction medium. In addition, this caffeine
DGT presented an elution factor of 79%, indicating the sorption and
desorption efficiency of the analyte. The spike method was used for validation
by immersing the DGT devices in 70 L of treated water treated water (where
there was a 12 ng L concentration of CAF), which led to the conclusion that
GL-HMIP in the DGT does not suffer significant matrix effects as it was able to

retain 81% of caffeine mass added.
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1. Reviséao Bibliogréfica

1.1 Cafeina

A cafeina é a droga psicoativa mais consumida no mundo, esta molécula
(Figura 1) € um estimulante que esta presente em refrigerantes de cola,
bebidas energéticas e, de maneira significativa, em chéas e no café (SVORC et
al., 2012). O consumo moderado de cafeina traz alguns beneficios como
melhora na atencéo, diminuicdo da fadiga, além de potencializar a acdo de
alguns farmacos. (ARNAUD, 2011; MITCHELL et al., 2014)

Cerca de 0,5% a 10% da cafeina consumida por um individuo é
excretada na urina (FROEHNER et al., 2010). Desta forma, a presenca de
cafeina em aguas superficiais pode indicar contaminacao antropica por aporte
ilegal de esgoto, caso predominante no Brasil (IBGE, 2010), bem como seu
tratamento ineficaz, visto que esta pode chegar em aguas naturais a jusante

de efluentes de estacdes de tratamento.
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Figura 1: Estrutura molecular da cafeina

1.2 A cafeina em 4guas naturais

No Brasil, ja& foram encontradas concentracfes da cafeina na faixa de
160 ng L't a 47.500 ng L* em fontes naturais de 4gua (GONCALVES, 2008) e
de 47 ng L't a 5.845 ng L* em &gua para consumo. Além disso, reportou-se
cafeina em agua tratada no Canada (DANESHVAR, 2012), em fontes d’agua
de diversos paises da Unido Europeia (LOOS et al., 2010) e nos EUA onde a
concentragdo maxima de CAF em &gua tratada chega a 7110 ng Lt (DEO,
2014), dados que trazem preocupacdo a respeito da qualidade da &gua

consumida.



N&o ha amparo da legislacdo para monitoramento da cafeina em aguas
naturais e de consumo, e também né&o ha estudos sobre efeitos adversos no
ecossistema exposto continuamente a esse composto, 0 que caracteriza a
cafeina como contaminante emergente (CE). Os CE tem sido encontrados em
baixas concentracbes em aguas superficiais, sendo ja reportado sua
presenca em aguas subterrdneas, o que justifica mais ainda a necessidade
de seu monitoramento (LAPWORTH et al., 2012; TEIJON et al., 2010).

Em estudos ja reportados na literatura, comparou-se a concentracdo de
cafeina com indicadores de qualidade da agua e comprovou-se a viabilidade
desta como indicador de interferéncia humana nesses ecossistemas, isto é,
um indicador de atividade antrépica (YANG et al., 2013).

Indicadores de atividade antropica devem apontar seguramente a
contaminagdo humana e seu consumo constante, tais como, farmacos,
hormdnios, metabdlitos enddgenos de origem humana, surfactantes, entre
outros. Um tipo de marcador comumente avaliado € a bactéria proveniente de
coliformes fecais (Escherichia coli), porém seu uso vem sendo questionado
justamente pela limitada especificidade (pode ser proveniente de outros
animais ou possuir origem natural) (SANKARARAMAKRISHNAN; GUO,
2005). A cafeina € um bom indicador de atividade antropica ja que possui alta
solubilidade em agua, baixa volatilidade e um alto padrdo de consumo e,
portanto, direta correlagdo da sua concentracdo com atividade humana da
regido de estudo. Também ja foi comprovada sua eficiéncia como marcador
de atividade estrogénica, o que demonstra a versatilidade desse indicador
quimico (MONTAGNER et al., 2014). Devido as baixas concentracdes da
cafeina em amostras ambientais, se faz necessario o uso de técnicas de
preparo de amostra passiveis de pré-concentracdo aliada a seletividades a

fim de viabilizar sua analise em laboratoério.

1.3 Determinacéo de cafeina em matrizes ambientais

Para realizar anélises em amostras de matriz complexa como é o caso
das ambientais, a etapa de preparo de amostra € a que comumente consome
maior tempo ja que é determinante na validade dos resultados obtidos.
Comumente € necessario a dissolugdo/digestdo da amostra, eliminacao de
interferentes, extracdo do analito e no caso de baixas concentragdes, a pré-
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concentracdo para utilizacdo de meétodos de andlise de baixo limite de
deteccdo (BRUZZONITI; SARZANINI; MENTASTI, 2000). Todo esse processo
pode gerar varios erros, tanto aleatorios quanto sistematicos, como a
contaminacdo da amostra e perda do analito (DE LIZ; NAGATA; PERALTA-
ZAMORA, 2012).

Uma boa técnica para a extracdo e pré concentracdo de analitos de
interesse ambiental é a extragdo em fase sdlida, que se fundamenta na
interacdo do analito com uma fase sélida estacionaria, de maneira analoga
aos métodos cromatograficos. Uma extracdo bem-sucedida promove a
separacdo da maior quantidade de analito possivel, sem co-eluicdo dos
interferentes (MOLDOVEANU, S. C.; DAVID, 2003). Um tipo de fase soélida
empregado sdo os MIP (do inglés Molecularly Imprinted Polymers), que séo
preferiveis a outras fases solidas comerciais pelas suas vantagens como alta
seletividade ao analito com diminui¢cdo das interacdes nao especificas com a
matriz, menor consumo de solvente organico comparado a SPE convencional
e possibilidade de reutilizacdo (MORENO-GONZALEZ et al., 2017; ROLDAO
et al., 2017).

1.4 Polimeros Molecularmente Impressos

As interacOes de sistemas biolégicos por exemplo, do tipo antigeno-
receptor, enzima-substrato, sdo estabelecidas através do reconhecimento
especifico molecular, dai o grande interesse em mimetizar essa interacao em
laboratério para extracoes.

Em 1931, o grupo de Polyakov encontrou evidéncias de memadria em
géis de silica com relacdo a algumas moléculas organicas especificas
(WHITCOMBE; KIRSCH; NICHOLLS, 2014). Anos depois, em 1949, foi
publicado por Dickey um estudo pioneiro baseado na teoria de Pauling
responsavel pelo mecanismo de ligacdo anticorpo-antigeno, em que o
antigeno se comporta como uma molécula molde (DICKEY, 1949). Esse foi 0
inicio das pesquisas de desenvolvimento de MIP, que se estabeleceram como
materiais importantes pela sua versatilidade em aplicacbes através do
reconhecimento especifico molecular, o que € comprovado pelo aumento
exponencial de trabalhos a partir da década de 1990 (FIGUEIREDO; DIAS;
ARRUDA, 2008; WHITCOMBE; KIRSCH; NICHOLLS, 2014).
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MIPs sao estruturas poliméricas tridimensionais que possuem sitios de
ligacdo especificos para um analito de interesse (molécula molde, MM) que é
adicionada durante a sintese e ap0s a polimerizacdo € removida, resultando
em um molde ou a impresséo da estrutura molecular da MM.

A sintese de MIP inicia-se com a complexacdo de um monbémero
funcional (MF) com a MM, e posteriormente a adicdo de um agente de ligacao
cruzada (ALC) para promover a polimerizacdo. Apos a formagéo do polimero,
a molécula molde € extraida da matriz polimérica, resultando entdo em
cavidades com grupos funcionais para se ligar de novo especificamente a
molécula molde (Figura 2). A seletividade do MIP é comprovada através da
comparagdo com um polimero controle, o NIP (do inglés Non-Imprinted
Polymer), que é sintetizado de forma semelhante ao MIP, sem a adicdo da

molécula molde.

. Estabeleumentoﬁ \\-5
4 de interacoes
¥ HyH - f‘ >

Molécula Monomero Afiﬂ;te;:e
Molde (MM)  Funcional ga¢
(MF) Cruzada
= (ALO) Polimerizaciao

r’ . p ™. ;’ Remogao da MM r’
“J - : Ligacdo da MM “

Figura 2: Esquema representativo da sintese dos MIP (adaptado de (HUANG et al.,
2014)

A MM, considerada o analito de interesse, deve ser uma molécula capaz
de complexar com o mondémero funcional (MF) de forma que as interagcdes
estabelecidas sejam fracas a fim de permitir a extracdo da MM na etapa de
lavagem. Além disso, o analito ndo deve possuir em sua estrutura grupos
polimerizaveis que possam vir a interferir na formacdo do MIP e de suas
cavidades e, tampouco grupos que interfiram na cinética de polimerizacao,

para que a reacdo aconteca de maneira mais controlada possivel. Esta
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molécula deve ser resistente a temperaturas acima de 60°C e permanecer
estavel durante a sintese (CORMACK; ELORZA, 2004).

O MF deve possuir em sua estrutura grupos polimerizaveis e fungdes
que estabelecam ligacbes com a MM. E importante que este esteja em maior
quantidade em relacdo a MM, para garantir uma completa complexacéo.

O ALC ira ligar todos os mondmeros funcionais entre si para a formacao
da matriz polimérica e consequentemente, estabelecer a estrutura dos sitios
de interacdo tridimensionais. Esse reagente € determinante na rigidez
necessaria a estrutura e devido a isso, sua quantidade deve ser maior que o
do MF a fim de garantir a formacéo adequada das cavidades ap0s a extracao
da MM (CORMACK; ELORZA, 2004). Além de todos esses componentes, ha
0 solvente que tem um importante papel na sintese, pois € responsavel nao
s6 por dissolver os reagentes, mas também por ajudar a estabelecer as
interacdes que levardo a complexacdo MM-MF e contribuir com a formacéao
de poros. Por isso, um aspecto importante do solvente a ser estudado € a sua
polaridade, que pode aumentar ou diminuir a estabilidade de ligacdo entre
MM e MF (VASAPOLLO et al., 2011).

Ha diferentes métodos de sintese de MIPs, baseadas principalmente em
processos radicalares (suspensdo, precipitacgio e em bulk) ou de
condensacdo (sol-gel). Para este trabalho, o MIP hibrido de cafeina foi
sintetizado por um processo radicalar a partir da polimerizagdo por
suspensdo. O processo radicalar envolve trés etapas: a iniciacdo, a
propagacao e a terminacgdo. A iniciacdo acontece quando € fornecida energia
(na forma de radiacdo UV ou calor) a fim de provocar a quebra homolitica de
ligac&o no iniciador radicalar (IR) para formacéo de radicais livres. Os radicais
formados reagem com as moléculas do ALC e do MF durante a etapa de
propagacao, formando os radicais livres do ALC e MF que reagem entre si
construindo a estrutura polimérica. A terminagdo se d4 quando o polimero
estd completamente formado, com a combinacédo de todos os radicais livres
formados. E importante salientar que antes de dar inicio a sintese, o meio
reacional deve estar livre de oxigénio, uma vez que, a presenca deste
contribui para a formacdo excessiva de radicais livres que podem perturbar o
processo desejado; assim deve ser realizada uma purga de nitrogénio ou
argonio a fim de expulsar o oxigénio (CORMACK; ELORZA, 2004).
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Na polimerizacdo por suspensao, as particulas do MIP se formam dentro
de micelas estabilizadas por um tensoativo. Primeiramente, a MM e o0s
reagentes de sintese sao dissolvidos em um solvente organico e apolar, entéo
€ adicionado um solvente imiscivel (geralmente agua) para a formacédo da
emulsdo contendo o agente tensoativo que estabiliza as micelas e evita sua
coagulacdo. Esse método de sintese produz microesferas de tamanho
homogéneo, entretanto, a desvantagem esta no uso da agua como solvente
tensoativo porque pode ocorrer a competicdo da interagdo MM-MF com a
agua, principalmente se a formacéo dos sitios seletivos se da por ligacdes de
hidrogénio. Ainda, pode haver diminuicdo da estabilidade da ligacdo quando
algum dos reagentes é altamente solivel em dgua (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005), por isso a complexacdo por interacdes idnicas ou
hidrofobicas é preferivel.

Um polimero do tipo hibrido possui rede polimérica de natureza organica
e inorganica, estratégia que combina as vantagens da flexibilidade da
polimerizagdo orgénica e a estabilidade quimica e térmica da inorganica
originando um material com propriedades mecanicas excelentes (LIN et al.,
2003; SILVA, 2009).

Os MIPs se apresentam como uma alternativa promissora como fase
sélida integrando membrana de ligacdo em dispositivos de difusdo em filmes
finos por gradiente de concentracdo (DGT) (DONG et al., 2014), dispositivos
utilizados a fim de simplificar o processo de preparo da amostra, a

amostragem.

1.5 Difusdo em filmes finos por gradiente de concentracao

A amostragem de amostras de aguas naturais comumente empregada
envolve a coleta de aliquotas em pontos pré-determinados em frascos e seu
transporte para o laboratorio. Esse procedimento pode gerar uma fonte de
erros em potencial, que podem surgir pela perturbacdo da matriz pelo
transporte realizado e/ou extracdo quimica, além de contaminacdo e perda
das amostras. A fim de eliminar essas falhas uma alternativa interessante sédo
as medidas realizadas in situ, com a utilizacdo de amostradores passivos
(POULIER et al., 2015).
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Dentre os amostradores in situ, a amostragem passiva de substancias
guimicas organicas polares é realizada geralmente pelo uso de POCIS (do
inglés Polar Organic Chemical Integrative Sampler). Esta técnica é bem
estabelecida, porém exige a calibracdo do dispositivo, e ainda, fornece
resultados altamente dependentes das condi¢cBes hidrodindmicas do corpo
d’dgua, que pode provocar variagcdes no transporte de massa do analito
(HARMAN; ALLAN; VERMEIRSSEN, 2012). Nesse cenério, na busca por
alternativas mais simples e robustas, tém-se o DGT.

O DGT (do inglés Diffusive Gradients in Thin Films) € um amostrador
passivo muito utilizado para determinacdo de metais e moléculas inorganicas.
Recentemente, vem sendo aplicado em procedimentos de preparo de
amostras para extracdo de contaminantes orgéanicos (CHEN; ZHANG;
JONES, 2012; ZOU et al., 2018). E um método robusto, simples e barato que
diferente de POCIS, néo exige calibracédo e é independente da hidrodinamica
da agua. O DGT é fundamentado na Lei de Fick, em que, estabelecendo-se
um gradiente de concentragdo, o fluxo das particulas de analito é direcionado
da regido de maior concentracao para a regido de menor concentracdo, a fim
de ser alcancado o equilibrio no sistema (DAVISON, W.;ZHANG, 1994).

O DGT é um dispositivo composto por um pistdo de apoio que contém
uma membrana difusiva (agarose, poliacrilamida) e uma membrana ligante,
onde o analito de interesse é adsorvido. As duas camadas sao cobertas por
um filtro de protecdo e por um anel de diametro de 20 mm com uma abertura
no centro (Figura 3). O analito permeia o filtro de protecédo e é difundido em
direcdo a membrana ligante, onde estabelecera ligacdes com o material e

sera acumulado.
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Figura 3: llustracdo do DGT: a) filtro de protecdo; b) membrana difusiva; ¢c) membrana
de ligacao.
A concentracdo do analito pode ser calculada usando-se a Equacao 1 de
fluxo das particulas dada por:
D(Cp—Cr)

= m Equacao 1

Em que D é o coeficiente de difusdo do analito na membrana difusa, Co
€ a concentragdo do analito em solucdo, C’' representa a concentragéo do
analito livre nas fronteiras do material ligante, Ag a espessura da membrana
de difusdo e & a espessura da camada limite (DBL, do inglés Diffusive
Boundary Layer) isto €, fronteira entre o dispositivo e a solucdo. Assumindo
gue, a ligacdo entre o analito e o material extrator ocorre rapidamente, que
estabelece interacdes fortes e que o ligante ndo sofre saturagéo, o termo C’ é
muito pequeno e pode ser desprezado. O fluxo (Equacéo 2) pode ser definido
ainda como a quantidade de massa transportada por unidade de tempo em

uma area especifica, assim,
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F=2 Equagéo 2
v quacéo
Com M= massa do analito, A = area da abertura do DGT e t o tempo de
contato. Combinando as Equacdes 1 e 2, obtém-se o valor da concentracdo

Cb na matriz (ZHANG et al., 1995):

_ M(Ag+9d) «
Cp = AT Equacéo 3

A espessura & varia de acordo com as condi¢cdes hidrodinamicas da
agua, portanto para obter resultados independentes desta, a espessura Ag
deve ser muito maior que a DBL (DAVISON, W.;ZHANG, 1994). Assim, &
preservada a reprodutibilidade do método e como Ag >> §, a concentracao na

matriz pode ser definida (Equacéo 4) como:

_ MAg N
Cp = DAt Equacéo 4

O coeficiente de difusédo é calculado através de uma curva de tempo de
contato versus massa recuperada, de forma que D esta contido no coeficiente
angular da reta k (Equacéo 5) (CHALLIS; HANSON; WONG, 2016):

_ kag

D =
CpA

Equacéo 5

A massa M do analito difundida através da membrana é entdo estimada
por (Equacéao 6):

Ce(Vet+ Vg)

M = i

Equacéo 6

Em que Ce é a concentracdo do analito retida na membrana de ligagéo
apos a dessorcao, Ve 0 volume do eluente, Vg 0 volume da membrana de
ligacdo e fe o fator de eluicdo, constante medida através da razdo entre

massa eluida e massa retida da espécie de interesse (Equacao 7):
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_ Ve.Co
(Ci_cf)vimerséo

Em que Ci é a concentracdo inicial conhecida do analito e Ct é a

fe

Equacéo 7

concentracdo do sorvido no sobrenadante de sorgéo.

Conhecidos o fator de eluicdo e o coeficiente de difusdo é definida a
concentracdo de analito na matriz da amostra. Pressupde-se que aliar as
vantagens do DGT com a natureza seletiva dos MIP resulte numa técnica
promissora de analise de cafeina no ambiente (CASARIN, 2018), com

resultados de alta exatidao e reprodutibilidade.

2. Objetivos

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo geral utilizar o
dispositivo DGT para quantificar cafeina em amostras ambientais, tendo como
membrana ligante o MIP para a cafeina preparado por método de suspensao
imobilizado em agarose e como membrana difusa, a membrana de agarose.
Os objetivos especificos pretendidos séo:

¢ Investigar a capacidade de sorver cafeina em membranas ligantes
com diferentes massas de HMIP e sob diferentes condi¢cdes de pH e forgca
iGnica;

e Otimizar a dessorcao da cafeina retida na membrana ligante GL-HMIP
examinando o solvente, tempo de contato e pH;

e Obter o fator de eluicdo e o coeficiente de difusdo para andlise de
amostras reais;

¢ Quantificar cafeina em agua para consumo.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

e Balanca analitica, Shimadzu, precisdo de 0,0001 g

e Banho ultrassom Unique, modelo 1400

¢ Homogeneizador Hematolégico modelo SP 260H SP, Labor

e Agitador magnético com aquecimento Go-Stirrer MS-H-S

e Centrifuga, de bancada KC5, Kinddly, velocidade maxima 4.000 rpm

e Concentrador, TE-019 Tecnal

e HPLC - Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressdo, modelo
LC-20AD; Detector Flexar PDA, vélvula de injecdo (alca de
amostragem de 20 pL); Software Chromera, verison 3.4.0.5712,
PerkinElmer.

e Coluna cromatogréfica Bownlee Analytical C18 diametro médio de 5
pm, 250 x 4,6 mm, PerkinElmer

e Sistema de deionizagdo de agua Milli-Q

e Agitador de Frascos com Movimento Orbital EthikTechnology

e Capela de Fluxo Unidirecional Laminar vertical, Veco.

e Espectrofotbmetro UV-Vis, Agilent, modelo 8454.

e Holder para filtracao

e Membrana de filtragdo, 0,22 um Sigma-Aldrich.
Reagentes utilizados:

e MIP hibrido para cafeina (HMIP) previamente sintetizado pelo grupo
AQQUA pelo método de suspensao (.

e Agarose, GibcoBRL.

e A agua deionizada (= 18 MQ cm™) produzida utilizando um sistema de
purificacdo Milli-Q.

e Cafeina Sigma-Aldrich grau PA.

e NaNOs, Cromoline.

e Metanol, grau HPLC.

e Acetonitrila, grau HPLC.

e Acido cloridrico, Biograde.

e Hidréxido de sédio Sigma-Aldrich grau PA.
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3.2 Métodos

Foram realizados estudos preliminares para avaliar a capacidade
adsortiva da membrana ligante composta de HMIP e os fatores influentes (pH
e forca ibnica) na sorgéo de cafeina na membrana de ligacdo. Posteriormente,
foram realizados ensaios de dessorcao, a fim de aperfeicoar a extracdo do
analito, onde foram investigados o solvente de dessorcédo, pH de dessorcao,
volume do solvente de dessorcao, tempo de dessor¢cdo e numero de eluigcdes.
Por fim, determinou-se o fator de eluicdo e o coeficiente de difusédo para

viabilizar o estudo de amostras reais.

3.2.1 Preparacao da membrana difusiva de agarose

A preparacédo dos discos de membrana de agarose empregados como
gel difusivo para o DGT foram preparados de acordo com (CHEN; ZHANG,;
JONES, 2012) com adaptacdes. Para obter o gel de composigcao 1,5% m/v, foi
diluido 0,18 g de agarose em 12 mL de agua ultrapura; esta mistura foi levada
ao micro-ondas até total dissolucdo da agarose. A solucdo de gel dissolvida
foi vertida imediatamente, com o auxilio de uma pipeta, para duas placas de
vidro pré-aquecidas contendo um espacador de 0,8 mm, e deixada na capela
de fluxo laminar até atingir a sua temperatura de gelificacao (36 °C). ApGs a
gelificacdo, os géis foram seccionados em discos de 2,5 cm, imersos numa

solucéo de nitrato de sédio 0,05 mol L! e armazenados na geladeira (4 °C).

3.2.2 Preparacao de membrana de ligagdo GL-HMIP

A fase ligante foi preparada inicialmente em duas proporgdes da fase
sorvente (HMIP): 0,6 g (5% m/v) e 1,2 g (10% m/v) em 1,5% (m/v) de
agarose. Para a imobilizacdo do HMIP, o procedimento consistiu
primeiramente na preparacdo da solucdo da membrana de agarose, conforme
descrito no item anterior, e posteriormente foi adicionado a solugcédo 5% (m/v)
e 10% (m/v) de HMIP. Esta mistura foi vertida entre as placas de vidro pré-
aguecidas contendo espacadores de 0,5 mm, deixada na capela de fluxo
laminar e permaneceu no suporte até atingir a temperatura ambiente, para

posteriormente ser seccionada em discos com diametro de 2,5 cm (Figura 4).
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Estes discos foram imersos em solucdo de nitrato de sédio 0,05 mol L e

armazenados em refrigerador a 4 °C.

Figura 4 GL-HMIP entre as placas de vidro; discos ligantes destacados.

3.2.3 Estudo da capacidade de sorgado GL-HMIP

Os discos de GL-HMIP 5% e 10% foram expostos a Vvarias
concentragbes de cafeina (100, 500, 1000 e 2000 pg L) para avaliacdo da
sorcao. Utilizando frascos ambar de 15 mL, os discos foram imersos em 10,00
mL de solugbes de cafeina em meio aquoso com forga idnica de 0,01 mol L
(NaNOs3). Os frascos foram deixados em agitacdo por 24 horas e o
experimento foi feito em triplicata.

O procedimento de dessorcéo foi baseado na proposta de (CHEN et al.,
2013) com algumas adaptacfes. Consistiu na transferéncia de GL-HMIP para
tubos de ensaio de 10 mL, seguido da adicdao de 3,00 mL de metanol e
dessorcao por 20 minutos no banho ultrassonico. Esta etapa foi realizada em
triplicata, as fracbes do solvente foram combinadas e evaporadas por
aguecimento a 88°C utilizando um concentrador. Foi feita a redissolugcéo das
substancias em 2,00 mL de agua ultrapura e posterior filtragem empregando
um filtro seringa de polivinilideno com tamanho de poro de 0,22 pm, por fim,

foi feita a analise por HPLC.
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3.2.4 Planejamento fatorial para investigacdo de fatores que

influenciam na sorgédo da cafeina na membrana de ligagéo

Avaliou-se de maneira multivariada a influéncia da forga idnica e o pH
em dois niveis (Tabela 1) no processo de sor¢do do GL-HMIP com o emprego
de planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central (PC). Sete
experimentos foram realizados em sequéncia aleatéria (Tabela 2), com
duracao de 96 horas. Os discos de GL-HMIP foram imersos em 10,00 mL de
solugdo 100 pg Lt de cafeina contida em Erlenmeyers de 250 mL mantidos
em agitacdo orbital de 100 rpm. As quantificacdes das fragcdes adsorvidas da
cafeina foram realizadas em HPLC-UV. O ajuste de pH foi realizado utilizando
solugBes diluidas de HCI e NaOH e a forca idnica foi ajustada com solugdo
NaNO:s.

Tabela 1 Fatores e niveis estudados durante o planejamento experimental

Fatores Niveis de variagdo dos
fatores
-1 1
Forca l6nica 0,01mol L 0,1mol L1
pH 4 7

Tabela 2 Matriz do planejamento fatorial 22 em sua forma codificada

Fatores
Ensaio Forga I6nica pH
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
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3.2.5 Estudos de dessorcao das substancias sorvidas no GL-HMIP

ApOs a sorcdo de acordo com o procedimento do item 3.2.3, 0s

seguintes estudos de dessorgao foram realizados, em sequéncia:

3.2.5.1 Escolha do solvente de dessorc¢éao

Os discos foram transferidos para tubos de ensaio de 10 mL e a
dessorcao foi realizada conforme descrito no item 3.2.3, porém empregando-
se diferentes solventes, foram eles: metanol, acetonitrila, acetonitrila/metanol

(3:1, v/v), metanol/acetonitrila (3:1 v/v) e metanol/acetonitrila (1:1, v/v).

3.2.5.2 Determinacdo do pH de dessorcdo e volume do solvente de
dessorcéo

Foram realizados testes envolvendo o pH de dessor¢cdo com valores de
pH 3, 5, 7 e 9. Definido o pH de dessorcao foi avaliado volume de solvente de
dessorcédo empregado em cada replicata, onde foram utilizados volumes de 2,
3,4e5mL.

3.2.5.3 Tempo de dessor¢cdo e numero de eluicdes no banho ultrassénico
dos discos GL-HMIP

A fim de estudar o equilibrio de dessorcao da cafeina retida nos discos
de GL-HMIP, empregou-se o banho ultrassénico durante 2, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 minutos. Por fim, foram testadas uma a quatro eluicbes sequenciais

utilizando as condigfes otimizadas anteriormente.

3.2.6 Determinacao do Fator de Eluicao

O fator de eluicdo (Equacao 7) foi obtido através da submerséo de trés
membranas GL-HMIP em 10,00 mL de solucdo de cafeina 100 pug L?, e

posterior leitura em HPLC dos sobrenadantes de sorcao e dessorcéo.

3.2.7 Determinacao do Coeficiente de Difuséo

Dezoito dispositivos DGT foram submersos em 2 L de uma solucdo de
cafeina 20 pg L. A fim de determinar o coeficiente de difusdo aparente de
acordo com a Equacao 5, foi obtida uma curva de tempo de contato dos
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dispositivos versus massa recuperada de cafeina com 0s seguintes pontos
em triplicata: 1 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h.

3.2.8 Aplicacdo do DGT

Foi realizado o estudo de determinacdo da cafeina em &gua para
consumo utilizando como amostra a &gua tratada pela Companhia de
Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB) coletada no Instituto de
Quimica da UnB. Dez amostradores DGTs forma mergulhados em um tanque
contendo 70 L de &gua, que foi mantida sob agitacdo constante por 21 dias.
Ao final do periodo, os DGTs foram retirados e foi realizada a dessorcao das
membranas ligantes de acordo com os resultados de 3.2.5. Posteriormente,
para investigar efeitos de matriz foi realizado um spike da amostra, que
consistiu em adicionar 1 ug L de CAF, mergulhar dez novos amostradores

DGTs e seguir o mesmo procedimento descrito anteriormente.

4. Resultados e Discussao

4.1 Estudo da capacidade de sor¢édo GL-HMIP

A capacidade de sorcdo da membrana ligante GL-HMIP foi avaliada pela

equacao 8:

_ (Ci=Cp xV .
McaAr = m Equacéo 8

Em que o: mcar (MUg) € a massa de cafeina sorvida pela GL-HMIP,
enguanto o Ci (ug L) é a concentracdo inicial da solucdo de cafeina, o Ct (ug
L), indica a concentracdo de cafeina livre no sobrenadante, o V(L) relaciona-
se ao volume da solucdo do analito e o m(g) corresponde a massa do HMIP
presente na GL-HMIP.

Os resultados obtidos demonstraram que a sorcdo de cafeina na
membrana ligante aumentou de acordo com a concentracdo de cafeina em
solucdo (Figura 5), entdo pressupde-se que ndo houve saturacdo do GL-
HMIP. Posto isto, a saturacdo ndo seria um fator limitante para a

determinacdo de cafeina em matrizes aquosas ambientais mesmo com
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imersdo prolongada da membrana ligante na matriz de interesse devido as

baixas concentracdes de cafeina reportadas

(GONCALVES, 2008)(RAIMUNDO, 2011).

da ordem de ng.L! e pug L?

Mg de cafeina

500 1000

1500 2000

concentragéo de cafeina (ug L")

Figura 5 Gréfico de sorcao de cafeina em membranas de 5% e 10%

Além disso, o GL-HMIP 10% conseguiu sorver uma quantidade maior de

cafeina (Tabela 3), como esperado, uma vez que, possui um maior numero de

sitios disponiveis para a ligacdo especifica. Portanto, os estudos seguintes

foram realizados com a membrana ligante contendo 10% de HMIP.

Tabela 3 Porcentagem de CAF sorvida pelas GL-HMIP 5% e 10% (m/v) de HMIP

Concentracéo de
Cafeina (ug L)

Porcentagem de mcar
sorvida em GL-HMIP com
5% (m/v) de HMIP

Porcentagem de mcar
sorvida em GL-HMIP 10%
(m/v) de HMIP

100 (32 £ 3)% (39 + 5)%
500 52% 60%

1000 (59 3)% (60 + 2)%
2000 (21 + 2)% (61 + 2)%
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4.2 Planejamento fatorial para investigacdo de fatores que

influenciam na sorgédo da cafeina na membrana de ligagéo

A manipulagdo dos dados obtidos foi feita a partir do software
Statistica®, o grafico de Pareto das variaveis estudadas, com um nivel de
confianca de 95%, esta apresentado na figura 6. Nota-se que ambos os
fatores sdo significativos para a sorcdo da cafeina, sendo o efeito da forca
ibnica (1) mais expressivo. Esta varidvel independente possui contribuicdo
negativa, ou seja, quanto menor a forca idnica maior a sorcdo de cafeina,
portanto foi escolhida a forca idnica no nivel -1, de 0,01 mol L.
Provavelmente esse resultado se da por possiveis interacdes entre 0s ions da
solugcdo e o analito, o que diminui a concentracdo de moléculas disponiveis
de cafeina para sorver na membrana ligante e/ou interacdes eletrostaticas
entre os sitios mais polares do polimero e os ions Na* e NOsz™ (BERELI et al.,
2008).

A variacdo positiva do pH (2) é significativa para a variavel resposta,
portanto o pH mais favoravel é o 7, resultado satisfatorio ja que dispensa a
manipulacdo de amostra para o ajuste desse parametro. Uma provavel razao
para a maior sorcdo nesse pH seria que em meio acido poderia haver a
competicdo dos ions H* pelos sitios de ligacdo no polimero, diminuindo assim
a interacdo HMIP-cafeina (GRASSI, 2008). Além disso, ndo ha efeito
expressivo da relacdo entre os dois parametros pH e forca idnica devido ao
pH neutro do NaNOs.
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(1)Forga Iénica(L) -21,592:

\f

9572672

7

p=05
Standardizeq EffectEstimate (Absolute Value)

Figura 6 Gréfico de Pareto dos fatores estudados

4.3 Estudos de dessorcao da cafeina sorvida em GL-HMIP

A composicdo de solvente que apresentou maior recuperacdo de CAF
com um menor desvio padrdo foi MeOH/ACN (3:1) (Figura 7). Essa mistura
apresentou forga suficiente para instabilizar e romper a ligacéo entre o analito
e a fase solida, que provavelmente, é formada por ligagbes de hidrogénio.
Além disso, outros fatores ja apontados por Silva (DA COSTA SILVA;
AUGUSTO, 2006) como o parametro de solubilidade de Hildebrand (0) e a
série eluotropica segundo Snyder (€°) podem explicar os motivos dessa
mistura ser um bom eluente. Ambos solventes possuem valores semelhantes
de 0 (12,9 para o metanol e 11,7 para acetonitrila) e de €° (0,95 para o
metanol e 0,65 para acetonitrila). Estes dois parametros sdo diretamente
proporcionais a polaridade do solvente e seu poder de eluicdo. A semelhanca
entre os parametros de Hildebrand dos solventes e da CAF (0 = 13,8) (ADJEI;
NEWBURGER; MARTIN, 1980) prevé que esses compostos formem misturas
entre si (MT; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2011), além disso, os valores de €° de
ambos os solventes sdo alguns dos mais altos da série eluotrdpica, portanto
acetonitrila e metanol possuem alto poder de eluicdo para um composto polar

como a CAF. Também foi observado que o MeOH 100% (v/v) conseguiu
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dessorver mais CAF que o solvente ACN 100% (v/v), resultado que indica que
o metanol pode formar ligagbes mais favoraveis com o analito que a
acetonitrila. A estrutura do metanol permite que essa molécula forme ligacfes
de hidrogénio que competem com as ligacdes entre CAF e MIP, o que néo
acontece com a acetonitrila que somente pode estabelecer intera¢cbes do tipo
dipolo, mais fracas (SOUSA, 2018).

Kg de cafeina dessorvida

MeOH/ACN (3:1)MeOH/ACN (1:3) MeOH/ACN(1:1) ACN MeOH

Solvente de dessorgéo
Figura 7 Massa dessorvida em funcdo do solvente

O pH de maior dessor¢cao foi o 7 (Figura 8), indicativo de que as
interagcbes entre cafeina e eluente s&o favorecidas pela estrutura do analito
em sua forma neutra (Figura 1). Neste pH a cafeina € constituida por grupos
amina e amida que permitem estabelecer ligacBes de hidrogénio com
solventes préticos como etanol além de conferir polaridade necesséria para
interacdes do tipo dipolo com acetonitrila e metanol.
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0,35
0,30 —
0,25 —
0,20
0,15 —

0,10

ug de caféina dessorvida

0,05

pH 3 pH5 pH7 pH9
pH de dessorcédo
Figura 8 Massa dessorvida de cafeina para diferentes pH's

De acordo com a Figura 9, a quantidade de massa dessorvidaem 3, 4 e
5 mL foi semelhante, portanto, a fim de se obter uma melhor pré concentracao
da cafeina foi escolhido o volume de 3 mL. Foi avaliado da mesma forma o
namero de elui¢cdes (Figura 10), onde foi escolhido o método em triplicata, a

fim de diminuir o tempo de bancada e o consumo de solvente.

T T T T T T T
0,35

0,30
0,25
0,20
0,15 4

0,10 S

ug de cafeina dessorvida

2 3 4 5
Volume do solvente de dessorgao (mL)

Figura 9 Massa de cafeina dessorvida empregando-se diferentes volumes de solvente
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0,10

0,05

0,00 4
1 2 3 4
ndmero de eluicdes

Figura 10 Massas sorvidas de acordo com o numero de elui¢cdes

Na Figura 11 observa-se que a dessor¢cdo de cafeina aumenta
juntamente com o tempo de contato entre membrana ligante e solvente de
dessorcao, resultado coerente dado que a dessorcado depende de mdultiplos
processos que envolvem quebra e formacdo de ligacbes além de
deslocamento do analito sorvido da fase solida para a fase liquida. Porém,
apos 20 minutos € observado que a massa dessorvida do analito aumenta
pouco em relacdo ao tempo. Provavelmente devido a saturacdo de CAF na
fase liquida, a difusdo de mais moléculas do analito na GL-HMIP em dire¢éo a
solucdo é dificultada, causando o efeito observado. Foi definido para os
estudos subsequentes o tempo de dessor¢cdo de 20 minutos, a fim de néo
prolongar o tempo de bancada. Através do teste t de Student foi comprovado
que nado ha diferenca significativa entre o emprego do banho ultrassénico na

faixa de 20 a 30 minutos.
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Figura 11 Massas de cafeina dessorvidas empregando-se diferentes tempos de

eluicdo

4.4 Determinagao do Fator de Eluicao

O fator de eluicdo pode ser interpretado como um estimador da
eficiéncia do dispositivo DGT, além de ser um fator de correcdo na medida de
concentracdo do analito. E desejavel que a membrana GL-HMIP seja capaz
de reter o maximo de cafeina disponivel em meio aquoso; e também que na
etapa de dessorgéo todo o analito na membrana ligante seja carregado pelo
solvente. Assim, a razdo entre a massa eluida e a massa retida da Equacgao 7
deve se aproximar de 1. O fator de eluicdo obtido de 0,79 demonstra que
aproximadamente 79% da cafeina sorvida em GL-HMIP foi retirada da
membrana pelo solvente de dessorcédo, resultado satisfatério e semelhante
aos encontrados em estudos de analitos organicos como herbicidas (fe de
0,74 para Bentazon) (GUIBAL et al., 2017), compostos organometalicos (fe
de 0,74 para dibutilestanho) (COLE et al., 2018) além de drogas ilicitas como
metanfetamina (fe de 0,86) (GUO et al., 2017).

4.5 Determinagéao do Coeficiente de Difuséo

O coeficiente de difusdo desse dispositivo para a cafeina é 8, 86.10°7
cm?.st e a curva obtida no ensaio (Figura 12) demonstra que a correlagdo
entre massa retida no GL-HMIP e tempo de contato com a solugéo de cafeina
é linear, com R? de 0,996. Além disso, o aumento de massa em funcédo do
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tempo de contato demonstra que ndo houve a completa saturacdo da GL-
HMIP.

0205y =7 09687E-7x +0,03197
2

0,18 R =0,99593 /

Massa Recuperada (ug)
1 1

1 I
o
0,06
0,04
0,02
I L T T I Y I ‘ 1 . I
0 50000 100000 150000 200000 250000

Tempo (s)

Figura 12 Massa de Cafeina em GL-HMIP por Tempo de Contato

4.6 Aplicacdo do DGT

Os resultados da aplicacdo de DGT em agua tratada apresentaram uma
concentragdo de 12 ng L' de CAF, um pouco abaixo das concentragdes
encontradas em amostras semelhantes (GONCALVES, 2008). Ja para a
andlise da agua fortificada com CAF, obteve-se 0,81 ug L de CAF sorvida
nos DGTs, calculada por meio da Equacao 4 com M equivalente a média das
massas sorvidas em cada DGT. A razdo entre esta concentracdo e a
concentracdo de spike é de 0,81, logo ndo ha diferenca significativa entre
estas, indicativo de que a matriz complexa da amostra nao influencia na
aplicacdo do DGT e de que este tem éxito na quantificacdo de cafeina em
amostras naturais. Além disso, este resultado corrobora com o fe de 79%,

indicativo da eficiéncia conjunta de sorcéo e dessorc¢ao.
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5. Concluséao

Os testes preliminares demonstraram que a melhor sor¢cédo de cafeina se
deu com: o GL-HMIP com 10% (m/v) de HMIP sem que houvesse a saturacéo
mesmo em uma faixa de concentracBes superiores as encontradas em
amostras de agua ambientais; e em pH 7 e forca idnica de 0,01 mol.Lt. Com
esses dados foi realizada a otimizacdo dos parametros de dessorcdo que
originou um método que permite a pré-concentragcdo de amostra com pouco
volume de solvente e sem necessidade de correcédo de pH. O dispositivo DGT
apresentou fe de 0,79 ou seja, a recuperagdo da massa de CAF retida em GL-
HMIP durante a dessorcéao foi de 79%, valor semelhante aos encontrados na
literatura para contaminantes organicos. Através da imersdo dos DGTs por
até 60 horas em solugcdo com 20 ug de cafeina concluiu-se que ndo houve
saturacdo da membrana ligante, portanto é viavel a exposicdo do amostrador
a um corpo d’agua por periodos mais longos como alguns dias. A analise em
agua tratada resultou em 12 ng L* de CAF e o spike demonstrou que o DGT
foi bem-sucedido em sorver 81% de uma massa conhecida do analito, o que
indica que este método é bastante promissor para pré-concentracao seletiva
de cafeina in situ em matrizes complexas. Desta forma, o uso de HMIP como
fase ligante de DGT para moléculas organicas € inovador e promissor para
novas aplicacbes, uma vez que € sintetizado especificamente para as

moléculas a serem extraidas.

6. Perspectivas Futuras
Apés estabelecidas as condigbes O6timas de sorcdo e dessorgao
estudadas além da andlise em agua para consumo, as demais etapas serao
executadas:
¢ Realizar determinacdo da CAF em amostra do Lago Paranoé;
e Elaboracéo e submissédo de artigo cientifico com os resultados obtidos

neste presente trabalho.
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