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RESUMO

A cafeina é um composto alcaloide com efeito estimulante semelhante a outras drogas psicoativas
como a cocaina e as anfetaminas. A proposta deste trabalho foi desenvolver um método por GC-MS
para deteccdo de cafeina em amostras de urina, por meio da extracdo liquido-liquido assistida por
salting out (SALLE). A determinacdo foi realizada em coluna OPTIMA-5 (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano) programada por meio de duas rampas de temperatura, entre 130 e 170 °C (10°C
min-1) e entre 170 e 250 °C (20°C min-1). O método apresentou linearidade na faixa de 5,0 a 60
pg/mL (r2 > 0,99) e limites de deteccdo e quantificacdo de 3,31 e 5,00 pg/mL, respectivamente, com
valores de precisdo (CV < 10,5 %) e exatiddo (-5,57 % < DPR < 3,56 %) dentro dos requisitos
exigidos. O método foi aplicado com sucesso em 06 amostras reais de urina, 0 que demonstra a
potencialidade desta metodologia.

Palavras-chave: Cafeina, Urina, Extracdo liquido-liquido

ABSTRACT

The caffeine is a alcaloid with stimulant effects likewise another psychoactive drugs as cocaine and
amphetamines. The proposal this paper was to develop a GC-MS method to detect caffeine from
urine samples, by salting out assisted liquid-liquid extraction. The determination was carried out in a
OPTIMA-5 (5 % phenyl, 95 % dimetylpolisiloxane) column, programmed in two temperature ramps,
between 130 - 170 °C (10°C min-1) and 170 - 250 °C (20°C min-1). The method exhibited linearity
in the range 5,0 - 60 pg/mL (r2 > 0,99) and limits of detection and quantification of 3,31 and 5,00
pg/mL, respectively, with precision (CV < 10,5 %) and accuracy (-5,57 % < DPR < 3,56 %) according
to required. The method was sucessfully applied in six real urine samples, which demonstrates the
potentiality of this methodology.
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1 INTRODUCAO

A cafeina € um composto alcaloide derivado de diversas espécies de plantas. Apesar de ser
relacionada principalmente as especies de cafeeiro (Coffea arabica), também se consideram fontes
primaria desta substancia a noz-de-cola (Cola acuminata), cha-da-india (Thea sinensis) e o cacau
(Cocoa bean). ¥2 E uma das substancias mais consumidas a nivel mundial, estando presente em
quantidades variadas em diversos alimentos e bebidas, como no café, cacau, refrigerantes, chas,
energéticos, além dos medicamentos e suplementos alimintares.

Devido seu efeito estimulante, suas propriedades farmacoldgicas se mostram semelhantes a
outras drogas que se enquadram nessa categoria, como € o caso da cocaina e das anfetaminas, cujos
efeitos incluem euforia, melhora no estado de alerta e efeitos de reforco (ergogénico). ® Devido essas
caracteristicas e sua rapida metabolizacdo no corpo humano, esteve presente na lista de compostos
proibidos pela World Anti-doping Agency (WADA) e cujo limite de concentracdo urindria era de 12
ug mLt. Apds 2004, decidiram remové-la da lista. ©

Assim como as substancias consideradas proscritas, seu consumo em quantidades excessivas
pode causar efeitos colaterais no organismo, como insonia, tremores, dores de cabeca, taquicardia e
problemas digestivos. " Ademais, no ambito forense, a cafeina é comumente empregada como
adulterante para potencializar os efeitos da droga principal e/ou como diluente para dar volume e
lucro ao vendedor. ® Desta forma, seja em casos de intoxicac&o, efeitos adversos ou como componente
secundario em amostras apreendidas e formulagdes farmacéuticas, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias analiticas que sejam capazes de determinar (detectar e quantificar)
tais substdncias em amostras complexas de forma que, por meio dessas, seja possivel obter
informacdes o suficiente para fornecer pareceres com alta confiabilidade.

Diversas metodologias instrumentais ja foram reportadas na literatura para a cafeina, e
incluem principalmente as técnicas cromatograficas 1°1° acopladas a diversos detectores, como o
Massas (MS) e arranjo por diodos (DAD). Outras técnicas incluem espectroscopia de infravermelho,

ultravioleta, eletroforese capilar e técnicas eletroanaliticas. 8

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PADRAO E SOLVENTES

Os padrdes analiticos de cafeina e acetanilida foram obtidos de uma Farmécia de manipulagao
e da Vetec (Duque de Caxias, SP, BRA), respectivamente. O solvente acetato de etila grau HPLC foi
obtido da Vetec para o preparo das solucfes analiticas. Outros reagentes e solventes foram obtidos
dos seguintes fornecedores: cloroformio da Dindmica (Indaiatuba, SP, BRA), sulfato de aménio e
hidroxido de sodio da Synth (Diadema, SP, BRA).
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2.2 AMOSTRAS DE URINA

Amostras de urina controle e positivas foram obtidas de voluntarios que ndo fizeram uso de
qualquer alimento contendo cafeina nas ultimas nove horas e que consumiram a substancia sob
investigacdo no mesmo prazo especificado. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Goias (CEP/UFG), sob o Parecer 54.2016.

2.3 INSTRUMENTACAO

Cromatografo a Géas da Perkin Elmer Clarus 580 equipado com injetor split/splitless
(Waltham, MA, USA) acoplado ao detector por Espectrometria de Massas Perkin Elmer Clarus SQ8
S (Waltham, MA, USA) foi empregado para a analise quantitativa. A separacdo cromatografica foi
realizada através de uma coluna capilar OPTIMA-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro
interno e espessura do filme de 0,25 um; Diren, NW, DEU). Hélio foi empregado como gas de arraste

a um fluxo de 1 mL min™.

2.4 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

Solugdes estoque de cafeina e acetanilida, ambas a 200 pug mL™, foram preparadas pela
dissolucdo de 10 mg dos padrdes em 50 mL de acetato de etila. As soluc¢des para confecgéo da curva
analitica foram preparadas em baldes volumétricos (10 mL) pela diluicdo de volumes apropriados das
solucdes estoque para obter concentrag@es de 5, 10, 20, 50 e 60 pug mL™* de cafeina e 50 pgmL™* do

padréo interno. Todo procedimento foi realizado em triplicata.

2.5 PREPARO DAS AMOSTRAS E METODOLOGIA SALLE

Para cada aliquota de 2,0 mL das amostras de urina, adicionou-se 250 mg de sulfato de amoénio e
quantidade suficiente de hidroxido de sodio na concentragéo de 5,0 mol L™ para alcancar pH; seguido
de centrifugacédo a 4000 rpm durante 20 min. A camada superior foi transferida para um funil de
separacao e extraida por trés vezes com 5,0 mL de cloroférmio. A fase organica foi entdo evaporada
e o residuo reconstituido em 750 pL de acetato de etila e 250 pL de padrdo interno 200 mg mL?. O

método extrativo foi baseado no trabalho de Garcia e colaboradores, com modificacdes. 1’

2.6 METODO CROMATOGRAFICO GC-MS

O volume de injecdo de 1 pL foi na razdo split de 1:20. A temperatura do injetor e interface
GC-MS foram ambas de 250 °C. A temperatura inicial do forno foi de 130 °C seguido de aquecimento
a uma taxa de 10 °C min! até 170 °C, com posterior aquecimento a 20 °C min até temperatura final

de 250 °C. O modo de ionizacdo por elétrons a 70 eV foi usado para o detector, a uma temperatura
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de 250 °C. A quantificacao foi realizada através do modo de monitoramento de ions (SIR) para 0s
ions de razdo m/z 93 (acetanilida, padréo interno) e 194 (cafeina). O espectro de massas obtido pelo

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

2.7 AVALIAC;AO DA LINEARIDADE, SELETIVIDADE E SENSIBILIDADE

As figuras de mérito avaliadas neste trabalho foram baseadas no guia de validacao descrito na
Resolucdo N° 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 8. A seletividade
foi obtida comparando os cromatogramas obtidos das solucfes padrdo de cafeina e acetanilida com
aquelas provenientes das amostras negativas de urina, por meio da detec¢do de ou ndo de possiveis
interferentes provenientes da matriz bioldgica.

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo da curva analitica a partir de
quinze solucdes de acetato de etila nas concentracdes de 5, 10, 20, 50 e 60 pg/mL (triplicatas). A
razao entre as areas cromatograficas do analito e do padrdo interno, (Acar/Ari) =y, foram medidas e
plotadas em funcédo da razdo das concentracdes entre o analito e o padréo interno, (Ccar/Cpi) = X, para
gerar a equacao da reta.

A sensibilidade foi determinada através dos limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ).
Definiu-se o LD através do calculo 3,3*c/IC, onde IC ¢ a inclinagdo da curva e ¢ o desvio padrido do

coeficiente linear, e o0 LQ como sendo o primeiro nivel da curva analitica.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Através de metodologias encontradas na base de dados de diversos periodicos acerca da
quantificacéo de drogas, como o de Magalhes *°, otimizou-se o método por meio da avalia¢éo prévia
de variaveis como pH da amostra bioldgica, método de extracao, temperatura do forno do CG e modo

de aquisicao do espectro de massas.

3.1 EFEITO SALTING OUT

Um problema comum quando se trabalha com a extracdo liquido-liquido convencional em
matrizes bioldgicas é a baixa recupera¢do do analito devido a presenca de compostos exdgenos (e.g.,
proteinas) presentes na amostra, que podem vir a interagir de forma significativa com o analito. Outra
dificuldade associada é a relativa solubilidade no meio aquoso, o que compromete sua extracdo por
solventes organicos apolares e imisciveis (éter, diclorometano, cloroférmio), comumente empregados
pela técnica. 2

Sabe-se que, entre os varios efeitos promovidos pelo fendmeno salting out, a adi¢do de sais

inorganicos em sistemas biolégicos também favorece a precipitacdo de proteinas, aumentando a
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eficiéncia de extracio 212%, Essa observacio pode ser explicada pela maior afinidade entre os jons
provenientes do sal com as moléculas de agua, que passam a hidrata-los. Com o aumento da
concentracdo do sal (forca idnica), as proteinas deixam de ser solvatadas e sua solubilidade diminui
drasticamente, o que resulta na sua precipitacao.

Dentre os sais empregados na técnica SALLE, o sulfato de aménio tem sido empregado por
apresentar vantagens como a alta solubilidade no meio aquoso e por seus efeitos favorecerem a
diminuicao da solubilidade proteica, favorecendo o particionamento do analito da fase aquosa para a

fase organica. 224

3.2 EFEITO DO PH SOBRE A AMOSTRA BIOLOGICA

A cafeina € uma base relativamente fraca (pKa = 10,0) e, em sua forma neutra, soltvel em
solventes organicos como cloroférmio, acetato de etila e éter etilico. No entanto, em meio acido (pH
< 8), sua forma catidnica predomina e desta forma sua solubilidade no meio aquoso aumenta. Como
o pH 6timo da urina varia entre 5,5-7,0, levemente &cida, fez-se necessario a adicdo de hidréxido de
sodio para basificar a solucdo e entdo neutralizar o analito. Esse processo permitiu que a cafeina

pudesse ser extraida através do funil de separacdo através do cloroférmio.

3.3 EFEITO DA TEMPERATURA DO SISTEMA GC-MS

A corrida cromatografica foi otimizada para um tempo total de oito minutos, sendo trés
minutos para o atraso do solvente. Recomenda-se que a temperatura do injetor esteja pelo menos a
50 °C acima do ponto de ebulicdo do analito. Como esta temperatura é de 178 °C para a cafeina,
utilizou-se a temperatura de 250 °C para o sistema de injecdo. A resolucdo dos Cromatogramas nao
teve resultados significativos para temperaturas mais elevadas. A temperatura da fonte idnica e da
interface foram configuradas para o valor igual a do injetor, evitando problemas de condensacgdo que

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

3.4 MODO DE AQUISICAO DO DETECTOR

O espectrometro de massa geralmente é ajustado para realizar uma varredura dos ions
fragmentos em intervalo pré-especificado de raz8o m/z. Essa varredura em unidades de massa
atdbmica pode ser ampla, como na analise FullScan, ou pode ser especifica, como no monitoramento
de ions (Modo SIR) empregado neste trabalho. O espectro SIR é um grafico que detecta somente
compostos com a massa selecionada e, portanto, apresenta maior capacidade de deteccdo. A Figura

1 mostra os espectrogramas de massa experimentais do analito (cafeina) e padréo interno (acetanilida)
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com seus ions e m/z caracteristicos, obtidos pelo modo Full Scan. Através deste foram escolhidos os

ions base (m/z 93 e 194) para o parametro de aquisicao SIR das andlises posteriores.

Figura 1. Espectrograma obtido para a cafeina e acetanilida (PI) no modo FullScan de aquisi¢do. O ion base para a cafeina € o ion

fragmento de m/z 109 e para a acetanilidade, ion molecular de m/z 135.
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Os espectros estabelecidos para a cafeina e acetanilida foram comparados com dados de

referéncia da biblioteca mantida pelo Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST)

disponibilizada pelo proprio software do equipamento. E interessante notar que o ion de maior

abundancia para a cafeina € o proprio ion molecular, enquanto que para o Pl, é o ion fragmento.
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3.5 LINEARIDADE, SELETIVIDADE E SENSIBILIDADE

Nenhum interferente proveniente da amostra de urina foi observado pela coeluigdo no mesmo
tempo de retencdo da cafeina e padréo interno, demonstrando a seletividade do método.
A quantificacdo foi realizada através do método de padronizacéo interna devido esse corrigir 0s erros
provenientes da injecdo manual. Um P1 adequado ao método foi a acetanilida, por possuir semelhanca
de fragmentacdo com o analito submetido a investigacdo. Ressalta-se que, embora o padrdo apresente
dois picos no cromatograma, se devem a degradacdo do Pl em acetato e anilina. No entanto, ndo
ocorre a interferéncia desse processo no método uma vez que a area de ambos foi somada e usada
para o célculo.

A linearidade, determinada através da curva analitica pelo método dos minimos quadrados a
partir dos dados experimentais para a curva, apresentou coeficiente de correlacdo (r) de 0,9970 e
coeficiente de determinacdo (r?) de 0,9940, com uma equacao de reta representada pela equacao y =
0,413x — 0,0261. Com os dados brutos, verificou-se a presenca de outliers pelo teste de Huber e os
resultados demonstraram preciséo e exatidao de 0,64 e 0,50 % para o limite inferior de quantificagéo
e valores de precisdo e exatiddo menor ou igual a 10,5 e entre -5,57 e 3,56 % para 0s outros niveis.
Os dados estdo de acordo com os requisitos. Os limites de deteccdo e inferior de quantificacéo,

determinado através da curva analitica, foram 3,31 £ 0,33 ¢ 5,0 pg/mL.

3.6 AMOSTRAS REAIS

Apbs otimizacdo do método GC-MS, 06 (seis) amostras obtidas de voluntarios, sendo 01 (um)
negativa e 05 positivas, foram avaliadas pelo método de extracdo citado na se¢do 2.5. O
cromatograma para a amostra negativa (branco) e amostra zero (branco + PI) estdo representadas na
Figura 2. A partir deste é possivel observar a seletividade do método pela ndo aparecimento de

nenhum componente exdgeno da matriz.
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Figura 2. Cromatogramas da amostra branco e zero (branco + PI). Nao se observa interferéncia de componentes da matriz
biologica.
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A Figura 3, por sua vez, demonstra o perfil cromatografico das amostras de urina positivas
para o analito. A identificacdo foi confirmada pelo tempo de retencédo e pelos ions monitorados. As
amostras coletadas dos voluntérios foram selecionadas a partir de pessoas que relataram uso constante
ou possibilidade de ingerir a bebida contendo cafeina antes de nove horas da coleta.

Das cinco amostras de urina (Tabela 1), uma néo foi possivel detectar o analito e outras trés
apresentaram valores de concentracdo abaixo do limite de deteccdo. Apenas a primeira amostra do
voluntario permitiu, a nivel de 5% de significancia, confirmar as quantidades detectadas. Segundo
Sawynok e Yaksh %, a cafeina na urina é totalmente eliminada na urina em até 9,0 horas, € a
concentracdo da mesma é de apenas 5,0% na matriz. Ademais, essa diferenca entre as amostras se
deve ao metabolismo de cada voluntario que pode diferir significativamente na velocidade de

degradacéo do analito.

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

Valor detectado Tempo da coleta apds ) _
Amostra ) _ Bebida consumida
(ng/mL) ingestdo da bebida (h)
Al <LD (0,71) 7 Energético
A3-1 3,86 4 Energético/Café
A3-2 < LD (0,23) 9 Energético/Café
A4 N.D. 3 Energético
A5’ <LD (1,31) 5 Café

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 46549-46559, jul. 2020. ISSN 2525-8761



Jrazilian Journal of Development

Figura 3. Perfil representativo dos cromatogramas GC-MS para amostras reais de urina.
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4 CONCLUSAO

O emprego da técnica de extracdo liquido-liquido assistida por salting out acoplada a
metodologia GC-MS para extracdo e determinacdo de cafeina mostrou-se adequada. Apear dos
limites de deteccdo apresentarem valores razoavelmente altos, a proposta foi aplicada com sucesso

nas amostras reais de urina obtidas de voluntarios em curto tempo de corrida cromatografica (8 min).

REFERENCIAS

! patay, E. B.; Fritea, L.; Antonescu, A.; Antonescu, A.; Dobjanschi, L. Em The Questiono f Caffeine;
Latosinska, J. N.; Latosinska, M., eds.; IntechOpen: London, 2017, cap. 2. [CrossRef]

2 Institute of Medicine (US) Comittee on Military Nutrition Research. Caffeine for the Sustainment
of Mental Task Performance: Formulations for Military Operations. National Academies Press:
Washinton (DC), 2001. [CrossRef] [PubMed]

3 Cappelletti, S.; Daria, P.; Sani, G.; Aromatario, M. Caffeine: Cognitive and Physical Performance
Enhancer or Psychoactive Drug? Current Neuropharmacology 2015, 13, 71. [CrossRef] [PubMed]

4 Nehlig, A. Effects of coffee/caffeine on brain health and disease: What should | tell my patientes?
Practical Neurology 2015, 16, 89. [CrossRef]

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 46549-46559, jul. 2020. ISSN 2525-8761


http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.68149
https://doi.org/10.17226/10219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK223802/
https://doi.org/10.2174/1570159X13666141210215655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4462044/
http://dx.doi.org/10.1136/practneurol-2015-001162

JRrazilian Journal of Development

Ferré, S. Caffeine and Substance Use Disorders. Journal of Caffeine Research 2013, 3, 57. [CrossRef]
[PubMed]

® Ferré, S. Role of the central ascending neurotransmitter systems in the psychostimulant effects of
caffeine. Journal of Alzheimer’s Disease 2010, 20, S35. [CrossRef] [PubMed]

6 Aguilar-Navarro, M.; Mufioz, G.; Salinero, J. J.; Mufioz-Guerra, J.; Fernandez-Alvarez, M.; Plata,
M. M.; Del Coso, J. Urine Caffeine Concentration in Doping Control Samples from 2004 to 2015.
Nutrients 2019, 11, 286. [CrossRef] [PubMed]

"Willson, C. The clinical toxicology of caffeine: A review and case study. Toxicology Reports 2018,
5, 1140. [CrossRef] [PubMed]

8 Temple, J. L.; Bernard, C.; Lipshultz, S. T.; Czachor, J. D.; Westphal, J. A.; Mestre, M. A. The
Safety of Ingested Caffeine: A Comprehensive Review. Frontiers in Psychiatry 2017, 8, 80.
[CrossRef] [PubMed]

® Maldaner, A. O.; Botelho, E. D. Em Fundamentos de Quimica Forense: Uma analise préatica da
quimica que soluciona crimes; Bruni, A. T.; Velho, J. A.; Oliveira, M. F., eds;
Millennium:Campinas, 2018, cap. 3.

10 Takayama, M.; Water, B.; Hara, K.; Kashwagi, M.; Matsusue, A.; Ikematsu, N.; Kubo, S. I. An
autopsy case of caffeine intoxication related by energy drink. Japanese Journal of Alcohol Studies &
Drug 2016, 51, 228. [PubMed]

1 Lizot, L. F.; da Silva, L. L.; Spaniol, B. S.; Antunes, M. V.; Linden, R.; Lanaro, R. Determinagio
rapida de farmacos basicos em plasma por cromatografia a gas com detector de nitrogénio e fésforo.
Quimica Nova 2012, 35, 1222. [CrossRef]

12 ima, 1. M.; Frota, M. N. O enfoque da metrologia quimica em analises toxicoldgicas na aividade
turfistica: Validacdo de método analitico para determinacdo de cafeina em matrizes biologicas.
Quimica Nova 2007, 30, 1820. [CrossRef]

13 Ponce-Rodriguez, H. D.; Garcia-Robles, A. A.; Senz-Gonzalez, P.; Verdi-Andrés, J.; Campins-
Falco, P. On-line in-tube solid phase microextraction coupled to capillary liquid chromatography-
diode array detection for the analysis of caffeine and its metabolites in small amounts of biological
samples. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2019, 178, 112914 [CrossRef]

14 Grapp, M.; Maurer, H. H.; Desel, H. Systematic forensic toxicological analysis by GC-MS in serum
using automated mass spectral deconvolution and identification system. Drug Testing and Analysis
2015, 8, 816 [CrossRef]

15 Clausen, D. N.; Oliveira, M. F.; Casarin, J.; Sartori, E. R.; Tarley, C. R. T. Desenvolvimento de
Método por CLAE para Quantificagdo de Orfenadrina, Paracetamol e Cafeina em Formulagdes
Farmacéuticas. Revista Virtual de Quimica 2015, 7, 2066. [CrossRef]

16 De Marla, C. A. B.; Moreira, R. F. A. Cafeina: Revisdo sobre Métodos de Analise. Quimica Nova
2007, 30, 99. [CrossRef]

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 46549-46559, jul. 2020. ISSN 2525-8761


https://dx.doi.org/10.1089%2Fjcr.2013.0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3680974/
https://doi.org/10.3233/JAD-2010-1400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20182056
https://dx.doi.org/10.3390%2Fnu11020286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6412495/
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.toxrep.2018.11.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6247400/
https://dx.doi.org/10.3389%2Ffpsyt.2017.00080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5445139/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30480908
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422012000600029
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422007000800006
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.112914
https://doi.org/10.1002/dta.1848
https://doi.org/10.5935/1984-6835.20150122
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422007000100021

JRrazilian Journal of Development

17 Garcia, P. R.; Yonamine, M.; Moreau, R. L. M. Determinacdo de efedrinas em urina por
cromatografia em fase gasosa (CG/DNP) para o controle da dopagem no esporte. Revista Brasileira
de Ciéncias Farmacéuticas 2005, 41, 351. [CrossRef]

18 Brasil, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Resolu¢do — RDC N° 166/17. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, 24 de julho de 2017. Disponivel em:
<http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2721567/RDC_166 2017 COMP.pdf/d5fb92b3-
6c6h-4130-8670-4e3263763401>. Acesso em: 25 outubro 20109.

19 Magalhaes, E. J.; Tese de Doutorado, Universidade Federal de Minas Gerais, 2012. [Link]

20 Majors, R. E. Salting-out liquid-liquid extraction (SALLE). LCGC North America 2009, 27, 526.
[Link]

2L Hyde, A. M.; Zultanski, S. L.; Waldman, J. H.; Zhong, Y-L.; Shevlin, M.; Peng, F.General
Principles and Strategies for Salting-Out Informed by the Hofmeister Series. Organic Process
Research & Development 2017, 21, 1355. [CrossRef]

22 galis, A.; Ninham, B. W. Models and mechanisms of Hofmeister effects in electrolyte solutions,
and colloid and protein systems revisited. Chemical Society Reviews 2014, 43 (21), 7358. [CrossRef]
[PubMed]

23 Chaplin, M. Hofmeister Series. Disponivel em:
<http://www1.Isbu.ac.uk/water/hofmeister_series.html>. Acesso em: 30 outubro 2019.

24 Alshishani, A. A.; Saad, B.; Semail, N. F.; Salhimi, S. M.; Talib, M. K. M. Salting-out assisted
liquid-liquid extraction method coupled to gas chromatography for the simultaneous determination
of thujones and pulegone in beverages. International Journal of Food Properties 2017, 20, S2776.
[CrossRef]

25 Sawynok, J.; Yaksh, T. L.; Caffeine as na analgesic adjuvant: Review of Pharmacology and
Mechanisms of Action. Pharmacological Reviews 1993, 45, 43. [PubMed]

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 46549-46559, jul. 2020. ISSN 2525-8761


http://dx.doi.org/10.1590/S1516-93322005000300008
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2721567/RDC_166_2017_COMP.pdf/d5fb92b3-6c6b-4130-8670-4e3263763401
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2721567/RDC_166_2017_COMP.pdf/d5fb92b3-6c6b-4130-8670-4e3263763401
https://repositorio.ufmg.br/handle/1843/SFSA-8YAUX3
http://www.chromatographyonline.com/salting-out-liquid-liquid-extraction-salle?id=&pageID=1&sk=&date=
https://doi.org/10.1021/acs.oprd.7b00197
https://doi.org/10.1039/c4cs00144c
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25099516
http://www1.lsbu.ac.uk/water/hofmeister_series.html
https://doi.org/10.1080/10942912.2017.1373665
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8475169

