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Resumo: A presenca de contaminantes emergentes em corpos hidricos aumentaram gradativamente ao longo
dos anos resultando em um desequilibrio em ambientes aquaticos. A cafeina destaca-se por seu consumo
massivo que abrange desde a inddstria alimenticia ao segmento de cosméticos. Em virtude do seu elevado uso e
persisténcia no ambiente, a cafeina é considerada um marcador de atividade antropogénica. Para isso €
fundamental desenvolver métodos para sua determinacdo. Embora a elevada sensibilidade da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando detectores espectrométricos seja um atrativo, esse tipo
de andlise apresenta portabilidade limitada, respostas ndo sdo em tempo real, requer preparo de amostras e
analistas especializados. Dessa maneira, é necessaria a busca por técnicas alternativas rapidas e portateis
gerando poucos residuos quimico. Todos esses requisitos podem ser obtidos pela miniaturizacdo do sistemas de
andlise. As reacOes colorimétricas sdo uma alternativa promissora de anélise na determinacao de cafeina em
matrizes aquosas complexas.
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Introducdo: A cafeina € uma purina amplamente empregada em alimentos, farmacos e produtos em geral
presentes na vida moderna [1]. A excre¢do humana é apontada como uma relevante fonte de disseminacgdo de
compostos no ambiente e, assim como a cafeina apds ser consumida, tem como via final as dguas residuérias
comprometendo principalmente os ecossistemas aquaticos. A cafeina tem sua funcionalidade na natureza como
um pesticida natural capaz de proteger as espécies de planta que a produz de ataques de insetos, pois atua como
inibidor de atividades enziméticas do sistema nervoso do organismo e por fim a morte [2]. Estudos realizados
por Hollingsworth et al (2002) avaliaram o potencial da cafeina como pesticida para lesmas e caracois em
culturas de alimentos, sendo uma alternativa natural como repelente o que implica no seu potencial para gerar
um desequilibrio ambiental [3]. A cafeina pode ser determinada utilizando CLAE, entretanto esses métodos
dependem de etapas de preparo de amostra, solventes organicos e operadores especializados. Para um
monitoramento ambiental é necessario analisar amostras in situ bem como obter dados de diferentes regides.
Diferentes reacdes sdo usadas para a determinacéo de alcaléides, como a cafeina [4]. Dentre elas a reagdo entre
cafeina e bromato de potéssio (KBrOs) em meio acido como revelador em placas de TLC pode ser uma
alternativa vidvel para a determinagdo desta purina mediante a mudaga de cor usando uma reacdo quimica como
sensor. Reagdes com resposta colorimétrica sao uma alternativa analitica rapida e baixo custo para determinagdo
de analitos como a cafeina e mostram-se promissoras para desenvolvimento de métodos eficazes de analise. A
reacdo colorimétrica envolvendo KBrO; em meio &cido na presenca de cafeina resulta em um composto com
absorcdo maxima na regido do espectro visivel em aproximadamente 500 nm [5]. Embora a reacéo colorimétrica
de estudo utilize reagentes agressivos ao meio ambiente, elas sdo realizadas usando volumes de reagentes na
ordem de microlitros e ndo conferem risco significativo de toxicidade para o ambiente. Neste trabalho foram
desenvolvidas duas propostas para plataformas de andlise colorimétrica de cafeina em amostras de esgoto lab-
made. Ambas as plataformas foram desenvolvidas utilizando manufatura aditiva (impressdo 3D). Um sistema foi
concebido para apenas suportar a reagdo, semelhante a um spot-test e 0 segundo foi construido visando o fluxo
dos reagentes direcionados para um spot reacional contento a amostra a ser analisada.

Experimental: Dispositivo: Os dispositivos foram previamente criados em um software de desenho paramétrico
e impressos em PLA (&cido polilatico) usando uma impressora 3D (3D Cloner ST printer, Ind. Schumacher
Ltda., Brazil). Os spots foram confeccionados em dois modelos: um deles com 9 spots para analises em
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multiplicatas com capacidade para 6 pL de volume total Figura 1 (a). O segundo dispositivo foi desenvolvido
visando adicionar os reagentes separadamente para formar o produto reacional no spot central do dispositivo,
Figura 1 (b).

Reacgdo colorimetrica KBrOj: A reagdo consiste na mistura de 2 ul. KBrO3; 2000 mg L'l(aq) e 2 uL padrdes de
cafeina de 10-200 mg L™ @aq) € 2 pL de 4cido cloridrico 37% (HCI). Apés a mistura dos reagentes o sistema foi
submetido a aquecimento no microdispositvo 3D. Apds o0 aquecimento e evaporacdo da solucéo resultante foram
adicionados 10 pL de dimetilformamida (DMF) aos spots e o dispositivo e posterior evaporacdo do solvente por
30 minutos.

Resultados e discussdes: A reacédo foi ajustada para microescala e a capacidade volumétrica de cada spot-test
permitiu trabalhar com volumes de 2 pL de cada reagente para ensaio da reacdo colorimétrica. O volume de
DMF adicionado em cada spot ap6s completa evaporacdo dos solventes foi de 6 pL. Apés 15 minutos o DMF
evaporou e a resposta colorimétrica observada, resultando em spots com coloragdo avermelhada proporcionais as
concentragdes de cafeina adicionadas. A relacdo entre a variaviavel verde (G) no sistema RGB de falsas cores
referente as imagens individuais dos spots analisados mostraram uma boa correlago linear (R*> = 0.9944 ) para
uma faixa de 10 a 200 mg L™, como descrito pela Equagéo 1.

Equacdo 1: -log(G/G,) = 0.1398[Cafeina mgL™] + 0.0381

O preparo das solugdes diluidas de cafeina para avaliar a concentracdo em funcdo da resposta analitica no
microdispositivo foram estudadas para as concentragdes de 10 mg L™; 100 mg L™ e 200 mg L™. O segundo
dispositivo empregado para analise unitaria permitiu trabalhar com volumes de 10 pL de cada reagente para
ensaio da reagdo colorimétrica, sendo o spot central com capacidade para 30 puL para comportar o volume total
de analise. Ambos os dispositivos foram fabricados em PLA branco para melhor observar o contraste de cor da
resposta analitica. Os sistemas foram submetidos ao aquecimento a 70 °C e uma folha A4 foi utilizada entre a
superficie aquecida para evitar que o contato direto com o calor. A reagcdo mostrou estabilidade colorimétrica por
até 1 hora apds seu téermino.

Figura 1: Microdispositivos impressos em 3D com: (a) spots para analises em multiplicatas e (b) spot reacional e
canais para transferéncia de reagentes.
a) b)

Amostras

Conclusdo: A reacdo colorimétrica estudada mostrou-se vidvel e promissora para determinagdo de
concentragdes distintas de cafeina em matrizes aquosas complexas. A utilizacdo de dispositivos impressos em
3D contribuiram significativamente para o desenvolvimento de um sistema analitico barato e portatil que deve
ainda ser adaptado para microescala atendendo as propriedades microfluidicas. Modificagdes na superficie do
desenho estdo sendo desenvolvidas para melhorar o transporte microfluidico.
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