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RESUMO

A cafeinaé consideradaum poluente emergente encontrado em matrizes aquosas em
nivel de traco (ng-.L-*e ygL 1), sendo considerado umindicador de poluigcéo antrépica
devido a sua constante presenca nadieta humana, bem como baixa volatidade e alta
solubilidade em agua. A quantificacdo e deteccdo em matrizes aquosas séo obtidas
por meio de equipamentos de alta sensibilidade como os cromatégrafos liquidos de
alta eficiéncia (LC). Entretanto, é fundamental que haja a pré-concentracdo da
amostra com técnicas como a extracdo em fase sélida (SPE). Existem cartuchos para
SPE com recheio adsortivo de silica funcionalizada com ligantes organicos como octil
ou fenil, que possuem elevado valor comercial e normalmente sédo utilizados uma
Unica vez. Nesse sentido, os residuos agroindustriais surgem como materiais
alternativos para a obtencdo de adsorventes devido sua alta disponibilidade e
potencial adsortivo. Portanto, esse trabalho propde avaliar a eficiénciade recuperacéao
de cafeina para um cartucho de SPE utilizando como recheio um biossorvente. Para
tal, sob agédo de vacuo, os cartuchos (10 mL) foram condicionados com 3 mL de
metanol com 3% de acido acético (v/v), 3 mL de acetona com 3% acido acético (v/v)
e 3 mL de agua com 5% de metanol (v/v). Apds isso, uma solugéo padrao de 10 pg-L
1 de cafeinae uma amostra de agua de superficie 4 ug-L-! percolaram os cartuchos
separadamente. Em seguida, foram pipetados 3 mL de metanol com 3% (v/v) seguido
de 3 mL de acetona com 3% acido acético (v/v). O eluido foi coletado e armazenado
em geladeira. O extrato foi reconstituido com agua/acetonitrila (95:5) até um volume
finalde 1 mL analisado por meio de LC-MS. A capacidade de adsorcéo obtida foi de
40,66 mg.g! e a isoterma pode ser classificadatipo L4 de Giles. As analises fisico-
qguimicos realizadas nas amostras do Arroio Diluvio, como pH, turbidez e oxigénio
dissolvido indicaram a classificagao Classe | conforme a Resolugdo CONAMA n° 357.
Entretanto, sdo necessarias analises complementares para classificacao correta. Os
cartuchos biossorventes apresentaram eficiéncia ou recuperacdo de cafeina
aproximadamente 38% a partir da amostra padrdo de cafeina. Para amostra, o
biossorvente teve recuperagcao superior a 41% em relacdo ao cartucho comercial.
Apesar de maior eficiéncia, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
cartuchos. Estudos futuros podem verificar a aplicacdo em escala industrial e o
desempenho em diferentes pHs e temperaturas de adsorcao.

Palavras-chave: extracdo em fase solida; biossorvente; residuo de malte; cafeina,

matrizes aquosas.



ABSTRACT
Caffeineisconsideredan emerging pollutantfoundin agueous matrices attrace levels
(ng-L™"* and ug-L™). It serves as an indicator of anthropogenic pollution due to its
constant presence in the human diet, low volatility, and high water solubility.
Quantification and detection in aqueous matrices are achievedthrough high-sensitivity
equipment such as high-performance liquid chromatographs (LC). However, sample
pre-concentration using techniques like solid-phase extraction (SPE) is essential. SPE
cartridges with adsorptive fillings made of silica functionalized with organic ligands
such as octyl or phenyl are commercially valuable and typically used only once. In this
context, agro-industrial residues emerge as alternative materials for obtaining
adsorbents due to their high availability and adsorptive potential. Thus, this study
proposes evaluating the recovery efficiency of caffeine usingan SPE cartridge filled
with a biosorbent. Undervacuum, the cartridges (10 mL) were conditionedwith 3 mL

of methanol with 3% acetic acid (v/v), 3 mL of acetone with 3% acetic acid (v/v), and 3
mL of water with 5% methanol (v/v). Subsequently, a standard solution of 10 ug-L™*

caffeine and a surface water sample of 4 ug-L™* were passed through the cartridges
separately. Next, 3 mL of methanol with 3% acetic acid (v/v) followed by 3 mL of
acetone with 3% acetic acid (v/v) were pipetted. The eluate was collected and stored
under refrigeration. The extract was reconstituted with water/acetonitrile (95:5) to a
final volume of 1 mL and submitted for LC-MS analysis. The adsorption capacity
obtained was 40.66 mg-g~%, and the isotherm could be classified as type L4 according
to Giles' classification. Physicochemical analyses of samples from Arroio Dillvio, such
as pH, turbidity, and dissolved oxygen, indicated a Class | classification according to
CONAMA Resolution No. 357. However, additional analyses are necessary for proper
classification. The biosorbent cartridges demonstrated a caffeine recovery efficiency
of approximately 38% from the standard caffeine solution. For the surface water
sample, the biosorbent achieved a recovery efficiency over 41% compared to the
commercial cartridge. Despite the higher efficiency, there was no significant difference
(p > 0.05) between the cartridges. Future studies may explore industrial-scale

applications and performance under different adsorption pH levels and temperatures.

Keywords: Solid-phase extraction, biosorbent, malt residue, caffeine, aqueous

matrices.
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1. INTRODUCAO

A cafeina pode ser classificada como um contaminante emergente, visto que é
detectada em niveis de traco (ngL! e ygLl) em diversas matrizes aquosas, tais
como: efluentes, afluentes e maritimas. Trata-se de uma das mais representativas
substancias farmaceuticamente ativas dentro da classe dos poluentes emergentes
devido seu alto consumo global em diversos produtos, como: bebidas energéticas e
farmacos antigripais (Lara, 2015; Revelle et al., 2012; Maria; Moreira, 2006).

Embora a cafeina em niveis de traco néo ofereca risco consideravel a saude
de seres humanos, ela serve como um importante indicador de poluicéo antrépica;
ressalta-se, no entanto, que seres aquaticos podem sofrer danos neurotéxicos mesmo
em baixas concentracdes (Vieira, Soares e Freitas, 2022; Anastopoulos et al., 2020;
Bouhcain, 2022). Sendo assim, algumas relevantes caracteristicas dessa molécula
preconizam-na a essa categoria como, por exemplo: baixa volatilidade e alta
solubilidade em agua (15 mgmL1) (Alhassen, Dyer ;Thompson, 2023.; Li, Helm e
Metcalfe, 2009; Cantwell, 2016). Em outros termos, infere-se que a presenca de
cafeina em matrizes aquosas indica a existéncia de outros poluentes emergentes
conexos a dieta humana, tais como: antibiéticos, diuréticos e drogas psicoativas
(Mondal et al., 2018).

Desta forma, a deteccédo de cafeina é de suma importancia para apontar a
possivel incidéncia de outros poluentes emergentes nas matrizes aquosas. Por
exemplo, a utilizagdo de uma técnica de quantificacdo como a espectrometria UV-Vis
néao seria tdo adequada uma vez que outras substancias podem absorver no mesmo
comprimento de onda da cafeina (273 nm) acarretando em medidas incorretas
(Bachmann, 2022).

Desta forma, faz-se necessario recorrer a técnicas de maior seletividade como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC). Entretanto, nestes casos, é
indispensavel a utilizacao de técnicas para a preparacdo da amostra a fim de a pré
concentra-la devido a baixa concentracdo de analito (cafeina). Nesse sentido, a
extracdo em fase sélida (SPE) € um dos métodos mais utilizados atualmente para
concentrar amostras a nivel de traco, removendo também os interferentes por mérito
da eluicéo por solventes (Poole; Poole, 2012).

Comercialmente, a SPE utiliza-se de cartuchos em corpo cilindrico de
polipropileno (PP), sendo os recheios adsortivos comuns constituidos por silica

ligados a grupos organicos como octadecil, octil e fenil (Badawy, 2022). Esses
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cartuchos sao caros e normalmente séo utilizados uma unicavez. Nesse contexto, é
imperativo a busca por materiais alternativos e mais sustentaveis para os recheios
(biossorventes). Esses podem ser obtidos por meio de técnicas simples e de baixo
custo com insumos agroindustriais,umavez que sao produzidosem grandesvolumes,
apresentam facil processamento e potencial adsortivo (Sousa, 2018).

Nesse sentido, o residuo de malte mostra potencial para ser utilizado como
recheio em cartuchos de extracdo, uma vez que possui sitios ativos compativeis para
remocado de cafeina (Bachmann et al., 2023). Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo avaliar a eficiéncia de recuperacédo de cafeina para um cartucho de SPE

utilizando como recheio um biossorvente obtido a partir de residuo de malte.

2. Objetivos
Portanto, esse trabalho propde avaliar a eficiéncia de recuperacao de cafeina
para um cartucho de SPE utilizando como recheio um biossorventes obtido a partir do
residuo de malte.
Além disso, os objetivos especificos deste trabalho séo:
(@) Obter um biossorvente proveniente de residuo de malte para utilizar como
recheio do cartucho;
(b) Determinar a capacidade maxima de adsorcdo do biossorvente;
(c) Comparar a eficiéncia do cartucho com recheio de biossorventes com um

cartucho comercial.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo ser4 apresentado um panorama da cafeina como substancia
quimica, indicador e poluente emergente. Além disso, serdo debatidas as principais
técnicas para deteccdo de cafeina, bem como a extracdo em fase sélida e as

caracteristicas principais do biossorvente oriundo de residuo de malte.

3.1 A cafeina como poluente emergente e indicador

A cafeina € uma base organica cristalina da familia das purinas que pode ser
classificada como um alcaloide com massa molecular de 194 g.mol-! conforme a
Figura 1 (Edwards; Kulikov; Neale, 2015; Revelle et al., 2012).

Figura 1 - Formula estrutural da cafeina (1,3,7-trimetilxantina).

xON/
N
ﬁf>

0|-|~1N

Fonte: Adaptado de Burdan (2015).

Ela é amplamente utilizada como aditivo alimentar podendo ser utilizada em
bebidas energéticas, refrigerantes, balas e chocolates (Cappeletti, 2015; Nehlig,
2018). Ademais, devido a sua de capacidade de causar melhora de humor e estado
fisico, ela pode ser utilizada como aditivo em farmacos (Lara, 2015; Revelle et al.,
2012; Maria; Moreira, 2006). Naturalmente, ela € encontrada em mais de 60 tipos de
plantas, tais como: chas, erva-mate (llex paraguariensis), sementes de guarana
(Paullinia cupana), cacau e noz-de-cola (Burdan, 2015; Revelle et al., 2012).

Devido ao seu continuo consumo na dieta humana, a cafeina € um excelente
indicador de poluicao antropica, sobretudo, de compostos farmaceuticamente ativos
(Li, etal.2018; Dafouz,2018). Em outras palavras, a presencade cafeinaem matrizes
aguosas infere a presenca de outras substancias biologicamente ativas inclusive com

maior potencial téxico. Além disso, algumas outras caracteristicas promovem a
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cafeina como importante marcador de poluicédo antropica como, alta solubilidade em
agua (15 mg-mL-1), baixo coeficiente octanol-agua (log kow= -0,07) e baixa volatilidade
(Alhassen, Dyer ;Thompson, 2023.; Li, Helm e Metcalfe, 2009; Cantwell, 2016).

De acordo com a Anvisa (2018), a dose limite segura de cafeina é de 400 mg:
dia-! para adultos saudaveis. Sendo assim, deduz-se que a cafeina como poluente
emergente para seres humanos tem baixo potencial toxico, contudo para seres
aguaticos a toxicidade pode ser elevada mesmo a nivel de traco. Estudosindicamque
a cafeina pode causar nos seres aquaticos: efeitos neurotoxicos, danos a saude
celular, estresse oxidativo, bem como alteracéo nos processos de reproducao (Vieira,
Soares e Freitas, 2022; Anastopoulos et al., 2020; Bouhcain, 2022).

Ainda, diversos estudos tém mostrado a presenca da cafeina em ambientes
marinhos e costeiros, 0 que aumenta a preocupacao em relacdo a vida selvagem
desses locais (Vieira, 2022). E importante ressaltar que a contaminacao da cafeina é
global uma vez que ja foi detectada em todos os continentes sejam em diferentes
etapas do ciclo da agua como esgotos domésticos, aguas tratadas (potavel), lagos,
aguas subterraneas e agua da chuva (Li et al., 2019). A presenca de cafeina em
matrizes aquosas ocorre devido ao lan¢camento de esgoto néo tratado e a eficiéncia
limitada (Li et al. 2019; Zhu; Cheng; Li, 2013 e Li et al., 2020).

Apesar dos possiveis efeitos toxicos em seres aquaticos e indicagdo de outros
poluentes mais perigosos, a Organizacdo Mundial da Saude, em sua publicacdo
“Diretrizes para Qualidade da Agua Potavel” de 2017, ainda n&o definiu os limites
maximos de deteccdo de cafeina. No Brasil, a legislacdo atualmente em vigor, isto €,
a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, também n&o contempla limites para
cafeina e outros poluentes emergentes. Em contraste com as regulamentacfes
citadas, a Australiafoipioneiraem definirum limite de detec¢édo de 350 ng-L-em suas
diretrizes para potabilidade da agua (Diretrizes Australianas para Reciclagem de
Agua, 2022). Vale ressaltar que no norte da Australia (Darwin Harbour) foi detectada
a maior concentragdo de cafeina em dguas maritimas, isto é, 11 ug'L~* (Dafouz et al.,
2018).

O surgimento de novos requisitos legais associado aos riscos ambientais
decorrentes da presenca da cafeina em ambientes aquaticos, tem impulsionado o
avanco de métodos de determinacao analitica. A deteccdo dos poluentes emergentes
em geral requer métodos analiticos muito sensiveis e seletivos para a deteccéo a nivel
de traco, como: LC-MS (Montagner et al., 2008, Martin-Pozo et al., 2019).
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Comumente, as amostras ambientais incluem diversos interferentes em
concentragcfes até mais altas que o analito de interesse (Montagner et al., 2008). Ou
seja, a etapa de pré-concentracdo da amostra facilitar sua deteccéo e quantificacéo.
Sendo assim, a SPE é uma das principais técnicas para esse fim devido a sua
simplicidade, em relacdo a extracao liquido-liquido (LLE) e microextracdo em fase
sélida (SPME).

3.2 Técnicas instrumentais para deteccao de cafeina

Uma técnica bastante utilizada devido a sua simplicidade e disponibilidade é a
espectrometria de absorcdo molecular UV-Vis (Alves et al., 2010). Sendo uma técnica
em que os ions ou moléculas absorvem fotons no comprimento de absorcao
especifico, sendo excitados para niveis mais energéticos. Sendo assim, a quantidade
de analito é proporcional & quantidade de radiacdo eletromagnética absorvida
(Gomes, 2018).

E indicada para pequenas moléculas organicas e inorganicas, e de baixo custo
operacional, entretanto, como qualquer técnica possui algumas imitacbes. Em
condicdes a nivel de traco, € necessario utilizar cubetas com maior caminho optico
gue demandam maior quantidade de amostra (Galo; Colombo, 2009). Além disso, em
amostras de Aagua reais, outras substadncias podem absorver luz no mesmo
comprimento de onda da cafeina e interferir na quantificacdo dela (Bachmann, 2022).

Assim, como citado anteriormente, para a identificacdo de poluentes
emergentes, como é o caso da cafeina, pode ser necessario recorrer a técnicas
analiticas de alta seletividade, eficiéncia e baixos limites de deteccdo como as
técnicas cromatograficas (Simomukay et al., 2022). A LC é a técnica instrumental de
separacao mais utilizadadevido seletividade e aplicabilidade adiversos componentes
organicos (Skoog; Holer; Nieman, 2002). Basicamente, 0 equipamento € composto
pela(s) bomba(s), injetor, coluna(s), detector e dispositivo de tratamento de dados
(Lundanes, Reubsaet; Greibrokk, 2014).

Diversos tipos de detectores podem ser utilizados (Lundanes, Reubsaet,
Greibrokk, 2014). Vale ressaltar que o detector desempenhaum papel crucial para a
LC j& que monitora o fluxo da fase mével em algum ponto da coluna (Vogel, 2017).
Os principais detectores sao: ultravioleta (UV) e/ou luz visivel (UV-VIS), detector de

arranjo de diodo (DAD) e detector por Espectroscopia de Massa (MS).
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A LC com deteccao ultravioleta (UV) e/ou luz visivel (UV-VIS) consiste em uma
emissdo luminosa que se dispersa em diferentes tipos de comprimento de onda por
meio de um monocromador (Lundanes, Reubsaet; Greibrokk, 2014). Ou seja, somente

comprimentos de onda selecionados perpassam pela amostra conforme a Figura 2.
Figura 2 — Sistematica do detector UV ou UV-Vis.
i SENSOR DE
LUZ
CELULA DA
AMOSTRA

FENDA

MONOCROMADOR
LAMPADA

Fonte: Adaptado de (Lundanes, Reubsaet; Greibrokk, 2014).

O mecanismo de funcionamento do detector UV e UV-Vis € muito similar, no
entanto alguns detectores tém limitagbes apenas para UV o que compreende 0s
comprimentos de 190 a 400 nm (Skoog; Holer; Nieman, 2002). Essa técnica tem
seletividade por substancias croméforas como compostos aromaticos, alcenos e
fenolicos com limite de detecgdo de 0,1 a 1,0 ng-L-1(Lundanes, Reubsaet; Greibrokk,
2014).

Por outro lado, a técnica de LC com detector de arranjo de diodo consiste na
passagem de uma luz branca pela amostra que é espalhada em diferentes
comprimentos de onda por uma grade holograficasendo medida no plano focal por

diversos fotodiodos conforme a Figura 3 (Lundanes, Reubsaet; Greibrokk, 2014).
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Figura 3 — Sistematica do detector UV ou UV-Vis.
ARRANJO DE DIODO

FEIXE ___ S~ LAMPADA DE
DISPERSO ) DEUTPERIO
LENTES
ACROMATICAS

AMOSTRA
GRADE HOLOGRAFICA

Fonte: Adaptado de (Lundanes, Reubsaet e Greibrokk, 2014).

Além disso, a amostra pode ser quantificada ja que um gréfico tridimensional
pode ser plotado com a absorbanciacomo fun¢éo do comprimento de onda e tempo
como naFigura 4 (Skoog, Holer; Nieman, 2002). A luz branca pode ser obtida a partir
de uma lampada de deutério ou tungsténio, sendo que a primeira pode ser a partir de
190 nm até o espectro visivel (400 — 700 nm) e a segunda em comprimentos de onda
até 950 nm (Lundanes, Reubsaet e Greibrokk, 2014).

Figura 4 — Cromatograma da separacao de trés guanilhidrazonas por HPLC
acoplado com DAD.

304n
B
280 nm
AU ~
!

Time/min.

Fonte: Brito et al., 2017.
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A LC também pode trabalhar com a deteccdo por espectroscopia de massa
gue pode ser utilizada desde que a substancia eminteresse seja transferida para fase
gasosa e ionizada (Lundanes, Reubsaet e Greibrokk, 2014). Sendo assim, a
separacdo dos ions ocorre devido a razdo massa/carga, logo é possivel detectar e
quantificar substancias a nivel de tracos, principalmente em matrizes bioldgicas
(Segalin, 2015). Dessa forma, o Quadro 1, traz algumas vantagens e desvantagens
sobre as técnicas comentadas.

Conforme vislumbrado, os poluentes emergentes dependem de técnicas com
alta seletividade. As técnicas que utilizam como analito substancias cromoéforas
podem ter sua sensibilidade significativamente afetada pela escolha do solvente
devido a absorcao eletromagnética principalmente em baixos comprimentos de onda
(Swartz, 2012).

Além disso, a espectrometria de massa depende de um detector por impacto
de ions. Esse detector necessita desse impacto para que seja gerado o sinal elétrico.
Como esse detector em si ndo é seletivo, o ion que chega deve ser previamente
separado em um separador de massas, tais como quadrupolo, tempo de voo,
octapolo, etc. Entdo, a resolucdo desses equipamentos depende muito desses
separadores. Por isso, um HPLC-MS com TOF (Quadro 1), por exemplo, é
considerado de alta resolucéo, pois ele conta com dois separadores de massa em
série, o quadrupoloeo TOF. Para este trabalho, foi utilizadaa técnicade LC-MS, uma
vez que atende aos requisitos exigidos propostos para o trabalho por se tratar de um

detector universal com altas resolucdes.
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Quadro 1 — Comparacéo entre detectores de LC.

Nome da técnica

Sigla

Vantagens

Desvantagens

Cromatografia liquida
de alta eficiéncia por
deteccéo de luz

ultravioleta e visivel

LC-UV/Vis

Técnica de baixo
custo, versétil e
robusta para
compostos
cromoforos.
(BACHHAYV, 2023).

As interferéncias
presentes no solvente
ou matriz podem
absorver luz no
comprimento de onda
do analito
prejudicando a
detecgdo (SUPELCO,
2021).

Cromatografia liquida

de alta eficiéncia com

deteccgdo por arranjo
de diodo

LC-DAD

Registro da
absorbancia de vérios
comprimentos de onda
simultaneamente com

minima perda de

sensibilidade em
compostos cromoforos

(SKOOG, 2002).

Relativamente mais
caro que a LC —
UV/Vis.

Cromatografia liquida
de alta eficiéncia por
espectrometria de

massas

LC-MS

Além de ser um
detector universal,
apresenta alta
robustez,
automatizagéo e
performance (ALl
2023).

Quando operado em
altas resolucdes se
perde sensibilidade.
Além disso, possui
elevado custo de
manutengéo e
operagado (LANCAS,
2013).

Cromatografia liquida
de alta eficiéncia por
espectrometria de
massas por andlise de

VOO

LC-MS-qTOF

A obtencédo dos
espectros ndo se
baseia em fendas ou
varreduras de campos
elétricos ou
magnéticos, isto é, ha
maior rapidez na
obtencéo do espectro
(CARDOSO, PONTES
e de SOUZA, 2001).

Baixa resolucéo e
precisdo para massas
acima de 500.000 Da.

Ademais, exige
eletrbnica altamente
sofisticada (LANCAS,
2013).

Fonte: Elaborado pelo autor.



19

3.2.1 Preparo da amostra

Embora as técnicas instrumentais atuais sejam altamente sofisticadas, o
preparo € uma etapa crucial para a realizacdo das analises cromatograficas (Hiram;
Iris, 2019). Uma matriz ambiental pode conter diversos interferentes que prejudicam a
identificacdo e quantificacdo da espécie alvo (Hiram; Iris, 2019; Borges; Pereira;
Mano, 2018). No caso do metanol, solvente utilizado para eluicdo da cafeina, a
absorcéo se dd em 260 nm, isto €, proxima a da cafeinade 275 nm (Bitencourtet al.,
2012).

Dessa forma, a preparacdo da amostra geralmente visa a concentrar 0s
analitos diminuindo interferéncias (Hiram e Iris, 2019). Como citado anteriormente, a
cafeina esta presente a nivel de traco, portanto é necessaria uma etapa de
concentracdo deste analito para remocdo maxima dos interferentes e obtencao de

resultados concisos (Borges, Pereira e Mano, 2018).

3.2.2 Extracdo em fase sdlida (SPE)

A extracdo em fase solida é uma das técnicas mais utilizadas para pre-
concentrar e isolar analitos presentes em fluidos, liquidos ou gases (Poole; Poole,
2012 e Montagner et al.,, 2008). O material adsorvido tem mais afinidade pelo
adsorvente (fase solida) que pela fase mével (Vogel; Hiram, 2010).

Entretanto, a SPE apresenta uma importante vantagem em relacdo a ELL ja
gue utilizavolumes menores de solventes (Montagner et al., 2008). Além disso, é uma
técnica de facil automacéo e com diversidade de adsorventes disponiveis (ASHRA et
al., 2024). Essa técnica foi produzida comercialmente, respectivamente, em 1970 e
1978 em cartuchos descartaveis (Jardim, 2015).

A ideia principal da SPE é concentrar os analitos que podem estar em
quantidades de tracos, isto é, pug.gl e ngg?l, o que permite analisar amostras
farmacéuticas, ambientais e de alimentos (Jardim, 2015) e normalmente é realizada

em algumas etapas conforme a Figura 5.
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Figura 5 — Etapas da SPE.
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Fonte: JARDIM, 2015.

A primeira etapa trata-se do condicionamento ou ativagdo do recheio por meio
de solvente adequado garantindo condicfesfisico-quimicas propicias para a adsorcéo
dos analitos. Em seguida, na etapa de extracdo, a amostra percola o recheio com
pressao positiva ou negativa em vazao fixada; nesta etapa, portanto, os analitos e
algumas interferéncias séao retidos (Vidal et al., 2014; Jardim, 2015).

ApOs isso, 0 recheio é lavado com solvente apropriado para a retirada de
interferentes. Por fim, tem-se a etapa de eluicdo em que os analitos séo recuperados
do recheio com o auxilio de solvente especifico. Esses devem ser armazenados

corretamente para posterior analise (Vidal et al., 2014; Jardim, 2015).

3.2.3 Solventes

O processo de dessorcao pelo solvente é uma das etapas mais relevantes da
SPE, ja que o solvente adequado é capaz de eluir seletivamente os analitos (Raisglid;
Burke, 1999). Além disso, a escolhainadequada do solvente acarreta na inativacao

da fase extratora, bem como a perda da recuperacdo dos analitos (Albuquerque,
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2019). Sendo vital a afinidade entre o analito e o solvente para eluicao eficiente,
conforme o Quadro 2 (Raisglid, 1997).

Quadro 2 — Afinidade do solvente em relagéo a polaridade das moléculas.

Polaridade da molécula Afinidade do solvente
Polar Agua > metanol > hexano
Apolar Hexano > metanol > agua
Interacdo multipla Agua/metanol

Fonte: Adaptado de (RAISGLID e BURKE, 1999).

E importante ressaltar que a cafeina é uma molécula polar, no entanto ela
apresenta solubilidade maior em alguns solventes organicos. Por exemplo, a
solubilidade é treze vezes maior em cloroférmio do que em agua para a cafeinaa 17
°C (Bianchi, 2000). No entanto, esse solvente tem elevada toxicidade gerando
sintomas como nausea, vomito e ictericia, ocasionando comprometimento dos rins e
figado se inalado cronicamente (CETESB, 2012). Por isso, comumente, sdo utilizados

solventes como metanol, acetona e acido acético.

3.2.4 Capacidade méxima de adsorcéo

Conforme Jan e Kim (2019), a capacidade de adsorcao refere-se a quantidade
de adsorcdo de um adsorvente, sendo assim é uma métrica de performance do
material. E determinado a partir de isotermas relacionando a concentracgéo inicial do
analito com a quantidade adsorvida por grama de adsorvente (mg-g).

Para sistemas aquosos, conforme a classificacao de Giles et al. (1960), existem
quatro classes e subclasses, curvastipo S (Sigmoidal) (i), L (tipo Langmuir) (ii), H (alta

afinidade) (iii) e C (particdo constante) (iv) conforme a Figura 6.
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Figura 6 — Classes e subclasses conforme Giles et al. (1974).
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Fonte: Adaptado de Giles e Smith, 1974.

Conforme Giles etal. (1960), a curvatipo S ocorre napratica quandoamolécula
do soluto é monofuncional (cadeia carbénica > 5C) e tem moderada interacdo
intermolecular fazendo com que ele se acumule em disposicéo vertical na camada
adsorvida. O tipo L apresenta um comportamento no qual os sitios ativos do
adsorvente preenchidos e a medida em que isso ocorre a capacidade de adsor¢ao
diminui até atingir um plato.

A curva do tipo H é um caso especial da curva tipo L em que o soluto esta tdo
diluido e tem tanta afinidade com o adsorvente que é completamento adsorvido sem
guantidade mensuravelrestante. As curvas linearesdo tipo C sdo dadas pela particdo
do soluto entre a solucao e o substrato até que se atinja a maxima adsor¢ao possivel
podendo atingir uma posi¢ao horizontal de plato.

Além disso, conforme Bachmann (2022), o subgrupo 2 indica a saturacéo da
superficie na qual o adsorvato tem mais afinidade pelo solvente do que pelas
moléculas adsorvidas, subgrupo trés representa ponto de inflexdo. Ainda, o subgrupo

quatro indica a formacao de camadas multiplas de adsorvato adsorvido.
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3.3 Materiais e design de cartuchos comerciais

A maioria dos cartuchos utilizados atualmente sdo descartaveis apresentando
configuracdode seringa ou disco com volumes variaveis conforme a Figura 7 (Jardim,
2015; Badawy, 2022).

Figura 7 — Representagao de um cartucho em formato de seringa.

C—1

Filtro —
Fase sdlida —
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Fonte: Jardim, 2015.

O recheio (fase sodlida) € constituido por material adsorvente que necessita ter
afinidade com o analito, porisso existem varios exemplos de adsorventes no mercado,
sendo 0s mais comuns grupos organicos ligados a silica, tais como: octadecil (C18),
octil (C8), etil (C2) fenil (R-CsHs) e amino (-NH2) (Sousa, 2018). Dessa forma, a Figura

8 elucida alguns grupos de silica.

Figura 8 — Grupo organico (C18) ligados a estrutura de silica.
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Fonte: Nagy e Vékey (2008).

A fase solida (recheio adsorvente) € usualmente suportada por dois filtros.
Geralmente, a estruturada seringa € composta de polipropilenode alta densidade. Os
filtros podem ser de polipropileno e aco inoxidavel para particulas de 40 a 60 ym e de

politetrafluoroetileno para 20 ym (Jardim, Bawda). Comumente, para cartuchos em
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formato de seringa, o volume varia de 1 a 6 mL com massa de adsorvente de 50 a
500 mg (Jardim, 2015). Entretanto, esses parametros podem variar conforme o

fabricante e a demanda, dessa forma, o Quadro 3 traz alguns modelos comerciais.

Quadro 3 — Modelos comerciais de cartuchos para SPE.

Fabricante Modelo Volume (mL) Fase sélida Modelo principal
Silica b,
ThermoFischer Dionex™ ) . Y
1,3e6 funcionalizada %,
Scientific SolEx™ ) %,
com octadecil. %

Silica

1,3, 6,12 até funcionalizada
Phenomenex Strata 150 com octadecil @S
ou octacil ou "0

fenil.

Silica
funcionalizada

Applied ]
Spe-ed SPE 1,2,3,6e12 com octadecil

Separations )
ou octil ou

dietilamino.

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel verificar que existem diversos recheios para o cartucho, sendo que
esses nao se limitam apenas ao Quadro 2. Os fabricantes acima néo apresentam
cartuchos com recheio biossorvente. Sendo assim, existe uma lacuna a ser explorada
para a utilizagdo de materiais alternativos para o recheio.

Resumidamente, biossorventes sdo materiais granulados de origem vegetal
ou animal com capacidade de sorcdo podendo ser oriundos de residuos
agroindustriais (Vaghetti, 2009). Tratam-se de materiais alternativos com bons

rendimentos, economicamente vidveis e ambientalmente amigaveis uma vez que
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provém de subprodutos como a casca de arroz (Vaghetti, 2009) e de pinhao
(Rangabhashiyam; Selvaraju, 2013).

Estudos tem demonstrado o potencial de biossorventes para remocdo de
cafeina de matrizes aquosas. Em Almeida et al. (2021), houve aremocéo de 60% de
uma solucdo aquosa de cafeina utilizando um biossorvente obtido por meio de
semente de acai. Ja no trabalho de Salam et al. (2023), a cafeina foi removida em
cerca de 63% de uma matriz aguosa com utilizando um adsorvente proveniente da
casca de groselha processada. Portanto, esses resultados indicam o potencial da

utilizacéo de biossorventes para aplicacdo em SPE.

3.3.1 Residuo de malte como biossorvente

O Rio Grande do Sul possui 335 microcervejarias sendo o segundo maior
estado com estabelecimentos registrados por unidades da federa¢do (anuario da
Cerveja, 2023). E importante destacar que o residuo de malte representa cerca de
85% do total de residuos sélidos gerados no processo de producdo de cerveja
estimando-se um total de 2.800.000 de toneladas de residuos no Brasil por ano
(Bachmann, 2023).

Um destino comum para esse residuo € a alimentac&do animal devido ao seu
alto teor de fibras, proteinas e baixovalor agregado (Mello et al., 2013; Tizziani, 2021).
Entretanto, trata-se de umsubproduto que possuicustos envolvidosn o seu transporte;
o que pode se tornarum empecilhonadestinacdo adequada pelasempresas (Tizziani,
2021). Dessa forma, € interessante encontrar novas formas de destino para esse
material.

A composicao do residuo de malte pode variar conforme cultivo e a producao
cervejeira. No entanto, conforme Massardi, Massini e Silva, (2020) pode-se citar que
aproximadamente ele é composto por celulose (15,99%), hemicelulose (29,92%),
lignina (20,80%), proteinas (21,16%), extrativas (8,33%) e cinzas (3,76). Os grupos
funcionais associados ao residuo de malte sdo diversos e essenciais para adsor¢ao
como, por exemplo, aminas, hidréxis, carboxilicos, amidas, -CH2 e C=C (Jagietto et
al., 2022). Alguns estudos demonstram o potencial que o residuo de malte como

biossorvente conforme a Tabela 1.



Tabela 1 - Bagaco de malte como biossorvente.
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Adsorvente

Poluente

Concentragéo

inicial, mg-L!

Quantidade de

adsorvente, mg-L!

Eficiéncia de

remocao, %

Bagaco de malte

Laranja solimax

50 2,8 >95
seco TGL 182%
Bagaco de malte
Pb2* 100 5 91,2
seco
Bagaco de malte  Azul reativo BF-5
350 14 84,4
seco G
Bagaco de malte )
Azul de metileno 50 1 10
seco
0,048 — 2,120
Bagaco de malte . 87 (Fe) e 71
lons de Fe e Mn (Fe) e 0,01 - 0,39 2
lavado e seco (Mn)
(Mn)
Bagaco de malte )
Amarelo reativo 75 6 >90

Seco

Fonte: Traduzido e adaptado de Bachmann e Féris (2021).

E possivel verificar que tanto moléculas organicas e ions metélicos

(inorganicos)sao capazes de serem adsorvidos pelo bagaco de malte. Os fatores que

influenciam a eficacia de adsor¢cdo podem ser diversos, tais como: pH do meio,

natureza e quantidade de adsorvente, temperatura e tempo de contato, o que explica

as eficiéncias de remocéo variarem de 10 a 95% (Abegunde, 2020).
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4, MATERIAIS E METODOS

A obtencao do biossorventes, 0s ensaios de adsorcao e os testes de extracao
em fase solida (SPE) foram realizados nos laboratérios de Engenharia Quimica, de
Materiais, de Caracterizacdo e de Quimica e Meio Ambiente do Instituto Federal de
Educacédo Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS) — Campus Feliz. A
determinacdo da cafeina ap6s SPE foi realizada Central Analitica da UFCSPA
utilizando o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), constituido por um cromatégrafo
liguidomodelo Nexera UFLC e um espectrometro de massas triplo quadrupolo LCMS-
8045 (Shimadzu, Japao).

4.1 Materiais

Os materiais e equipamentos utilizados para o preparo do biossorvente, a
preparagcdo do cartucho e das solugdes para condicionamento e eluicdo estao
presentes nessa secao.

4.1.1 Residuo de malte
O residuo de malte utilizado para a obtencao do biossorvente foi doado pela

microcervejaria Guampa localizada na cidade de Feliz — RS.

4.1.2 Reagentes

Para as solucdes de cafeina, foram utilizadas agua destilada e cafeina (= 99%,
Sigma-Aldrich). Os solventes utilizados para condicionamento e eluicdo eram todos
de grau PA, sendo metanol (Vetec), acetona (Neon) e acido acético (CRQ). Para os
ensaios fisico-quimicos, foram utilizados solucdo de &cido sulfarico (0,02 N) e

alaranjado de metila.

4.2 Equipamentos
Os equipamentos utilizados para a obtenc&o do adsorvente foram:
e Balanca analitica (Shimadzu do Brasil, modelo AY220);
e Agitador de bancada (Lucadema, modelo Luca-222);
e Estufa com circulagéo forcada (Lucadema, modelo Luca-80/60);
e Mufla (Junges, modelo 24010);
e Liquidificador industrial (Vithory, modelo TROO08);
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e Espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular UV-VIS (Nova, modelo 6100UV);

e Peneiras (100 mesh e 30 mesh);

e Cartucho SPE C-18 (Applied Separations, modelo C18/18%);

e Filtros de papel quantitativo (porosidade 2 pm) (Unifil, modelo 504012);

e Bomba de vacuo (Prismatec, modelo 131);

e Microscopio 6tico (Tucsen, modelo ISH1000);

e Medidor de oxigénio dissolvido (Instrutherm, MO-900)

e Condutivimetro (Lucadema, Luca-150);

e pHmetro (Lucadema, Luca-210);

e Turbidimetro (Del Lab, DLJ-TE);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado com espectrometria de
massas (Shimadzu, 8045). (LC-MS).

4.3 Métodos
Nesta secdo, sao apresentados o0s procedimentos para obtencdo do
biossorvente, montagem do cartucho, condicionamento e eluicdo do analito e

reconstituicdo para anélise em LC-MS.

4.3.1 Obtencgé&o do biossorvente

O tratamento para o residuo de malte seguiu conforme a metodologia de
Bachmann (2022). Sendo assim, ele foi lavado em &gua abundante até que o
sobrenadante obtido estivesse clarificado. Apos isso, esse foi seco a 105 °C por 48 h
em estufacom circulacaoforcada. Depois, passou pelo moinho defacas, foi peneirado
e agrupado entre tamanho de particulas de aproximadamente 0,15 mm (100 mesh) e
0,60 mm (30 mesh). Apds, o residuo de malte foi carbonizado em forno muflaa 350
°C por 60 minutos e colocado para resfriar em dessecador por 15 minutos e foi
homogeneizado em pote hermético. Na Figura 9, € possivel verificar o residuo de
malte seco e carbonizado no microscopio o6tico. Vale ressaltar que os parametros de

tempo e temperatura foram determinados através de experimentos prévios.
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Figura 9 — Biossorvente. (a) seco e (b) carbonizado.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Determinacéo da capacidade maxima de adsorcao recheio

Conforme a metodologia de Bachmann (2022), foi utilizado 1 g (um grama) de
adsorvente para cada 100 mL de solucédo de cafeina com concentracdes variando
entre 0 e 800 mg-L-%, em temperatura de 25 °C (x 2 °C) e agitacdo de 180 RPM por
120 minutos sendo realizado em duplicata. Apos isso, as amostras foram filtradas e
separadas conforme a Figura 10. E importante ressaltar que o tempo determinado

(120 minutos) foi baseado nos estudos de tempo de equilibrio de Bachmann (2022).
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Figura 10. (a) Pesagem do bhiossorvente, (b) solucao de cafeina em ensaio de

adsorcao, (c) filtragem e (d) separacgéo dos liquidos filtrados.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a medicdo da absorbancia, apés o processo acima, as amostras foram
colocadas em cubetas e analisadas no espectrofotdmetro. Dessa forma, conforme
Skoog, Holer e Nieman (2002), a concentracdo da cafeina pode ser obtida pela Lei de
Beer, uma vez que a absorbéancia é diretamente proporcional a concentracdo e ao

comprimento do caminho 6ptico conforme a equacéo (1).

A = ¢bc 1)

Na qual, A € a absorbancia (adimensional), ¢ € a absortividade molar (L'mol-
Lecmrl), b é o comprimento 6ptico (cm) e ¢ é a concentragdo em mol-L-1. Anteriormente

ao processo citado, foi construida uma curva de calibragdo a fim de identificar a



31

concentracdoreal das solugdes citadas conforme a Figura 11. O comprimento de onda
utilizado foi de 273 nm (comprimento de onda de méaxima absorcdo da cafeina) e as

a absorbancia das amostras medidas com auxilio de cubetas de quartzo.

Figura 11 — Curva de calibracdo obtida para cafeina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos dados obtidos pela etapa anterior, foi possivel calcular quantidade

de cafeina adsorvida por massa de adsorvente por meio da equacao (2).

(Co = C1z0)
Q120 = Sa— W % (2)

Onde q,,, € a quantidade de cafeina adsorvida por grama do adsorvente no
tempo de 120 minutos (mg-gY); C, e C,,, sdo as concentracbes de cafeina noinicio

e no tempo 120 minutos (mg-L1), V é o volume da solucédo de cafeina (L) e w é a

massa de adsorvente (g).
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4.3.3 Montagem do cartucho

O cartucho teve como base um cilindro de seringa em corpo de polipropileno
de 10 mL. As camadas do meio filtrante foram compostas de filtro quantitativo e
algodao para evitar que as particulas do biossorvente se dispersassem pelo cartucho

conforme a Figura 12.

Figura 12. Montagem do cartucho com recheio biossorvente.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O cartucho comercial foi doado pela UFCSPA (Universidade Federal de
Ciéncias de Saude de Porto Alegre) e tinha 3 mL de volume conforme a Figura13. A
fase estacionariaera C18 (octadecil) e a quantidade adsorvente de 500 mg tendo o
recheio o diametro médio de poro de 6 nm.
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Figura 13 — Cartucho comercial C18 da Applied Separations.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.4 Extracdo em Fase Sélida (SPE)

A extracdo em fase solido foi realizada de acordo com a metodologia adaptada
de Arsand (2019). Para tanto, os cartuchosforam condicionados com 3 mL de metanol
com 3% de &cido acético (v/v), 3 mL de acetona com 3% acido acético (v/iv) e 3 mL
de agua com 5% de metanol (v/v), respectivamente, em um kitassato sob acéo de
vacuo (15 mmHg). Apés isso, foram percoladas cerca de 200 mL de amostra através
do cartucho. Depois, manteve-se o vacuo por 5 minutos para seca-lo antes de iniciar
a eluicao.

Em seguida, foram pipetados 3 mL de metanol com 3% de acido acético (V/v),
seguido de 3 mL de acetonacom 3% de acido acético (v/v). O eluido foi coletado em
frascos e armazenado em geladeiraa 5 °C até o momento da analise. Externamente
a instituicdo, as amostras foram evaporadas em atmosfera de nitrogénio e em seguida
extrato foi reconstituido com solucéo de acetonitrila:agua (5:95) até um volume final
de 1 mL. O sistema para extracdo em fase sélida sob vacuo esta representado na

Figura 14.
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Figura 14. Sistema para SPE.

Fonte: Elaborado pelo autor.

E importante destacar que foram utilizadas duas amostras: umasolucao padrio
de cafeina com concentragdo aproximada de 10 pg-L-! e uma amostra real de agua
superficial de concentragcdo desconhecida. As extracbes foram realizadas em
triplicada com o cartuchode biossorvente para cada amostra e em duplicata utilizando
um cartucho comercial SPE C-18 (Applied Separations). ApGs a obtencéo dos dados

a eficiéncia do cartucho pode ser calculado conforme a equacéo (3):

G 100 3
= — %k
£=7 (3)

i

Na qual, C; € a concentracao recuperada apés a analise cromatografica (ug-L-
1) e C; é a concentracdo inicial da amostra (ug-Lt) e ¢ apresenta a eficiéncia ou

recuperacao do analito em relagéo ao cartucho.

4.3.5 Deteccao de cafeina

A separacao cromatografica foi conduzida utilizando uma colunade LC Shim-
pack Velox SP-C18 (Shimadzu, Japao) como um tamanho de particula de 2,7 um,
porosidade de 90 A, dimenséesde 50 x 2,1 mm, mantidaa uma temperatura constante
de 60 °C. O fluxo da fase mével foi ajustado para 0,3 mL-min-1, utilizando agua

ultrapura (componente A) e acetonitrila (componente B), ambas suplementadas com
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acido formico a 0,1% (v/v). A separacao foirealizada em gradiente, iniciando com 90%
da fase movel B, estabilizando-se em 4,0 minutos, e retornando para 50%, mantendo-
se constante até o término da analise em 10 minutos. A aquisicdo de dados foi
realizada por ionizagao por electrospray (ESI), no modo positivo, com parametros
otimizados: temperatura do bloco aquecedor a 400 °C; voltagem do capilara 1,5 kV;
fluxo do gas nebulizador (N,) a 1,6 L' min-%; temperatura da linha de dessolvatagéo a
526 °C; fluxo do gas de secagem (N,) a 10 L'min-1; e pressdo do gas de colisdo
induzida por dissociacao (Ar) ajustada para 230 kPa. As analises foram realizadas no
modo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM), utilizando ions precursores e
fragmentos caracteristicos para identificacdo e quantificacdo. Para a cafeina, foram
utilizados m/z 195 [M+H]+ como ion precursor, com fragmentos m/z 138 e m/z 42. A
selecdo dessas transicbes MRM garantiu alta sensibilidade e especificidade,

permitindo uma identificacdo e quantificacdo confiaveis nas amostras analisadas.

4.3.6 Coleta e caracterizagdo da amostra real
A amostra real foi coletada no Arroio Diltvio localizado em Porto Alegre no Rio
Grande do Sul nas coordenadas 30°02'50"S 51°13'57"0 como mostra a Figura 15.

Figura 15 — Localizagao para coleta da amostra.

Fonte: Google Earth (2024).

Mais especificamente, ela foi coletada a 2 metros da margem e 30 cm de
profundidade (Figura 16) conforme recomendacédo do Guia de Coleta da Agéncia
Nacional de Aguas (2011).
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Figura 16 — Coleta da amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, foi filtrada para retirada de solidos grosseiros e refrigeradas a
5 °C para as demais determinacfes analiticas. A escolha desse arroio para
amostragem deve-se ao fato da elevada probabilidade em encontrarcafeina, umavez
que ha lancamento indevido de esgotos néo tratados, ao longo de uma area
densamente urbanizada do municipio de Porto Alegre. Além disso, estudos anteriores
ja demonstraram concentracdes de cafeina superiores a 1 pg-L* nas proximidades
locais (BACHMANN, 2022).

Em relacédo a caracterizacao fisico-quimica da amostra, foram realizadas as
seguintes analises, de acordo com as recomendac¢des do manual pratico de analises
de 4gua conforme o Guia de Coleta da Agéncia Nacionalde Aguas (2011) e também,
de acordo com a capacidade laboratorial.

e Oxigénio dissolvido (OD);

e Potencial hidrogenibnico (pH);

e Condutividade (CE);

e Turbidez da amostra (NTU);

e Matéria organica (MO) (a 254 e 436 nm);
e Alcalinidade total (AT) (mg CaCOs:-L1).

O oxigéniodissolvido, pH, condutividade e turbidez foram medidos diretamente
de umaaliquota retirada da amostra. Além disso, a matéria organica (a 254 nme 436

nm) foi medida em espectrofotdbmetro de absor¢do molecular UV-VIS e a alcalinidade
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total foi realizada em triplicata por meio de titulacdo volumétrica com indicador
alaranjado de metil e &cido sulfurico (0,02 N) (FUNASA, 2013).



38

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste capitulo serdo apresentados os resultados referentes ao material
biossorvente, capacidade de adsorcao, extracdo em fase soélida, caracteristicas fisico-

quimicas das amostras reais.

5.1 Material biossorvente e capacidade de adsorcgéo

O biossorvente obtido pode ser verificado conforme a Figura 17. Vale ressaltar
que a medida que o biossorvente foi sendo carbonizado, ele foi homogeneizado
devido a uma limitacdo de capacidade do forno mufla. Sendo assim, o processo de
gueima foi realizado algumas vezes com capacidade de quatro cadinhos por batelada

(6 g por cadinho).

Figura 17 — Material biossorvente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso, a partir dos dados obtidos e por meio da equacéo (1) e da duplicata
realizada foi possivel obter a capacidade de adsor¢cdo do material conforme a Figura
18.
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Figura 18 — Grafico de capacidade de adsorcéo do biossorvente a 25 °C para Co=10

mg.L1; [sélido] = 10 g.L%, tempo de contato de 120 min, agitagédo de 180 rpm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréafico acima € muito importante para determinar a quantidade de material
adsorvente necessaria para preencher o cartucho porque sem esse parametro a
quantidade de material adsorvente poderia ter sido insuficiente. De acordo com a
Figura 18, a capacidade adsortiva do material é de 40,66 mg-g* e trazendo a ideia de
quanto maior a quantidade de biossorvente maior a quantidade adsorvida devido a
maior oferta de sitios ativos. E importante ressaltar que n&o foi definida a capacidade
maxima de adsorcédo, pois conforme os estudos de Bachmann (2022), esperava-se
que esse seria atingindo a concentragdo de cafeina de 500 mg-L-1. Com os dados
obtidos, optou-se por rechear o cartucho com 1 g de biossorvente a fim de garantir a
maxima adsorcéo da cafeina, bem como facilitar a construcéo do cartucho.

Relacionando com as isotermas de Giles et al. (1960), o comportamento da
curva pode ser classificado tipo L3, ja que aparentemente houve o esgotamento dos
sitios ativos em 14,30 mg-g-t. No entanto, trata-se de um falso platd, isto é, a partir
desse ponto héa a formacdo de uma segunda camada na qual se adsorveu mais

cafeina.
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Além disso, faz-se interessante a comparacdo com outros materiais
biossorventes a fim de verificar as capacidades adsortivas em relagdo a cafeina.

Dessa forma, a Tabela 2 traz alguns dados para anélise.

Tabela 2 — Capacidade de adsorcéo de diferentes biossorventes para cafeina.

Capacidade Tempo de Volume dos Area
Material de adsorcéo, pH contato, poros, superficial,
mg-g-! horas cm3gl m2g-1
Residuo de 243,9
5 2,0 0,57 1165
colza (30 °C)
Cascas de 197,33
3 2,0 0,49 1045
coco (23 °C)
Cascas de 12,95
) 7 48 0,099 387
pistache (25 °C)
44,66 Natural da
Este trabalho 2,0 0,067* 271*
(25 °C) solucéo (=7)

*valores obtidos previamente.

Fonte: Adaptado de Bachmann, Calvete e Féris (2020).

E possivel verificar uma diversidade de biossorventes que podem ser utilizados
para cafeina inclusive de outras fontes vegetais. Evidentemente, h& resultados
diferentes de capacidades adsortivas dependem do meio como pH, temperatura e
tempo de contato. No entanto, as propriedades intrinsecas de cada material sdo
importantes no processo de adsor¢cdo dependendo do volume dos poros e area de
superficie que facilitam o encontro dos sitios ativos com os adsorvatos e grupos
funcionais que atraem ou repelem a ligacdo adsorvente e adsorvato (Kalpakli e Fakio,
2022).

Por exemplo, o residuo de colza e as cascas de coco apresentam capacidades
adsortivas superiores ao estudado nesse trabalho. Entretanto, foi notado que pHs
menores favoreceram a adsorcdo da cafeina, porque a carga superficial do
adsorvente e o grau de ionizacdo das moléculas do adsorvato sdo afetadas por esse

parametro. Dependendo do pH, o adsorvente pode ser carregado positivamente (pH
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acido) ou negativamente (pH alcalino) em relacédo ao pH de carga zero do material
(Kalpakli e Fakio, 2022). Conforme Bachmann (2023), o pH no qual a carga liquida
superficial € zero, (pHpcz) isto €, em que a superficie possui balanco igual de cargas
positivas e negativas para residuo de malte carbonizado é de 7,19 +0,08. No entanto,
guando o pH da solucaofica abaixo desse do pHpcz, 0 adsorvente torna-se carregado
positivamente sendo mais atrativo para molécula de cafeina que é atraida ao
adsorvente devido a ligacdo de hidrogénio com o N-heterociclico (Kalpakli e Fakio,
2022).

Apesar do pH da solucéo do residuo de colza carbonizado ser maior do que as
de cascas de coco, o volume dos poros e a area superficial maiores tendem aumentar
a quantidade sitios ativos favorecendo o processo de adsor¢cdo e aumento a
capacidade do adsorvente. Ainda, o tempo de contato € um parametro muito
importante ja que define a taxa de adsorgéo tendendo a ser mais rapida nos primeiros
minutosde ensaiodevido a grande oferta de sitios ativos (Bachmann, Calvete e Féris,
2020). No entanto, ele deve ser adequado para garantir que a concentracao de
equilibrio seja atingida, isto €, que a capacidade de adsorcao seja maxima dada uma
concentracdo de equilibrio.

E interessante verificar que para cascas de pistache, o tempo de contato foi
maior do que nos outros estudos tendo inclusive maior area superficial e volume de
poros do que no presente estudo. No entanto,o0 pHpcz desse material € de 4,57 sendo
desfavorecida adsorcdo na superficie pelas cargas negativas em sua superficie
(Roman etal., 2018).

A temperatura também afeta os processos de adsorcao, no entanto a literatura
reporta que em estudos o aumento dela afeta positivamente a capacidade de
adsorcao do material e, em outros, negativamente (Kalpakli e Fakio, 2022). Ou seja,
a adsorcdo pode ser endotérmica ou exotérmica e a relacdo com a temperatura vai

depender do tipo de interagao.
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5.2 Caracteristicas fisico-quimicas da amostra

Os dados obtidos a partir das anélises da amostra do Arroio Dilavio foram
comparados com outros trabalhos e também com a Resolugdo Conama N° 357 que

apresenta algumas classificacdes de agua doce (Tabela 3).

Tabela 3 — Classes para a agua doce (a Resolu¢cdo Conama N° 357).

Oxigénio dissolvido,

Classe pH Turbidez, NTU
mg-L?
I 6-9 <40 26
Il 6-9 <100 25
n 6-9 <100 24
v 6-9 - > 2

Fonte: Elaborado pelo autor.

As comparacdes podem ser verificadas na Tabela 4. Além disso, foram
incluidos na tabela alguns trabalhos com coordenadas proximas a coleta para

comparacao dos dados obtidos.
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Tabela 4 — Caracterizacao fisico-quimica da amostra coleta.

i Amostra — .
~ Amostra - Arroio ) Resolugao
. Amostra — Arroio o Encontro Arroio
Parametros o Dilavio (Santos, Conama N° 357
Dilavio (Autor) e Guaiba
2019) —Classe 1
(Andrade, 2017)
pH 7,22 5,53 7,27 6-9
Condutividade
283,9 386 450 **
pS.cm-t
Turbidez, NTU 6,87 * 7,90 <40
OD, mg-L1 6,00 * 2,85 26 mgL?
MO a 254/436 nm 10,44 * * *
Alcalinidade total,
89,5 + 1,07 * * **
mg CaCOs-L1
30°02'50"S 30° 02'50.73"S 30°02'45.84"S
Coordenadas *
51°13'57"0 51°13'57.28"0 51°14'02.85"0

* valores nao reportados.**valores ndo especificados pela legislacao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme os dados acima, é possivel verificar que os parametros de pH estao

dentro do estabelecido pela resolucdo CONAMA n° 357 entre 6 e 9. Além disso,

apresenta proximidade com o trabalhode Andrade (2017) e apresenta-se ligeiramente

maior do que os estudos de Santos (2019). No entanto, essa diferenca pode ser

explicada ja que o pH pode sofrer alteracbes de diversas fontes como a introducao

efluentes domésticos e industriais (Bittencourt e Paula, 2014).
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Ja a condutividade elétrica da agua é proporcional & concentracdo i6nica de
ferro, manganés, sddio, potassio, calcio e cloreto. A condutividade é comumente
menor que 100 uS-cm'! podendo chegar até 1000 uS-cm para aguas altamente
poluidas (Libanio, 2016). E perceptivel que no trabalho de Andrade (2017) a
condutividade atinge 450 uS-cm1, sendo menor a medida nesse trabalho. Entretanto,
vale ressaltar que o arroio esta sujeito a evaporacao e a sazonalidade das chuvas o
gue pode explicar esse valor.

O oxigénio dissolvido € um indicador de organismos aquéaticos aerdbios e sua
solubilidade depende da temperatura e altitude (Schorr, 2022). A quantidade de OD
depende do balanco entre a quantidade produzida pelo corpo hidrico por organismos
fotossintéticos e processo de aeracao natural ou artificial e a consumida por bactérias
para decompor a matéria organica (Bittencourte Paula, 2014). Conforme a resolucéo
CONAMA n° 357, este parametro esta adequado.

A turbidez (NTU) indica sélidos em suspensao, tais como: areia, argila, algas e
detritos (Bittencourt e Paula, 2014). A medida realizada ficou proxima a do trabalho
de Andrade (2017), no entanto ligeiramente maior indicando maior quantidade de
suspensao no arroio se comparado a esse trabalho.

A razéo entre as absorbancias entre os comprimentos de onda de 254 nm e
436 nm é importante para indicar de o tipo de matéria organica dissolvida numa
relacéo terrestre/autéctone. O pico de 436 nm pode ser utilizado como indicador de
biomassa oriunda de algas, uma vez que a a-clorofila tem um pico de absorcéao (400
nm) na cor azul (Battin, 1998). A razdo obtida indica quantidade maior de agentes
terrestres, isto €, folhas, galhos e a presenca de acdo antropogénica podem estar
associado a esse valor e serve como histérico das transformacfes da matéria
organica presentes em ambientes aquéticos (Monteiro et al., 2018). A resolucao
CONAMA n° 357 néao estabelece limite para esse parametro, porém existem
parametros presentes na lei como a demanda bioquimica de oxigénio (DBO).
Conforme Silva (2022), esse € um parametro que indica a poluicdo das aguas, uma
vez que quantomaior a quantidade de matéria organicadissolvida, maior € o consumo
de O2 por microrganismos sendo prejudicial para seres anaerdbios. Entretanto, na
impossibilidade derealizar a analise de DBO, optou -se por avaliar a razao 252 nm/436
nm.

Além disso, a alcalinidade total esta relacionada aos anions (HCOs1, CO3% e

OH-1) e as alteracGes em relacdo a esse parametro sdo diversas como despejo de
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efluentesindustriais e domeésticos (Schorr, 2022). Existem algumas classificacées que
podem ser utilizadas para dureza da agua dependendo da quantidade de mg de
CaCOszL1como as aguas moles com teor < 50 mg-L-1, de dureza moderada de 50 até
150 mg-L1e agua dura de 150 a 300 mg-L1. Dessa forma, a amostra atual pode ser
classificada com dureza moderada e n&do ha limite estabelecido na resolucdo
CONAMA n° 357.

E importante destacar que apesar dos parametros de pH, turbidez e OD
indicaremque o corpo hidrico se enquadrana Classel, diversas anélisesaindadevem
ser levadas em conta para a classificacdo adequada. A resolucdo CONAMA n° 357
ainda cita diversos outros parametros que devem ser verificados em relacdo a
qualidade da agua doce como limites de bactérias, clorofila, metais como arsénio e
poluentes como o 2-clorofenol. Sendo assim, por limitacdo do laboratério da

instituicdo, foram levantados apenas alguns parametros fisico-quimicos.

5.3 Determinacdo de cafeina apés SPE

Ap6s a injecdo no LC-MS, foram obtidos os picos de cafeina nos
cromatogramas e 0s tempos retenc¢ao tanto para uma soluc¢do aquosa padréo, quanto
para uma amostra de agua superficial (Figuras 18 e 19, respectivamente). A
guantidade de cafeina presente nas amostras foi calculada a partir da a area abaixo

do pico de cafeina tanto para o cartucho biossorvente e comercial.
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Figura 18 — Resultado das andlises cromatograficas para solucédo padrédo (10 pg.L™1):
(@) amostra sem SPE; (b) apdés SPE em cartucho comercial e (c) apés SPE em

cartucho com biossorventes.
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47

Figura 19 — Resultado das analises cromatograficas para amostra de agua superficial
(concentracdo desconhecida): (a) amostra sem SPE; (b) apés SPE em cartucho

comercial e (c) apés SPE em cartucho com biossorventes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tempos de retencdo obtidos nesse trabalho, confirmam a presenca da
cafeina, tanto para a solucédo aquosa (Figura 18) quanto para a amostra real (Figura
19) estando préximos ao obtido por Arsand (2019), no caso, 2,789 minutos. Além
disso, o tempo de retencao pode ser definido como a medida de tempo entre ainjecéao
e 0 pico do analito no detector podendo servir como um parametro caracteristico
qualitativo Util para comparacédo entre amostras (Robards e Ryan, 2022; Skoog; Holer;

Nieman, 2002). Outro ponto importante observado € que nas Figuras 18 e 19 (a), ha
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a presenca de interferéncias ao longo do cromatograma, sendo aparentemente mais
intenso na amostra de dgua superficial do que na solucéo padrdo. Evidencia-se que
as interferéncias sdo minimizadas no caso das amostras submetidas previamente a
SPE (Figura 18 (b) e (c) e Figura 19 (b) e (c)). Dessaforma, reforcando a importancia

da SPE para pré-concentracédo e remocao de interferentes.

Tabela 5 — Valores de concentracéo de cafeina obtidos apés SPE e percentual de

recuperacgao.
%Eficiéncia ou
Amostra Concentracdo (ug.L?) .
Recuperagéao
Solugdo padréo 10* -
Solucédo padrdo ap6s SPE cartucho comercial 1,981 £+ 0,391 19,81
Solucdo padrao ap6s SPE cartucho com
) 2,735 + 1,408 27,35
biossorvente
Amostra de 4gua superficial 4,0 -
Amostra de agua superficial apés SPE
) 1,809 + 0,405 45,22
cartucho comercial
Amostra de agua superficial apés SPE
2,561 + 1,318 64,03

cartucho com biossorvente

*utilizada como padrédo para estimativa das demais concentracdes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel verificar a baixa eficiéncia de recuperacéo dos cartuchos para a
solucdo padrao. Isso se deve, possivelmente, a alta afinidade entre o adsorvente e 0
adsorvato, o que depende tanto da quimica de superficie do biossorvente, quanto do
grau de ionizacéo da cafeina. O residuo de malte possui diferentes grupos funcionais
em sua superficie, como -OH, C=C, -C-O, dentre outros, que podem interagir de
diferentes formas com a cafeina (Bachmann et al. 2023), dificultando a posterior
eluicdo com os solventes metanol, acetona e acido acético. Sendo assim, uma

possivel solucéo a utilizacdo de solventes com maior afinidade com analito.
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Além disso, o tempo de eluicdo tem uma importante influénciano alcance do
equilibrio entre adsorvente e adsorvato, umavez que se o tempo de contato for muito
baixo, pode nédo ocorrer a interagcdo do analito com a superficie do recheio e a
obtencéo do equilibrio - ponto de maior adsor¢cdo (Badawy et al., 2022). Em termos
médios, a taxa de eluicdo para os cartuchos biossorventes e comerciais foram: 16,7
mL'mint e 10,5 mLmin, respectivamente. No entanto, é dificil especificar
teoricamente um tempo ideal eluicdoja que a taxa de eluicdo é funcéo de diversos
fatores como a viscosidade, temperatura, area da seccao transversal e altura da
colunado recheio, sendo mais corriqueira a determinacéo experimental, o que pode
ser incluido em trabalhos futuros (Simpson, 2000).

No caso particular dos cartuchos biossorventes, a solucéo de cafeina pode ter
formado canais preferenciais devido a presenca de vazios resultantes da
compactacdo néao uniforme do recheio, posto que foram produzidos manualmente.
Essa formagcdo compromete o processo de eluicéo prejudicando o arraste do analito
pelo eluente (Rontree, 2020). Embora o cartucho biossorvente demonstrou-se,
aproximadamente, 38% superior para retomada do analito na solucdo padréo, néo
houve diferenca estatistica, intervalo de 95% de confianga (valor p = 0,532) entre as
recuperacdes para a solucéo padréo.

Durante o processo da percolagdo da amostra no cartucho, pode ocorrer perda
de amostra devido a manipulacdo manual. Esse fato combinado com a baixa
concentragcdo do analito pode comprometer a recuperacdo da cafeina. Além disso,
existem os erros relacionados a competéncia do analista e a incerteza presente nas
proprias vidrarias e equipamentos.

Para a amostra, os valores de recuperacao foram mais elevados inclusive com
o cartucho biossorvente apresentando aproximadamente 41% maior capacidade de
recuperacao da cafeina.Por fim, estatisticamente, para intervalo de confiancade 95%,
nao foram observadas diferencas significativas entre o cartucho comercial e o
biossorvente (valor p = 0,560). Mas, € importante ressaltar que o desempenho do
cartucho biossorvente foi melhor em ambas matrizes corroborando a ideia de
alternativa sustentavel.

E perceptivel que a concentracgdo de cafeina na amostra real esta superior ao
encontrado por Arsand (2019) em 1 pg.L! e inferior ao encontrado por Bachmann et
al. (2024) em 32,39 + 2,31 pg.L! para o arroio DilGvio. Embora estejam na mesma

ordem de grandeza, as diferencas entre os valores podem ter diversas razdes ja que
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existem mudancas sazonais, comportamentos antropicos diferentes em relacdo ao
lancamento de rejeitos domeésticos e a propria correnteza que pode diluir a

concentracdo de cafeina.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, a presenca da cafeina em nivel de trago nas aguas (ng-L! e ugL-
1) indicando somente a contaminacao por essa substancia, mas também a possivel
presenca de outros poluentes emergentes mais danosos associados a acéao
antropogénica. Além disso, a contaminacgéo ja pode ser considerada global, visto que
ela esta presente em afluentes, efluentes e até no ambiente maritimo.

Ainda, a quantificacdo e deteccdo espécies em nivel de traco pode ser
complexa, visto que a matriz estudada pode conter diversos interferentes que
prejudicam a analise da espécie alvo. Sendo essencial, a utilizacdo de métodos de
concentracdo e preparacdo de amostras tal como e extracdo em fase soélida e a
utilizacdo de técnicas avancadas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC).

Neste contexto, 0 uso de biossorventes, como o residuo de malte carbonizado,
apresenta-se como uma alternativa sustentavel e eficaz para o preenchimento de
cartuchos de SPE, oferecendo potencial para a extracao seletiva e concentragédo da
cafeina, sendo menos propensa ao descarte inadequado desse material no meio
ambiente. Essa abordagem contribui para o desenvolvimento de métodos analiticos

mais simples e sustentaveis no monitoramento de contaminantes aquaticos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Algumas sugestbes para estudos posteriores sao:

Determinar o tempo de equilibrio entre adsorvente e adsorvato;

Otimizar a quantidade de biossorvente utilizado e taxa de eluigéo;
Realizar os ensaios de isoterma em diferentes temperaturas e pHs;
Verificar possibilidade da reutilizacdo do cartucho;

Propor método de preparo da amostra que possibilite a determinacdo da

cafeina em equipamento mais acessivel
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