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RESUMO

Os cogumelos sdo seres vivos pertencentes ao reino Fungi e possuem diversas finalidades na
culinéria, na ornamentagdo, na medicina, bem como para fins aluciné6genos e venenosos
também. Houve um aumento no interesse na produgdo e no consumo de cogumelos comestiveis,
como o cogumelo Pleurotus. O cultivo desse cogumelo é realizado utilizando diversos extratos
como cana de agucar, farelo de trigo e residuos como sementes e borras de café. A composi¢do
guimica dos cogumelos ¢ influenciada pelo substrato em que é cultivado, onde pode ocorrer a
absorcdo de compostos originalmente presentes no mesmo. Este estudo teve como foco o
cogumelo Pleurotus e como objetivo principal a determinagdo de cafeina em cogumelos
comestiveis do género Pleurotus que tiveram presenca de residuos de café, no minimo, em uma
parte de seu cultivo. O presente trabalho apresenta o estudo de otimizagdo de pardmetros das
técnicas eletroanaliticas de voltametria de onda quadrada (VOQ) e voltametria ciclica bem
como a validagdo deste método para a determinacdo de cafeina em cogumelos Pleurotus
cultivados com residuos de café. Para confirmar a validagdo do método eletroanalitico de
determinagdo foram avaliados os pardmetros linearidade, limites de deteccdo e quantificagéo,
precisdo e exatiddo, os quais foram obtidos por meio de diferentes técnicas estatisticas. Os
resultados indicaram que o método utilizado apresenta boa exatiddo, devido as altas taxas de
recuperacdo com médias de aproximadamente 107,09 %. O método é preciso quando avaliado
em termos de repetitividade e precisdo intermediaria, com valores de 9,79 e 10,02 %
respectivamente. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de 0,29 e 0,98 umol/L,
respectivamente, foram baixos, demonstrando dessa maneira a sensibilidade da técnica de
voltametria de onda quadrada. Observa-se também a boa linearidade na faixa de concentracoes
de 0,91 a 10,3 pmol/L, com valores de Fregressio (3563,26) > Feritico (4,68), sem evidéncias de falta
de ajuste ao modelo linear (Fz; (0,85) < Feriico (2,65), p > 0,05). Através do método validado, foi
constatado que o cogumelo que apresentou nas etapas de cultivo e indculo os residuos de café
apresentou concentracGes de cafeina de aproximadamente 1,20 mg/g e o cogumelo que teve seu
indculo em palha de azevém e cultivo sobre semente de café apresentou concentracdes de 0,7
mg/g. Portanto, ambas as amostras apresentaram teores significativos de cafeina, demonstrando
assim que o cogumelo é capaz de absorver cafeina a partir do substrato de cultivo.

Palavras-chave: cafeina, voltametria de onda quadrada, cogumelos, validacao.
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ABSTRACT

The mushrooms are living organisms belonging to the Kingdom Fungi, and have several
purposes in cooking, ornamentation, in medicine, as well as hallucinogenic and poisonous
purposes too. There has been an increase in the interest in the production and consumption of
edible mushrooms, such as the mushroom Pleurotus. The cultivation of this mushroom is
performed using various extracts such as sugar cane, wheat bran and waste as seeds and coffee
grounds. The chemical composition of the mushrooms is influenced by the substrate on which it
is grown, where absorption may occur from compounds originally present in the same. This
study had as its focus the mushroom Pleurotus and as main objective the determination of
caffeine in edible mushrooms of the genus Pleurotus who had presence of residues of coffee, at
least in a part of its cultivation. The present work presents the study of optimization of
parameters of eletroanaliticas techniques of square wave voltammetry (VOQ) and cyclic
voltammetry as well as validates. To confirm the validation of the method for determining
eletroanalitico were evaluated the parameters, linearity, limits of quantification and detection,
precision and accuracy, which were obtained by using different statistical techniques. The
results indicated that the method used presents good accuracy, due to low recovery rates with
averages of approximately 107.9%. The method is precise when evaluated in terms of
repeatability and intermediate precision, with values of 9,79 and 10,02 percent respectively. The
limits of detection (LOD) and quantification (LQ) of 0.98 umol/L and 0.29, respectively, were
low, demonstrating the sensitivity of the square wave voltammetry technique. There is also the
good linearity in the range of concentrations of 0.91 to pmol/L 10.3, with values of Fregressio
(3563.26) > Feriico (4.68), without evidence of lack of adjustment to the linear model (F; (0.85)
< Feritico (2.65), p > 0.05). Through the validated method, it has been found that the mushroom
that presented in steps of cultivation and coffee residues introduced inoculum concentrations of
caffeine approximately 1.20 mg/g and the mushroom which had its inoculum in ryegrass and
straw cultivation on coffee seed showed concentrations of 0.7 mg/g, so both samples showed
significant levels of caffeine, thus demonstrating that the mushroom is able to absorb caffeine
from the substrate.

Key words: caffeine, square wave voltammetry, mushrooms, validation.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Introducéo
1.1.1. Cogumelos

Os cogumelos sdo organismos vivos que pertencem ao Reino Fungi, o qual
engloba outros seres vivos como bolores e leveduras. Eles também sdo pertencentes ao
Filo dos Basidiomycota, o qual agrupa organismos que possuem estrutura dividida em

duas partes: o basidiocarpo e as hifas vegetativas (Tortora, 2004).

O basidiocarpo é a parte onde se encontram as moléculas e os nutrientes do
cogumelo, além de ter a funcdo de reproducéo realizada por meio do espalhamento de
esporos. A segunda parte séo as hifas vegetativas, as quais possuem a fungéo de nutrir o
cogumelo. Tais hifas sdo responsaveis pela suc¢do de compostos do substrato de cultivo

do cogumelo (Zanella, 2004).

Os cogumelos se alimentam da decomposicao de outros seres vivos, ou seja, de
restos de plantas e de animais. Por esse motivo, sdo chamados de ‘recicladores da
natureza’. Eles s&o fungos do tipo carnosos, ou seja, que possuem a textura semelhante
a textura de carne e possuem diversas finalidades, como a ornamentacao, a fitoterapia, a
culinaria. Além disso, podem ser usados como venenos e drogas alucindgenas.
(Hawksworth, 1995, Zanella, 2004).

Existem varios tipos de substratos de cultivo de cogumelo, sendo os mais
utilizados, no caso dos cogumelos Pleurotus, o0s substratos chamados de
lignoceluldsicos. Esses substratos sdo residuos vegetais formados com celulose e
lignina, tais como bagaco de cana, palha de milho, palha e farelo de arroz, sabugo de
milho, serragem de eucalipto, sementes e po de café, entre outros (Bernardi, 2009;
Figuero, 2011).

Os substratos usados no cultivo de cogumelos sdo os responsaveis por fornecer
nutrientes para o crescimento e nutricdo do corpo de frutificacdo (basidicarpo). Devido
a isso, € comum verificar a presenca de constituintes quimicos, inerentes dos substratos,

no basidiocarpo dos cogumelos.

Neste trabalho o cogumelo Pleurotus foi cultivado em borra de café, cuja

composi¢do possui trigonelina, cafeina, &cidos clorogénicos, além do acido férmico e
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catecol, previamente utilizada no preparo da bebida. Assim, quando utilizados residuos
de café é provavel que moléculas bioativas presentes no mesmo, como cafeina, &cidos
clorogénicos, dentre outros, possam ser absorvidas pelo cogumelo durante seu
desenvolvimento, modificando a composi¢do quimica do cogumelo que por sua vez

pode afetar suas caracteristicas nutracéuticas.
1.1.2. Cafeina

A cafeina é um alcaloide da classe das metilxantinas, assim como a teobromina e
a teofilina. Ela é um a molécula orgénica, com trés radicais metil ligados a trés
nitrogénios aromaticos. A cafeina atua como estimulante do sistema nervoso central e
possui alguns efeitos que podem ser até mesmo maléficos para o organismo humano,

como a insbnia; sindrome da retirada e até mesmo o vicio, cafeinismo (SIMOES, 2004).

A cafeina quando ingerida em doses acima de 10-15 mg/kg resulta em efeitos
toxicos ao organismo humano. Ela pode ser encontrada em varios alimentos como
chocolate, cacau, chés, refrigerantes a base de cola ou guarana, café e outros; além de
estar presente em farmacos associada com outros principios ativos (Graham, 2001;
Simdes, 2004; Soares, 2010).

Atualmente, o interesse e apreciagdo por especiarias como o cogumelo tém
crescido. Com isso, as pessoas visam nao somente a descoberta de novos sabores, mas
também a qualidade nutricional dos produtos ingeridos. Os cogumelos Pleurotus
possuem grande facilidade de cultivo, o que muitas vezes leva os produtores a

utilizarem substratos mais baratos para a nutricdo dos mesmos.

Visto que nas embalagens, muitas vezes, o substrato escolhido ndo é
mencionado e o interesse do consumidor permanece na informacgédo nutricional do

produto, é de extremo interesse a quantificacdo de substancias como a cafeina.

Desta maneira, a determinacdo de cafeina em cogumelos visa verificar a
viabilidade de uso de residuos de café como substratos para o cultivo do cogumelo
Pleurotus e informar o consumidor de cogumelos sobre a porcentagem ou a relagédo de

massa que relate a quantidade desse alcaloide em certa massa de fungo.
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Considerando que a ingestdo de cafeina ndo se limita apenas ao consumo de
café, mas também de refrigerantes e chocolates, faz-se necessario, portanto, o controle
da ingestdo devido aos maleficios causados pela cafeina. Neste trabalho, optou-se por
fazer a determinacdo de cafeina em cogumelos Pleurotus por meio de técnicas

eletroanaliticas, como as voltametrias ciclica e de onda quadrada.

A escolha da técnica eletroanalitica para a determinacdo de cafeina em
cogumelos Pleurotus esta relacionada a sua alta sensibilidade e a seu baixo custo de
analise se comparada as técnicas de andlise cromatograficas, como a CLAE. Estas duas
caracteristicas sdo importantes, por exemplo, para o controle de qualidade desses

cogumelos ou de produtos dele derivados.

Em trabalhos similares anteriores, visando a determinacéo de cafeina por CLAE,
foram obtidos valores de LD e LQ na ordem de 0,28 e 0,96 mg/L, respectivamente
(RAMALHO, 2015). Esses valores sdo relativamente altos para os limites de deteccéo e
quantificacdo que se deseja obter no atual trabalho.

O objeto de estudo deste trabalho é o cogumelo do género Pleurotus. Ele possui
grande facilidade de cultivo, ou seja, pode ser cultivado em diversos substratos, além do
custo de sua producdo ser relativamente baixo. Os cogumelos Pleurotus possuem sabor
agradavel e sdo ricos em proteinas, carboidratos e fibras alimentares. Quando, em sua
producdo, sdo utilizados substratos diferentes, o sabor e a composicdo desses cogumelos

variam (Furlani, 2005).

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

Determinacdo eletroanalitica de cafeina em cogumelos Pleurotus ostreatus

cultivados em substratos de café.
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1.2.2. Objetivos especificos:

- Determinar o comportamento eletroquimico da cafeina e desenvolver uma
metodologia para a quantificacdo desse alcaloide em amostras de cogumelo Pleurotus
por meio das técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada.

- Validar o método eletroanalitico proposto para determinacdo de cafeina em extratos de
cogumelos Pleurotus crescidos sobre borra de café, tendo como guia as normas da
ANVISA, AOAC, INMETRO e outros orgaos regulamentadores.

- Aplicar o método eletroanalitico desenvolvido na determinacdo de cafeina em

amostras de cogumelos Pleurotus ostreatus crescidos sobre borra de café.
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CAPITULO 2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O COGUMELO
PLEUROTUS

2.1. Cogumelo Pleurotus
2.1.1. Classificacdo e Estrutura
2.1.1.1. Reino Fungi

Os seres vivos ao redor do mundo sdo classificados quanto as suas
caracteristicas em cinco grandes reinos: Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animale. O
reino Fungi engloba seres eucariontes uni e multicelulares, tais como bolores, leveduras
entre outros. A Micologia € a area da ciéncia que estuda os fungos e suas caracteristicas.
O reino Fungi engloba seres microscopicos, como € o caso das leveduras e seres
macroscopicos, como as ‘orelhas de pau’ no tronco de arvores. Os fungos possuem trés

tipos de organizacao celular: filamentosa, carnuda e unicelular (Tortora, 2004).

A levedura é um exemplo de organizacdo unicelular, sendo muito utilizada como
fermento. Com relagdo a organizacdo filamentosa, 0s bolores sdo um exemplo muito
encontrado no dia-a-dia. A organizacdo carnosa € encontrada principalmente em

cogumelos, objeto de interesse desta pesquisa.

A principal fonte de alimentacdo dos fungos é por meio da decomposicdo da
matéria organica de outros seres vivos, como plantas, frutos e até mesmo animais. Os
fungos absorvem os nutrientes e as moléculas da matéria organica através de uma
membrana plasmatica que faz a succdo. O organismo do fungo é formado por um
agrupamento de filamentos que tem a funcdo de decompor o material sugado pela

membrana plasmatica (Carvalho, 2010).

Dentro do reino Fungi, existem ainda seis subgrupos denominados Filos. Dentre
esses, 0S mais importantes sdo 0s Zygomycota, os Ascomycota, Basidiomycota e
Deuteromycota. Neste primeiro filo, um fungo bem conhecido € o Rhizopus stolonifer,
bolor que se desenvolve em pées e frutas. Como exemplo de fungo do filo Zygomycota,
tem-se as leveduras (Saccharomyces cerevisiae) utilizadas como fermento. O filo
Basidiomycota € constituido por cogumelos (como o Pleurotus ostreatus) muito
encontrados no dia-a-dia. O filo Deuteromycota pode-se citar o género Penicillium
(Raven, 2007).

24



Os fungos possuem inameras utilidades, independente da organizacdo celular
que possuem. Exemplos disso sdo a sua utilizacdo na culinaria, como os cogumelos que
podem ser consumidos e o fermento que é utilizado para o crescimento de pées e bolos e
a sua utilizacdo na producéo de drogas como alcool e penicilina (Furlani, 2007; Sallis,
2004).

Como exemplos de organismos do reino Fungi atuando em diferentes frentes,
Aspergillus niger utilizado na produgdo de &cido citrico para alimentos e bebidas, o
fungo C. oleophila utilizado em plantagdes com a finalidade de prevenir o contato de
outros fungos prejudiciais as plantas. Além disso, outro fungo chamado Taxomyces foi
descoberto em 1993 como um fungo capaz de produzir uma substancia utilizada no
combate ao cancer, chamada taxol evitando que florestas de teixos fossem dizimadas
nos Estados Unidos (Pinto, 2001; Tortora, 2004).

No entanto, dentre as 100 mil espécies de fungos descritas até o ano de 2004,
cerca de 200 sdo conhecidas por causarem doencas em humanos e animais ou
prejudicarem outros seres vivos. O fungo Ceratocystis ulmi é um fungo que bloqueia a
circulacdo da seiva em arvores, provocando a morte das mesmas. Cryphonectria
parasitica € outro exemplo de fungos que se tornam prejudiciais a vida de algumas
espécies de plantas. Ele causa ferrugem em arvores do tipo castanheiras, levando-as a
morte e a sua ndo propagacao nos Estados Unidos durante anos (Robin, 2001; Tortora,
2004).

2.1.1.2. Filo Basidiomycota

O filo Basidiomycota € um subgrupo do Reino Fungi que engloba seres que
contém septos em seus poros, ou seja, paredes filamentosas que separam 0s poros de
reproducdo do fungo. Esse filo ainda é dividido em trés classes: Basidiomycetes (como
cogumelos: Pleurotus ostreatus), Teliomycetes (como as chamadas ferrugens, Puccinia
psidii) e Ustomycetes (como os carvdes, Ustilago scitaminea) (Tortora, 2004; Jinghans,
2003; Rago, 2007).

2.1.1.3. Classe Basidiomycetes

A classe dos Basidiomycetes & composta por seres vivos denominados

basidiomicetos e é subdividida em dois grupos artificiais: os Hymenomycetes e 0s
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Gasteromyecetes. Sua principal caracteristica é a producdo dos chamados basididsporos,

esporos sexuados dos basidiomicetos.

Ambos 0s grupos sdo constituidos de cogumelos, sendo diferenciados
principalmente pela localizacdo dos basididsporos, sendo no grupo dos Hymenomycetes
localizados no badiocarpo dos cogumelos e no grupo dos Gasteromycetes, localizados

em uma camada exposta do basidiocarpo.

Os basidiomicetos sdo encontrados em variados habitats, como em rochas, ao
redor de arvores, nas dguas e em solos. O crescimento dos cogumelos ¢é favorecido pelas
temperatura e umidade elevadas, podendo crescer em todas as épocas do ano e em
diferentes lugares, principalmente quando a matéria organica € abundante. Alguns
basidiomicetos sdo conhecidos como fungos que apodrecem a madeira, usando a
celulose e a lignina, presente na madeira, como fonte de energia (alimentacdo) para as
células. Além disso, os basidiomicetos produzem substancias que possuem propriedades
que impedem e até mesmo controlam o crescimento de outros seres vivos competidores
ao seu redor. Da mesma maneira, algumas das substancias que o basidiomiceto absorve
do meio em que é cultivado favorecem o seu crescimento além de inibir a atuagdo

prejudicial de alguns competidores (Silva, 2007).

2.1.1.4. Cogumelos

Os cogumelos sdo seres vivos pertencentes ao Reino Fungi, e ainda compdem o
Filo Basidiomycota. Eles possuem sua estrutura dividida em duas partes, as hifas
vegetativas e o basidioma (Figura 1). Além disso, o cogumelo é inteiramente composto
por hifas, sendo diferenciadas pelas funcdes que desempenham. As hifas vegetativas
localizam-se na parte subterranea do cogumelo, sendo responsaveis pela fixacdo desse
no substrato de cultivo e também pela succdo de componentes para a sobrevivéncia
desse fungo. Através das hifas vegetativas, 0 cogumelo faz sua nutricdo através do

substrato que € cultivado (Tortora, 2004).

O basidioma é a parte que se assemelha muito a um guarda-chuva. E a parte
externa do cogumelo, a que pode ser visualizada mais facilmente. O basidioma é
responsavel pelo espalhamento de esporos presentes na superficie do cogumelo, evento
esse que gera a proliferacdo, reproducdo do cogumelo. No basidioma também s&o

encontrados a maior parte dos compostos constituintes do cogumelo (Tortora, 2004).
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Figura 1. Partes estruturais de um fungo do filo Basidiomycota. (Disponivel em:
https://djalmasantos.wordpress.com/2012/08/31/testes-sobre-fungos/. Acesso em 07 de
novembro de 2016.)

O cogumelo € um fungo de organizagdo carnosa, ou seja, 0 agrupamento de suas
hifas faz com que a textura se assemelhe bastante a textura da carne. Em geral, 0s
cogumelos possuem indmeras finalidades, podendo ser usados para a ornamentagédo, na
culinéria, na fitoterapia e como droga alucindgena. Em 2004, segundo especialistas,
existiam cerca de 10 mil espécies de cogumelos ao redor do mundo, dos quais apenas
700 eram comestiveis, 50 eram toxicos e entre 50 a 200 eram utilizados para fins
medicinais (Zanella, 2004; Furlani, 2005).

Os cogumelos possuem uma importante funcdo bioldgica, pois sdo o0s Gnicos
seres vivos que conseguem digerir duas substancias presentes em arvores: a lignina e a
celulose. Considerando a ampla variedade de espécies e de utilidades do cogumelo,
existem aqueles que sd@o mais conhecidos, como € o caso do cogumelo Agaricus blazei,

mais conhecido como cogumelo-do-sol (Zanella, 2004).

Esse cogumelo é muito utilizado na medicina preventiva e protetora, além de
apresentar um importante papel coadjuvante no combate a hepatite C, pois é usado para
0 aumento do apetite, nutrindo as pessoas que tendem a perder peso por conta da
doenca. Além disso, atua diminuindo a dor e aliviando a fadiga das pessoas infectadas

por alguns virus (Zanella, 2004).
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O cogumelo Agaricus blazei (Figura 2) quando utilizado em grandes
concentragdes, atua no combate ao cancer, como KANEKO et al. (2004) observaram
em seu trabalho a estagnacdo de tumores em ratos, utilizando extratos organicos
hexénicos de cogumelo-do-sol. Este cogumelo também é um importante fator no

tratamento quimioterapico, eliminando alguns de seus efeitos colaterais (Zanella, 2004).

Figura 2. Imagem do cogumelo-do-sol, também chamado de Agaricus blazei.
(Disponivel em: http://www.dhealthstore.com/agaricus-blazei.html. Acesso em: 12 de
novembro de 2016.)

Um cogumelo muito utilizado na culinaria € o chamado Champignon de Paris,
Agaricus bisporus. Ele é usado como especiaria adicional em molhos, saladas, pizzas,
sopas e como complemento da carne em pratos de strogonoff. O Champignon de Paris
possui alto valor nutricional, com elevado teor de fibras e proteinas e teores baixos de
lipideos (Furlani, 2007).

Complementando o uso deste cogumelo na culinaria, Henriques (2008) em seu
trabalho sobre a acdo proteica de Agaricus bisporus (Figura 3), pode ser utilizado como
complementacdo de proteinas. A complementacao € justificada por meio da comparagédo
entre a dieta a base de cogumelo e a dieta padrdo de caseina, a qual possui maior teor de
proteina que o cogumelo. Desta maneira, 0 cogumelo deve ser consumido com outras

fontes de proteinas vegetais que fornegam o teor necessario.
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Figura 3. Imagem do cogumelo Agaricus bisporus, mais conhecido como champignon
de Paris. (Disponivel em: http://www.massimaalimentacao.com.br/tag/cogumelo/.
Acesso em: 12 de novembro de 2016).

A literatura relata ainda outros exemplos de cogumelos muito consumidos
mundialmente como alimentos, como o shiitake (Lentinula edodes). Além da
alimentacdo, esse cogumelo é conhecido também por seus compostos bioativos que séo

muito utilizados nas industrias farmacoldgica e cosmetoldgica (Gaitan-Hernddez, 2014).

Outro cogumelo bastante conhecido, cuja aparéncia encanta por suas cores
vividas, mas engana pelos maleficios causados por seu consumo, € o0 Amanita muscaria.
Este cogumelo apresenta pontos esbranquicados em uma superficie inteiramente
vermelha, sendo muito apreciado por sua beleza. Também conhecido como Amanita
mata-moscas, possui efeitos alucinégenos e psicoativos quando ingerido (Wartchow,
2013; Perez-Silva, 2008).

Amanita muscaria (Figura 4) possui duas substancias que atuam como
estimuladores de neurotransmissores do sistema nervoso central, e sdo consideradas
alucinégenas: o acido iboténico e muscimol (Figura 5). Os primeiros sintomas da
ingestdo desse cogumelo séo a euforia intensa, a falta de noc¢éo de tempo, a criacéo de
alucinacdes e algumas alteracdes de humor significativas. Esse cogumelo é também
considerado téxico, porque quando ingerido em grandes quantidades, pode causar

severas intoxicacOes levando até & morte (Vendramin, 2014; Wartchow, 2013).
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Figura 4. Imagem do cogumelo Amanita muscaria (Disponivel em: http://biologiavida-
oficial.blogspot.com.br/2014/02/agario-das-moscas-fly-agaric-amanita.html. Acesso
em: 13 de novembro de 2016).
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(3-hidroxilsoxazol-5-il) acético
Figura 5. Férmula estrutural das moléculas de acido ibotdmico e do muscimol.

2.1.1.5. Género Pleurotus e substratos de cultivo

O género de cogumelos chamado Pleurotus (Figura 6) contempla uma ampla
variedade de espécies de cogumelos comestiveis, cerca de 39 espécies eram conhecidas
em 2007, segundo Ramirez (2007). Este cogumelo pode ser chamado de shimeji-preto
ou também de cogumelo ostra, devido ao seu formato lembrar o formato de uma ostra.
Os cogumelos ostras sdo cultivados ao redor do mundo em paises como a india e em

continentes como a Europa e a Africa e no sudeste da Asia (Bernardi, 2009).
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Figura 6. Imagem do cogumelo Pleurotus ou cogumelo ostra (Disponivel em:
http://www.mykoweb.com/CAF/species/Pleurotus_ostreatus.html. Acesso em: 13 de
novembro de 2016).

Esse género de cogumelo é muito apreciado pelas caracteristicas nutricionais,
mas também pela textura e sabor agradaveis. O género Pleurotus possui em sua
constituicdo um alto teor de fibras, sendo um forte substituto da carne para pessoas
vegetarianas e veganas. Em seu trabalho, Furlani (2005) investigou todas as espécies de
cogumelos do género Pleurotus, encontrando na totalidade que a constituicdo proteica
desses cogumelos continha aminoacidos essenciais na faixa de 42, 57 a 56,
38 %. O autor ainda menciona que a quantidade de carboidratos encontrados nos
cogumelos analisados resultou na faixa de 6,69 a 7,59%, sem falar nas fibras
alimentares que foram encontradas na faixa de 42,6 a 42,2% em base Umida. Essas

variacdes encontradas sdo referentes as espécies diferentes.

Uma caracteristica importante do cogumelo Pleurotus € a facilidade, rapidez e o
baixo custo de sua producdo. Para realizar o cultivo do cogumelo ostra € preciso pouco
tempo de preparacdo e pouca tecnologia envolvida durante o processo. O baixo custo e
a facilidade de cultivo do cogumelo sdo justificados pelo uso de substratos comuns,

encontrados no dia-a-dia (Bernardi, 2009).

Substrato € a palavra que designa a fonte de nutricdo do cogumelo, ou seja, em
gue meio o mesmo é cultivado. Bernardi (2009) menciona os substratos chamados de
residuos ligno-celuldsicos, os quais permitem a facil degradacdo da celulose e lignina.
Como exemplo de substratos envolvidos no cultivo do cogumelo ostra tem-se palhas de

cereais, cascas de frutas, folhas e caules de bananeiras, restos de papel, residuos citricos,
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polpa de café, bagaco de cana, sabugo de milho, palha e farelo de arroz, serragem de
eucalipto, cascas de coco (Regina, 2001; Pedra, 2006; Rampinelli, 2010; Dias, 2003;
Bernardi, 2013)

Para complementacdo nutricional do cogumelo, em alguns casos, esses
substratos sdo misturados a farelos e até mesmo ureia a fim de proporcionar esse
enriquecimento nutricional. O substrato de producdo do cogumelo, segundo Furlani
(2005), e o principal fator de influéncia na composi¢do quimica do mesmo (Donini,
2006).

Ragunathan (1995), em seu estudo sobre a composicdo quimica dos cogumelos
do género Pleurotus, observou que alguns substratos utilizados favoreciam o
crescimento de certas espécies de cogumelos, como a palha de arroz foi eficaz no
crescimento do Pleurotus sajor-caju, a fibra de cocd mostrou influéncia no crescimento
de Pleurotus platypus e o cogumelo Pleurotus citrinopileatus teve seu crescimento
beneficiado quando o substrato foi cana-de-agUcar.

A espécie Pleurotus florida foi cultivada sobre seis substratos diferentes, sendo
eles palha de trigo, palha de arroz, palha de feijdo, folha de bananeira, palha de sorgo e
sabugo de milho. Dentre estes, os substratos que favoreceram o crescimento do
cogumelo e o desenvolvimento de seu corpo de frutificacdo foram a palha de arroz e a
palha de feijdo, cuja composi¢do possui menor teor de hemicelulose, maior teor de

cinzas, e com maior teor de P, K, Ca, Mg e Mn (Figuerd, 2011).

Os substratos, além de favorecerem o crescimento de certas espécies de
cogumelo, fornecem moléculas que modificam a composicdo quimica original destes.
Furlani, em seu trabalho, relatou que muitas moléculas presentes no corpo de
frutificagdo do cogumelo sdo provindas de seus substratos de cultivo. Apesar disso, ele
conclui em seu artigo que a qualidade nutricional do cogumelo esta vinculada aos teores
de proteina, carboidratos e vitaminas que os cogumelos apresentam (Dias, 2003;
Donini, 2005; Bernardi, 2008; Rios-Hurtado, 2003).

Ramirez (2007) usa em seu trabalho produtos naturais, no caso a polpa do café
como substrato fonte de nutrientes para o cogumelo da espécie Pleurotus sajor-caju. O

autor relata a identificacdo de cafeina no cogumelo como parte da incorporagdo de
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nutrientes a partir da polpa de café utilizada. O cogumelo apresentou cafeina em sua

constituicao apenas apos o cultivo em substrato que a continha.

Salmones (2005) identificou cafeina em trés espécies de cogumelos do género
Pleurotus também cultivados em polpa de café. O autor ainda relata a diminuigdo na
concentracdo de cafeina nos substratos utilizados para o cultivo dessas espécies, o que é
relacionado com o acumulo de cafeina no corpo de frutificagdo do cogumelo em
questdo. De maneira similar, Fan (2006) relata também a mesma diminuicéo do teor de
cafeina nos substratos utilizados durante o cultivo e o acimulo de cafeina no corpo de

frutificacdo dos cogumelos Pleurotus.

Devido ao grande interesse da sociedade atual no consumo de alimentos com
menor teor de lipideos como os cogumelos, e observando o uso de substratos como
polpa e semente de café no cultivo dos mesmos, o atual projeto de mestrado visou
analisar e quantificar a presenca de metabolitos originalmente presentes no café e em
seus derivados em cogumelos comestiveis do género Pleurotus cultivados em residuos

de café.
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CAPITULO 3. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CAFEINA E SEUS
METODOS DE DETERMINACAO

3.1. Cafeina
3.1.1. Classificagéo
3.1.1.1. Metilxantinas

A cafeina é uma molécula classificada como sendo um alcaloide, ou seja, um
composto organico nitrogenado derivado de plantas. Os alcaloides s&o
farmacologicamente ativos, desempenhando funcbes e efeitos terapéuticos no
organismo. Além disso, a cafeina pertence a classe das metilxantinas, que sdo
pseudoalcaloides que atuam diretamente como estimuladores do sistema nervoso
central. As metilxantinas sdo facilmente encontradas em bebidas como cha, cafe,
refrigerantes contendo guarané ou cola e em alguns alimentos como cacau, chocolate e

folhagem de algumas plantas (Simdes, 2004).

Alguns autores divergem quanto a classificacdo das metilxantinas dentro do
grupo dos alcaloides. Existem duas vias de entendimento para os autores, a primeira
defende as metilxantinas como sendo alcaloides, devido a possuirem grande atividade
bioldgica, distribuicdo restrita e a presenca de nitrogénios heterociclicos. A segunda via
de entendimento fica restrita & definicdo de Elderfield (Korolkovas, 2008), na qual 0s
alcaloides sdo substancias nitrogenadas que possuem carater basico. Sendo assim, pela
segunda via, as metilxantinas seriam classificadas como pseudoalcaloides, visto que tem

sua origem de bases puricas e apresentarem carater anfotero (Simdes, 2004).

As metilxantinas mais conhecidas e mais abundantes no planeta terra séo a
cafeina, a teofilina e a teobromina. A cafeina € mais encontrada em fontes vegetais € a
teofilina € mais encontrada por sintese total. Considerando o carater anfotero das
metilxantinas, a teofilina e a teobromina possuem bases nitrogenadas, mas seu carater é
acido, no entanto, a cafeina que também é nitrogenada, forma sais acidos em pH muito
baixo (Simdes, 2004, Moraes, 2003, Korolkovas, 2008).

Sobre sua estrutura, as metilxantinas sdo originadas a partir de bases puricas,

apresentando assim nitrogénios heterociclicos em seus dois anéis. As metilxantinas
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(Figura 7) diferem entre si apenas quanto ao nimero de radicais metila substituidos e as

devidas posi¢des em um mesmo esqueleto.

ﬁb

xantina
o [w] o
10 10 XX
) 1 I
A U)\T / T /
1,3,7-trimetilxantina 3,7-dimetilxantina 1,3-dimetilxantina
{cafeina) (teobromina) {teofilina)

Figura 7. Férmula estrutural das xantinas e as principais metilxantinas: 1,3,7-
trimetilxantina (cafeina), 3,7-dimetilxantina (teobromina) e 1,3-dimetilxantina
(teofilina).

As metilxantinas sdo encontradas principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, onde o clima favorece a producdo de plantas que contém essas moléculas,
sendo que ao redor do mundo existem cerca de 60 espécies vegetais que contém essas

moléculas.
3.1.1.2. A molécula da Cafeina

A cafeina € uma xantina contendo trés radicais metilas, localizados nos
nitrogénios 1, 3 e 7 da mesma. Em sua forma pura, ela é encontrada na forma de um pé
branco brilhante e cristalino. Possui ponto de fusdo na temperatura de 238°C e massa
molar de 194,19 g. Quando a cafeina é ingerida como um sélido, em sua forma pura,

possui sabor amargo.

E amplamente utilizada como farmaco antigripal e como inibidor de apetite.
Nesses medicamentos, principalmente antigripais, ela é associada ao &cido

acetilsalicilico, ao paracetamol, a codeina e a diidroergotamina. Quando isolada, ela é
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utilizada como farmaco no combate ao sono, a enxaqueca e a depressdo respiratoria
(Simdes, 2004; De Maria, 2007; Pacheco, 2007; Soares, 2010).

A cafeina aparece, também, na forma injetdvel, mas seu uso tem sido
questionavel considerando seus maleficios. Além isso pode ser comercializada em
farmacias de manipulacdo e por meio da internet. A cafeina também pode ser
encontrada em algumas drogas vegetais, como cola (Cola acuminata) que apresenta

concentracdes de cafeina de 1 a 2,5 % (Simdes, 2004).

O cacau (Theobroma cacéo L.) apresenta cafeina apds o processo de torrefagéo,
indicando assim que o mesmo néo exerce influéncia sobre a quantidade de cafeina. Os
teores encontram-se em 0,3 %, sementes de guarana com teores de 2,5 a 5,0 %. Em
cafés, o teor de cafeina varia de acordo com a espécie e a variedade de cafés encontrada
(Simdes, 2004).

3.1.1.3. Efeitos da Cafeina

A cafeina é o alcaloide mais ingerido e também o que possui maior atividade
bioldgica. O seu alto consumo € justificado por meio de seu prego acessivel, bem como
pela facilidade em ser encontrados em alimentos de uso diério. Ela é um potente

estimulante do sistema nervoso central.

Além disso, seus efeitos no organismo humano sdo os mais variados, podendo
afetar também o sistema cardiovascular. A cafeina pode causar distarbios que vao desde
0 aumento da capacidade de alerta até a reducdo da fadiga. Ndo somente beneficios,
como 0 aumento da atencdo e concentracdo, mas quando ingerida em excesso também

pode trazer maleficios a satide humana (De Maria, 2007).

A cafeina exerce efeitos ergogénicos durante exercicios de longa duracdo na
dosagem de até 5mg/kg. O Comité Olimpico Internacional considera a cafeina como
doping, quando a sua dosagem ultrapassa a concentracdo urinaria de 12 mg/L. Segundo
Higa (2008), a cafeina é considerada como fator de risco para incontinéncia urinaria em
mulheres em grandes quantidades. Tfouni (2007) relata que o consumo diério do po de
guarand resulta em sintomas como a ansiedade, alguns tremores, inquietacao,

irritabilidade e perda de apetite (Braga, 2000).

40



Nobrega (2011) mostra que a ingestdo de trés xicaras de café promove néo
somente o fim da hipertensdo apds o exercicio, mas também uma resposta hipertensiva a
valores na base de um 6rgdo. Em seu trabalho, Franco (2012), comprovou que a
suplementacdo com cafeina feita em ratos diminuiu a forca a fratura éssea, bem como

reduziu a espessura e 0 peso do fémur, aumentando a excrecdo de calcio na urina.

Sobreiro (2005) comenta que a ingestdo de seis ou mais Xxicaras de café
aumentam a mobilidade espermética. Dorrian (2011) relatou em seu trabalho que
enfermeiras e parteiras australianas utilizam a cafeina como inibidora do sono em dias

de muito trabalho levando a compensacao do sono.

Alguns efeitos indesejaveis do consumo excessivo de cafeina podem ser
identificados a partir da ingestdo de 1,0 g de cafeina, tais como dores de cabeca,
nervosismo, excitacdo, cansaco e alteracdes cognitivas. A partir do consumo diario de
600 mg de cafeina, a pessoa pode apresentar sintomas de cafeinismo, sindrome
decorrente do uso abusivo de cafeina.

Isso acarreta em disturbios do sono, cansaco e ansiedade uma Xicara contendo
175 mL de café, possui aproximadamente cerca de 85 a 115 mg de cafeina, dependendo
do tipo de café e de seu processamento. Um refrigerante de cola contendo 350 mL,

possui cerca de 50 mg de cafeina (Simdes, 2004).

A quantificacdo da cafeina é importante devido ao consumo excessivo de
alimentos e medicamentos que a contém. Atualmente, com a vida corrida que se leva e a
necessidade de substancias que nos permitam ter mais foco e menos sono, o interesse
pelo café e, consequentemente, pela cafeina vem crescendo. Devido aos grandes
maleficios que a cafeina pode causar, quando em excesso no NnOsSsO organismo, a
quantificacdo da cafeina é necessaria para que a dosagem diaria seja controlada por

meio do consumo dos alimentos que contém a cafeina.
3.1.1.4. Métodos de Determinacédo de Cafeina

O método de extracdo da cafeina relatado na literatura € muito variavel, isso por
que a cafeina é uma molécula com dois anéis e nitrogénios heterociclicos. A cafeina
possui pKa proximo a 8,5 e carater basico, devido aos nitrogénios presentes na

estrutura. Em valores de pKa mais baixos, onde a concentracao hidrogenidnica é maior,
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é mais facil a protonacdo da cafeina e, por consequéncia, a sua retirada da matriz em

que esta.

Os métodos de extracdo da cafeina estdo diretamente ligados as técnicas de
andlise e determinacdo da molécula. Essas técnicas encontradas para a determinacdo da
cafeina possuem uma ampla variedade, alternando desde as mais classicas, como a

gravimetria, até as mais sofisticadas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A primeira técnica utilizada para a determinacdo de cafeina foi a técnica classica
chamada gravimetria, método utilizado durante varios anos pela AOAC (Association of
Official Analytical Chemists) para a determinacdo de cafeina em sementes de café,
acompanhada de uma extragdo utilizando agua ou etanol, limpeza do filtrado com 6xido

de magnésio e extracao subsequente com cloroférmio (De Maria, 2007).

Em seu trabalho sobre a composicdo do café e da palha de Coffea arabica,
Martins (2008), usando a extracdo com acido sulfurico, agua quente e cloroformio,
juntamente com a técnica de gravimetria, encontrou valores de 0,81 % na palha e

3,85 % de cafeina no café.

A espectrofotometria com raios aplicados na regido do ultravioleta é também
outra técnica bastante utilizada na determinacdo de cafeina. Esse método consiste na
absorcdo por uma molécula de radiacdo eletromagnética aplicada na regido de
comprimento de onda correspondente aos raios ultravioleta. Como a cafeina absorve

radiacdo nessa regido, a espectrofotometria pode ser utilizada para a sua quantificacao.

No ano de 1930, Holiday, relatou a faixa de absor¢do da cafeina entre os
comprimentos de onde de 270 a 275 nm. Amaral-Mello (2011), utilizando melhores
recursos devido ao aprimoramento da tecnologia, foi preciso e afirmou que existe uma
separacdo mais eficiente do pico de absorcdo da cafeina no comprimento de onda de
274 nm, o que é confirmado também em outros trabalhos (Sousa, 2011; Delaroza,
2014).

Contudo, 0 método espectrofotomeétrico ndo pode ser absolutamente conclusivo
guanto as analises de amostras. Isso ocorre porque outros interferentes podem absorver
a radiacdo no mesmo comprimento de onda da cafeina. A fim de evitar a resposta
mascarada por outros interferentes, é necessario 0 uso de técnicas de separagdo como a

cromatografia.
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A cromatografia que utiliza materiais com menor custo e que ndo necessita de
alta tecnologia € a cromatografia em camada delgada (CCD). Ela consiste em um
método de separacdo de componentes de uma mistura solido-liquido em que a fase
movel (solvente + amostra) passa para a fase estacionéria (coluna). Priersch (2011), em
seu trabalho de determinacéo de cafeina, através da técnica de CCD, em cépsulas de cha

verde revelou a presenca de cafeina e também de outra metilxantina, a teobromina.

Além da cromatografia de camada delgada, existem outras técnicas
cromatogréaficas mais sofisticadas como a cromatografia gasosa, com detectores de
ionizacdo em chamas (DIC) ou acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
Prasniewski (2015) utilizou a técnica CG-EM na determinacéo de cafeina, além da CCD
e também da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é muito relatada na determinacéo de
cafeina. A Tabela 1. mostra algumas referéncias encontradas sobre a determinacdo de
cafeina em diferentes matrizes, utilizando essa técnica de determinacdo com detector de

arranjo de diodos, usando diferentes fases estacionarias e moveis.

Tabela 1. Técnicas de Determinacdo de Cafeina e Pré-tratamento de amostras contendo

cafeina.

Autor - Data Técnica de Determinacdo Pré-tratamento para

da Cafeina amostras

CLAE-UV, 273 nm,
coluna RP-18, fase movel:
agua/etanol/acido acético
(75:24:1) % viviv.

Aragéo, 2009 InfusGes com agua

fervente

Aquino, 2004 CLAE-UV, 285 nm, Aliquotas filtradas, sendo
coluna CH-18, fase as mais concentradas
movel: acetonitrila/agua diluidas em agua.

(20:80) % v/v.
Alves, 2002 CLAE-UV, 273 nm, Método aplicado por apud

coluna Inertsil ODS-3,
fase movel: acido acético
1% : acetonitrila (95:5,
vIv).

Schormuller (1970).
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Marcucci, 2013 CLAE-UV, 272 nm, Diluicdo em acido acético
coluna ODS 1, gradiente (5%), na concentragéo de
linear de acido acético 5% 1,0 mg mL™.

(A) e acetonitrila (B).

Camargo e Toledo, 1998 CLAE-UV, 254 nm, Extracdo por Madison,
coluna C18 fase reversa, Kozarek & Damo (1976),
fase movel isocratica com método de limpeza de
metanol:agua (25:75 v/v).  Li, Berger & Hartland

(1990)

Embora as vantagens da andlise cromatografica sejam evidentes em relacdo a
seletividade e excelentes limites de deteccdo, a técnica exige metodologias de
preparacdo da amostra com a utilizacdo de uma quantidade ndo desprezivel de solventes
toxicos, além de um maior tempo de preparo da amostra. Desta forma, é importante o
desenvolvimento de novas metodologias para a quantificacdo de compostos de
interesse, como a cafeina. Neste aspecto, destacam-se as técnicas de eletroanalise, quais
surgem como alternativa a fim de diminuir o tempo e o custo das analises,

possibilitando a obtencéo de limites de deteccdo dentro do esperado.
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Figura 8. Mecanismo proposto por Lourencdo (2009) usando eletrodo de diamante

dopado com boro.

A cafeina apresenta potencial de oxidacdo, devido & sua estrutura organica,
como pode ser observado na Figura 8, mecanismo de oxidacéo proposto por Lourengédo
(2009). Em razéo disso, as técnicas eletroanaliticas mais aplicadas a molécula de cafeina
sdo a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).
As técnicas voltamétricas de pulso consistem na aplicacdo de pulsos de potencial, bem

como na determinacéo de corrente logo apos a aplicacdo desses pulsos de potencial.
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A voltametria de pulso diferencial foi utilizada na determinacdo simultanea de
cafeina, &cido ascorbico e paracetamol em formulacGes de medicamentos, usando um
eletrodo de trabalho de carbono vitreo e como eletrélito suporte uma solucdo de &cido

perclorico com concentracdo de 0,1 mol/L (Lau, 1989; De Maria, 2007).

Usando como eletrolito suporte o acido perclérico (0,1 mol/L) e eletrodo de
trabalho, o eletrodo de ouro, Braga (2006) utilizou a técnica de voltametria ciclica para
a determinacdo de cafeina em produtos farmacéuticos encontrando como limite de
deteccdo 9,92.10° mol/L. Oliveira (2016) usou a técnica de voltametria de pulso
diferencial para determinar cafeina utilizando eletrodos FTO’s (O0xido de estanho
dopado com flaor) modificados encontrando limites de deteccdo e de quantificacdo de

0,052 e 0,17 pmol/L, respectivamente.

Usando a voltametria de onda quadrada de redissolucdo anddica, Ly (2004)
utilizou o eletrodo comercial de carbono grafite para determinar cafeina em amostras de

ché, usando como eletrélito suporte o tampdo fosfato com pH 9,2.

Alencar (2015) em sua pesquisa sobre a determinacdo simultdnea de acido
acetilsalicilico, cafeina e paracetamol utilizou como eletrolito suporte uma solucdo de
acido sulfarico (0,1 mol/L) e a técnica escolhida foi amperometria de multiplos pulsos e

0 eletrodo de trabalho foi uma placa de filme de diamante dopado com boro (DDB).

Lourencdo (2009) em seu trabalho de determinacdo simultanea de paracetamol,
cafeina e &cido ascorbico em formulagdes farmacéuticas utilizou o eletrodo de diamante
dopado com boro como eletrodo de trabalho, a técnica de voltametria de pulso

diferencial e o eletrdlito suporte de tampdo acetato com pH 4,5.

A aplicacdo de técnicas eletroanaliticas na quantificacdo de cafeina em amostras
de alimentos tem sido realizada de forma discreta e poucos trabalhos tém sido
encontrados na literatura sobre este tema. Neste sentido, optou-se por fazer a
determinacéo de cafeina em cogumelos do género Pleurotus, buscando menores limites

de quantificacdo e deteccdo para essa determinacao.
3.1.2. Tecnicas Voltamétricas Utilizadas

3.1.2.1. Voltametria Ciclica
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A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica baseada em duas
varreduras de potencial, a direta e a inversa. Apds a primeira varredura, a direcdo do
potencial € invertida e a segunda varredura é completada. Durante as duas varreduras de
potencial, a corrente elétrica € medida. Uma vantagem da técnica de voltametria ciclica
€ que o produto da reacdo redox que ocorreu na primeira varredura € avaliado

novamente na segunda varredura.

A voltametria ciclica ndo é demasiadamente empregada para a analise
quantitativa, uma vez que apresenta baixa sensibilidade. Contudo, é uma técnica valiosa
no estudo e na avaliacdo do comportamento eletroquimico de compostos de interesse.
Desta forma, por meio da variacdo da velocidade de varredura na VC, é possivel
promover um estudo acerca do mecanismo de reacdo redox juntamente com seus
produtos de reacdo e produtos intermediarios, estimando assim, o nimero de elétrons

envolvidos no processo eletroquimico.

Outras aplicacdes da voltametria ciclica sdo a analise dos potenciais de pico das
moléculas investigadas, a avaliacdo cinética das reacdes redox e a investigacdo da
reatividade quimica das moléculas. Os potenciais em que a direcdo da varredura é
invertida sdo chamados potenciais de inversdo. Esses potenciais sdo escolhidos com
base na oxidacdo ou reducdo da molécula investigada (Skoog, 2006).

3.1.2.2. Voltametria de Onda Quadrada

A técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma das técnicas de pulso
mais rapidas e sensiveis e os limites de detec¢do obtidos podem ser comparados aos das

técnicas cromatograficas (De Souza, 2003).

A VOQ ¢ baseada na medida de corrente elétrica em funcdo do potencial
resultante de uma sequéncia de variacdo de potencial em forma de onda, onde a
variacdo crescente de potencial ¢ aplicada através de uma ‘escada de potencial’ gerando
dessa maneira um pico simétrico correspondente ao processo redox sofrido pelo analito.
Adicionalmente, a possibilidade de obter correntes de pico definidas em contraponto
com velocidades altas de varredura, resultando assim numa maior sensibilidade da

técnica, € a principal vantagem do uso da técnica de voltametria de onda quadrada.
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Para o calculo da velocidade da varredura na voltametria de onda quadrada, séo
avaliados dois pardmetros da técnica: a frequéncia (f ) e o incremento (AEs). Quando
essa técnica € aplicada, os tempos experimentais de analise sdo relativamente curtos e

podem ser obtidos com as frequéncias moderadas (De Souza, 2003; Skoog, 2006).
3.1.3. Validacédo de Métodos

A validacdo de um meétodo de determinacdo é a avaliacdo de sua eficiéncia
quanto ao objetivo pretendido. Para que essa avaliacdo ocorra, € necessaria a analise e
verificacdo de alguns parametros da validacdo. Os parametros sdo avaliados para

garantir a confiabilidade do método proposto.

Um estudo de validacdo € necessario devido ao surgimento de novos métodos
analiticos de determinacdo e também a garantia de que o método proposto é confidvel e
os resultados fornecidos pelo mesmo, evitando perdas de recursos, muitas vezes,
irreparaveis. Devido a esses motivos, deve-se avaliar os parametros e certificar-se de
que estdo dentro das regulamentagdes estabelecidas e recomendadas, proporcionando
assim resultados coerentes (Ribani, 2004; Aragéo, 2009).

Dois tipos de validagdo sdo relatados no trabalho de Ribani, a validacdo no
laboratdrio e a validacdo completa. A validacdo no laboratério € o tipo de validacdo em
que todas as etapas sdo avaliadas e realizadas dentro de um laboratorio apenas. A
validacdo completa consiste em um estudo entre laboratérios em que sdo usados

métodos analiticos oficiais pra a aplicacéo de interesse.

Para que um determinado procedimento experimental seja avaliado é necessario
0 estudo de alguns parametros, cujas diretrizes sdo regulamentadas por agéncias como a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e o Instituto de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Nutricional (INMETRO, 2011). Essas duas agéncias sao as

que fazem a regulamentacé de métodos analiticos de todo o Brasil.
3.1.3.1. Linearidade

A linearidade é avaliada com o objetivo de verificar a capacidade que um
determinado método de determinacdo possui em obter respostas analiticas que sejam

diretamente proporcionais a concentracdo de analito em uma determinada amostra. A
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expressao matematica y = ax + b € utilizada para descrever a relacdo entre a

concentracdo de analito e a resposta analitica.

Os valores de a e b sdo determinados através de um conjunto de dados
experimentais, os quais sdo submetidos a técnica de regressdo linear. Para isso, uma
curva de calibracdo deve ser construida com no minimo 5 concentracdes distintas
crescentes a fim de formarem uma base de dados, a qual é submetida a analise
estatistica a fim de determinar o coeficiente de correlacdo, bem como os valores de
intersecdo com o eixo Y, do coeficiente angular, entre outros fatores avaliados (Ribani,
2004; Aragdo, 2009).

3.1.3.2. Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo € a menor concentragdo do analito de interesse que a
técnica utilizada na determinacdo pode detectar, mas ndo necessariamente quantificar. O
limite de quantificacdo, de maneira similar, € a menor quantidade que a técnica de

determinacéo utilizada pode quantificar com precisdo e exatidao (Ribani, 2004).

Existem trés maneiras de realizar os calculos dos limites de deteccdo e de
quantificacdo: o meétodo visual, 0 método com relacdo no sinal residuos e o0 método
avaliando os parametros da curva de calibracdo. O método escolhido para determinar os
valores de LD e LQ para o atual estudo foi o de avaliagdo dos parametros da curva de
calibracdo (Ribani, 2004).

3.1.3.3. Precisdo

A precisdo é outro parametro avaliado no estudo de validacdo de um método
analitico. Ela avalia a proximidade que os resultados de uma mesma amostra possuem
entre si. A precisdo pode ser avaliada em trés diferentes niveis: a repetitividade, a

precisdo intermediaria e a reprodutibilidade.

O estudo da repetitividade se refere a avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em um Unico dia de analise, mantendo condi¢bes controladas. A
reprodutibilidade é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em diferentes
laboratorios, ou seja, contando com uma avaliagdo interlaboratorial. A precisdo
intermediaria é utilizada para comparar resultados obtidos para uma Unica amostra

durante o periodo de dias consecutivos em um mesmo laboratério (Aragédo, 2009).
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3.1.3.4. Exatidao

O parametro da validacdo denominado exatiddo tem como objetivo a
comparacgao entre resultados obtidos e determinados através de ensaios experimentais e
um valor tedrico de referéncia. A avaliagdo desse parametro pode ser realizada de trés
maneiras diferentes: o método de adi¢do-padrdo, 0s ensaios de recuperacdo e até mesmo

a comparacao entre 0s métodos.

O método de adicdo-padrdo consiste em sucessivas adicbes de aliquotas de
amostras com concentracdes conhecidas sobre a solucdo contendo uma concentracao de
amostra cuja concentracdo é desconhecida, objetivando conhecer a concentracdo desta.
Esse método geralmente € utilizado quando ndo s&o encontradas amostras com a mesma

matriz, mas livres do analito de interesse.
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QUADRADA
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CAPITULO 4. DETERMINACAO DE CAFEINA EM COGUMELOS
PLEUROTUS UTILIZANDO A TECNICA DE VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA

4.1. Materiais e Métodos
4.1.1. Amostragem

Para a realizagdo desse trabalho, trés amostras distintas de cogumelo foram
cedidas pela Profa. Dra. Herta Dalla Santa, do Departamento de Engenharia de
Alimentos (DEALI), da UNICENTRO localizada em Guarapuava. As amostras de
cogumelos recebidas sdo a totalidade dos basidiocarpos de cogumelos Pleurotus

cultivados sobre diferentes residuos.

Os mesmos foram liofilizados, triturados e fragmentados em mindsculos
pedacos, possuindo assim o aspecto de farelo (Figura 9). As amostras foram
armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente. As amostras de cogumelo

foram classificadas segundo os substratos utilizados para o cultivo (Tabela 2).

Tabela 2. Codigo representativo das Amostras de Cogumelo Pleurotus.

Amostra Cultivo/Substratos Utilizados

Cogumelo A —Trigo + Trigo  Amostra cultivada por 25 dias e inoculada por 45 dias

apenas em sementes de trigo.

Cogumelo B — Trigo + Café ~ Amostra cultivada por 25 dias sobre palha de trigo e

inoculada por 45 dias em borra de café.

Cogumelo C — Café + Café Amostra cultivada por 25 dias sobre semente de café e

inoculada por 45 dias em borra de café.

A amostra A é cultivada apenas em trigo, ou seja, em nenhuma parte do
processo de cultivo o cogumelo teve contato com borras de café. A amostra B foi
cultivada em trigo e inoculada em residuos de café, com isso espera-se encontrar na
amostra indicios de cafeina. A amostra C quando cultivada teve em duas partes do
processo o0 uso de residuos de café, espera-se, portanto, que a concentracdo de cafeina

seja maior que da amostra B.
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Figura 9. Fotos das amostras de cogumelo Pleurotus.
4.1.2. Técnicas Utilizadas
4.1.2.1. Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria ciclica foi empregada para o estudo da reagdo de
oxidagdo eletroquimica da cafeina sobre a superficie do eletrodo de diamante dopado
com boro. A técnica foi empregada por meio da variacdo da velocidade de varredura na
faixa de 10 a 200 mV/s.

Os parametros fixados para esse estudo foram potencial de inicio da varredura
em 0,85 V, potencial final com valor 1,45 V e potencial de reversdo da varredura com
valor 0,85 V além do incremento de varredura ser fixado no valor de 4 mV. O eletrdlito
suporte usado para essa avaliacdo foi a solucdo de sulfato de sodio 0,1 M com pH 5,0. A
concentragdo de cafeina dentro da cela eletroquimica foi de aproximadamente 1,3 . 102
M. Os critérios avaliados utilizando a técnica de voltametria ciclica possuem a
finalidade de avaliar a reversibilidade da reacdo e o comportamento eletroquimico da

cafeina.
4.1.2.2. Voltametria de Onda Quadrada

A técnica de voltametria de onda quadrada foi utilizada, nesse trabalho, para o
estudo de oxidagdo eletroquimica da cafeina e para a quantificacdo de cafeina em
cogumelos Pleurotus. Por meio dessa técnica, uma metodologia analitica foi
desenvolvida para a quantificacdo da cafeina. Para a determinacdo da cafeina em
amostras de cogumelo, uma curva de trabalho foi construida, obtendo-se valores de LD,

LQ, desvio padréo e sensibilidade.
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Adicionalmente, foi também avaliada a recuperacdo da cafeina nas amostras de
cogumelo, com massa de 0,2 g, enriquecidas com 200 pL de uma solucdo padrdo de
1000 mg/L, obtendo, portanto, a concentracdo de 1,0 mg/g de cogumelo ou 20 mg/L de
extrato em um baldo volumétrico de 10 mL. As medidas voltamétricas utilizadas para a
quantificacdo de cafeina em cogumelos Pleurotus foram realizadas nas condicdes

experimentais otimizadas sobre o eletrodo diamante dopado com boro (DDB).

Os parametros da técnica variados foram o incremento de varredura, a amplitude
de potencial e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, além disso o eletrélito
suporte e pH do meio, todos foram otimizados utilizando a técnica de voltametria de

onda quadrada.
4.1.3. Instrumentacao
4.1.3.1. Potenciostato

As determinacGes eletroanaliticas foram realizadas no potenciostato da marca
Microautolab®, dotado com o software GPES, sendo que aos dados experimentais

foram aplicados tratamento fazendo uso do software OriginLab.
4.1.3.2. Célula eletroquimica e conjunto de eletrodos

Para a realizacdo dos experimentos e determinacdes, foi utilizada uma célula
eletroquimica de vidro Pyrex®, com capacidade para 40 mL. A mesma foi equipada
com uma tampa de Teflon® e composta por um conjunto com trés eletrodos. O eletrodo
de trabalho utilizado foi um eletrodo de diamante dopado com boro (DDB), com area
superficial média de 0,62 cm?; o contra-eletrodo foi um eletrodo de platina com éarea
superficial média de 3,0 cm?, e por fim, o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em KCI
3,0 mol/L.

O eletrodo diamante dopado com boro (Figura 9), utilizado como eletrodo de
trabalho, possui uma ampla janela eletroquimica e também grande resisténcia a meios
agressivos. Além disso, o DDB quando comparado a eletrodos como carbono vitreo e
grafite pirolitico, apresenta vantagens como a alta estabilidade e a geragéo elétrica de
radicais hidroxila (forte agente oxidante) o que faz com que esse material seja
amplamente utilizado na oxidagdo de compostos organicos aromaticos (Pedrosa, 2003;
Batista, 2011).
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Figura 10. Foto do eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (DDB).

O eletrodo de trabalho diamante dopado com boro utilizado para este trabalho
foi cedido pelo Sr. Werner Haenni do Centro Suigo de Eletronica e de Microtécnica,
localizado em Neuchatel na Suica. A sintese desse eletrodo foi realizada por meio da
técnica de HF CVD (Hot Filament Chemical Vapor Deposition), com a temperatura de
filamento compreendida na faixa entre 2440 e 2560 °C, com fase gasosa formata por
metano (CHa4) com excesso de gas hidrogénio (H.), sendo o gas de dopagem o trimetil-
boro (4500-5000 ppm).

Um pré-tratamento foi necessério para a utilizacdo e limpeza do eletrodo. Esse
tratamento consistiu na aplicacdo de um potencial de 3,0 V durante 60 segundos, para a
remoc&o do filme hidrofébico do eletrodo. Logo apds a remocéo do filme, um potencial
de -3,0 V foi aplicado também pelo tempo de 60 segundos com a finalidade de melhorar
a resposta voltamétrica do eletrodo (Suffredini, 2004).

4.1.4. Preparo das Amostras

Os extratos relativos as 0,2 g de amostras foram preparados a partir da extracdo
elaborada por Kultz (2014) e Ramalho (2015) em trabalhos semelhantes com cogumelos
Pleurotus. Essa extracdo foi escolhida devido a um planejamento fatorial 22 realizado,
tendo como variaveis o tempo de sonicacdo no aparelho de Ultrassom (10 ou 20
minutos) e o volume de solvente extrator, no caso HCI 0,1 M (1,0 ou 2,0 mL), utilizado

durante o procedimento de extracao.

A melhor condicdo obtida e otimizada através de erros experimentais foi a de
extracdo com 6,0 mL de metanol, sendo levada ao ultrassom por 20 minutos e a
centrifuga pelo tempo de 10 minutos. Apds isso, ocorreu a separacdo do sobrenadante e
a secagem ao natural durante 3 dias.
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A extracdo utilizada foi dividida em algumas etapas, descritas no fluxograma da

Figura 11.
@ Pesagem de @Adigﬁo de @Banho de @ Centrifugacao
0,2gde 3.0mLde ultrassom por 20 por 10 min
cogumelo MeOH min
@ Separacdo do
@Avolummar em @St-acagem sem sobrenadante
um baldo aquecimento por 3
volumétrico de 10 dias

Figura 11. Fluxograma referente as etapas de extracdo de cafeina utilizando metanol
como solvente.

Para a determinacdo eletroanalitica, a extracdo das amostras seguiu o
procedimento proposto e elucidado no fluxograma apresentado na Figura 10. As trés
amostras fornecidas foram pesadas em porcdes de 0,2 g cada, e em duplicatas, sendo a
elas, aplicado o procedimento de extracdo acima descrito..

4.1.5. Estudo do efeito da Velocidade de Varredura

Para o estudo da velocidade de varredura, utilizou-se a técnica de voltametria
ciclica. O estudo da velocidade de varredura foi realizado pela necessidade do estudo do
processo de oxidacdo da molécula de cafeina. Além disso, esse estudo é relevante para a

investigacdo da reatividade da molécula de cafeina.

Devido a isso, foram testadas 9 velocidades de varredura distintas, com valores
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 130, 150, 200 mV/s, com parametros fixos de
incremento de varredura de 4 mV e como eletrélito suporte a solucdo de sulfato de
sodio na concentragdo 0,1 mol/L e pH 5,0, otimizado em ensaios fazendo uso da técnica

eletroanalitica de voltametria de onda quadrada (Agostinho, 2004).

Os potenciais utilizados para esse estudo da velocidade de varredura foram
definidos com base em ensaios preliminares e por meio da revisdo de literatura. Sendo
assim, como potencial inicial de partida, fixou-se o valor de 0,85 V, como potencial de
inversao, fixou-se o valor de 1,65 V e como potencial de retorno, fixou-se 0 mesmo

valor inicial de 0,85 V.
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4.1.6. Otimizacdo de Parametros da Técnica de Voltametria de Onda Quadrada para a

determinacéo de cafeina

A otimizacdo de parametros foi realizada com finalidade de escolher os
parametros que contribuem para o aumento da resposta analitica e que resultam em uma
determinacdo mais precisa de cafeina. Para isso, foram avaliados e variados os seguintes
parametros: eletrdlito suporte, frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial (f),
amplitude de potencial (a), incremento de varredura (AEs) e concentragdo
hidrogenidnica do meio (pH).

4.1.6.1. Eletrdlito Suporte

A otimizacdo do eletrdlito suporte foi realizada adicionando 1,60 mL de uma
solucdo de cafeina de 500 mg/L em diferentes eletrélitos suportes. A concentracdo de

cafeina na cela, contendo 20,0 mL de eletrdlito suporte foi de 1,30.102 mol/L.

Os eletrolitos escolhidos para essa variacdo foram: solucdo fosfato de sodio,
solucdo de sulfato de so6dio e o tampdo Britton-Robinson. Todas as solugdes foram
testadas levando em consideracdo o pH 1,0. Para essa analise, 0 incremento de
varredura foi fixado em 2,0 mV, a frequéncia foi fixada em 100 Hz e a amplitude em 40
mV.

4.1.6.2. Frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial (f)

A frequéncia de onda quadrada € um parametro relativo a técnica escolhida para
a determinacdo de cafeina, a voltametria de onda quadrada. A variacao de frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial revela informacg6es importantes a respeito do grau de
reversibilidade do processo de oxidacdo, do numero de elétrons envolvidos durante o

processo (no caso de sistemas reversiveis) e o valor de an (para sistemas irreversiveis).

Para a avaliagdo da frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial, variou-se a
frequéncia dentro da faixa de 10 a 250 Hz, deixando fixos os valores de pH em 1,0,
amplitude em 0,04 V e incremento em 2 mV. O tampéo utilizado para a realizada dessa
otimizagdo foi uma solugdo de sulfato de sddio na concentracdo de 0,1 M. Para a
escolha do melhor valor de frequéncia, uma quantidade de 1,60 mL de solucdo padrdo
de cafeina na concentracdo de 500 mg/L foi adicionada a 30 mL de tampéo sulfato,

59



resultando em uma concentragio de 1,30.102 mol/L de cafeina dentro da cela

eletroquimica.
4.1.6.3. Amplitude (a)

A amplitude foi avaliada segundo a variacdo na faixa de 0,01 e 0,07 mV. Para
isso, foram fixados os valores dos demais parametros em 100 Hz para a frequéncia,
0,04 V para incremento de varredura e pH em 1,0. Para essas medidas, o eletrolito
suporte utilizado foi uma solucdo de sulfato de sodio na concentragcdo de 0,1 M com

ajuste de pH feito com solucdo de HCI na concentracdo de 0,1 M.

Para a avaliacdo do melhor valor de amplitude da técnica de voltametria de onda
quadrada, foi adicionado a 30 mL de solucédo de sulfato de sodio, o volume de 1,60 mL
da solucdo padrdao de cafeina na concentragdo de 500 mg/L, ocasionando a uma
concentracéo de 1,30.102 mol/L.

4.1.6.4. Incremento de Varredura (AEs)

O incremento de varredura foi avaliado por meio da variagdo na faixa de 2 a 10
mV, deixando fixo a amplitude no valor de 0,4 V, a frequéncia no valor de
100 Hz e o pH no valor de 1,0. O eletrdlito suporte utilizado para a variacdo desse

parametro foi uma solucdo de sulfato de s6dio na concentragdo de 0,1 mol/L.

Para comparacdo entre as respostas obtidas pela variagdo do incremento de
varredura foi feita com a adicdo de 1,60 mL de uma solucdo padrdo de cafeina na
concentracdo de 500 mg/L, obtendo como concentracdo da célula eletroguimica
1,30.10 mol/L.

4.1.6.5. Concentracdo Hidrogeni6nica do meio

A variagdo da concentracdo hidrogeniénica do meio foi avaliada segundo 4
solugdes distintas com valores de pH de 1,0, 5,0, 7,0 e 8,0. As solugdes foram
preparadas com base em uma solucéo padréo de sulfato de sodio na concentragéo de 0,1
mol/L, com ajustes de pH por meio de solucbes de HCI e NaOH, ambas na

concentragéo de 0,1 mol/L.

Para a variagdo da concentra¢do hidrogenionica, os demais parametros tiveram

seus valores fixados em 0,4 V para a amplitude, 0,04 V para o incremento de varredura
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e a frequéncia em 100 Hz, utilizando o eletrolito suporte de uma solucdo de sulfato de

sodio na concentragdo de 0,1 mol/L.
4.1.7. Validagdo de Técnicas Eletroanaliticas

Os parametros a serem avaliados sdo linearidade, preciséo, exatidao e limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ). A maneira como cada um dos parametros
sera avaliada, bem como seus respectivos resultados levou em consideracdo as duas
agéncias regulamentadoras ANVISA (2003) e INMETRO (2011). A validacédo se faz

necessaria para garantir que o0 método seja repetido sem maiores problemas.
4.1.7.1. Linearidade

Para analise da linearidade no atual trabalho, uma curva de calibracdo
contendo 13 pontos com concentragcdes na faixa de 0 a 10,3 pumol/L de cafeina. Esse
procedimento foi realizado através do método de adicdo-padrdo com ensaios em
duplicata. Aos dados coletados, foi aplicada a regressao linear e o teste de falta de ajuste

no intervalo de confianca de 95%.
4.1.7.2. Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ)

Para o desenvolvimento dos célculos para os LD e LQ para a cafeina, foi
utilizada a curva de calibracdo pela qual fez-se o estudo de linearidade com faixa de
concentracdo de 0 a 10,3 pmol/L. A curva foi realizada levando em consideracdo o
método de adi¢do-padrdo. Os célculos de LD e LQ tiveram como variaveis o desvio-
padrdo do intercepto da curva de calibracédo estudada (s) e a inclinacdo (b) desta mesma.

As férmulas relativas aos calculos sdo descritas a seguir:

LD = . nglﬂés

(Equacgéo 1 e 2)
4.1.7.3. Preciséo

O estudo da precisdo para este trabalho consistiu em anélises de repetitividade e
precisdo intermediaria. A repetitividade e a precisdo intermediaria foram avaliadas em

dois dias consecutivos com trés por¢des de cogumelo A de massa de 0,2 g, as quais
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foram extraidas e analisadas através do método de adicdo-padrdo. As amostras foram

enriquecidas com 20 mg/L de cafeina.

Como anélise da preciséo, calculou-se o desvio padréo relativo (%), tanto para a
precisdo intermediaria quanto para a repetitividade, atraves das Equacdes 3 e 4.

DPRr = —2 x 100
media
. Spi
DPRpi = —— x 100
media

(Equacbes 3 e 4)

Onde DPRr é o desvio padrédo relativo para a repetitividade e Sr é o desvio
padrdo para repetitividade. De forma similar, DPRpi é o desvio padrdo relativo para a

precisdo intermediaria e Spi o desvio padrdo para a precisdo intermediéria.
4.1.7.4. Exatiddo

Para esse teste foram realizadas curvas de concentracdo através do método de
adicdo-padrdo com uma solucdo padrdo de concentracdo 20 mg/L de cafeina e com o
extrato de cogumelo enriquecido com 20 mg/L de cafeina. Para o extrato utilizado,
foram pesadas 3 por¢des com massa de 0,2 g de cogumelo A e enriquecidas com 200

pL de uma solucdo de 1000 mg/L de cafeina.

A recuperacdo foi calculada por meio da Equacdo 5, sendo a concentracdo

teorica previamente determinada pelo método cromatografico CLAE com detector UV.

% REC = % x 100
(Equacéo 5)

Sendo, C1 = concentracdo experimental calculada e C2 = concentragéo teorica

esperada.
4.2. Resultados e Discussdo

O estudo da reacdo de oxidacao eletroquimica da cafeina foi iniciado por meio
da analise voltamétrica sobre o eletrodo de diamante dopado com boro (DDB). Para a
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determinacdo de cafeina em cogumelos do género Pleurotus, foram utilizadas duas

técnicas, a voltametria ciclica (VC) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).

A técnica de voltametria ciclica foi utilizada para a investigacdo da variagdo da
velocidade de varredura. Inicialmente, o estudo de velocidade de varredura, bem como a

otimizacao de parametros relativos a essas técnicas experimentais foram realizados.

Com a finalidade de se obter as melhores e mais adequadas condicdes
experimentais na determinacdo de cafeina, os parametros como o eletrolito suporte
utilizado, a frequéncia de aplicacdo dos pulsos, a amplitude, o incremento de varredura
e a concentracdo hidrogenibnica do meio foram otimizados com auxilio da técnica de

voltametria de onda quadrada.

Por meio da avaliacdo e otimizagdo dos parametros, pode-se determinar o grau

de reversibilidade da reacdo e o0 comportamento eletroquimico da molécula de cafeina.
4.2.1. Voltametria Ciclica

O estudo da reacdo de oxidacdo da molécula da cafeina possui como
experimentos iniciais a exploracdo da variacdo da velocidade de varredura. Os
voltamogramas ciclicos em funcdo da velocidade de varredura no intervalo de 10 a
200 mV/s, referentes ao estudo da eletroatividade da molécula de cafeina, podem ser
observados na Figura 11.

Pode-se observar que a molécula da cafeina apresentou um pico de oxidacao
com caracteristicas de processo irreversivel. Isso é justificado pela auséncia de pico
reverso, durante a segunda varredura (inversa). O pico de oxidacdo da cafeina foi
observado na regido de 1,45 V vs. Ag/AgCI.

63



1200

100,0  f——#nso

s

iy

80.0[

g 60,0 -

-l

L
Kimy

40,0 4

0.8 1.0 1.2 1__'4 1.6 1.8
EV vs Ag/AgCl
Figura 12. Influéncia da variacdo da velocidade de varredura no aspecto geral dos

voltamogramas para a cafeina sobre DDB, com valores de velocidade de  varredura
(1,30x102 mol L%, pH = 1,0 tamp&o BR 0,1 mol LY).

Além da auséncia de pico durante a varredura inversa, é possivel observar que
com o aumento da velocidade de varredura, ha um deslocamento do potencial de pico
para regides mais positivas. Este fato é caracteristico e também evidencia um processo

eletroquimico irreversivel (Gosser, 1993).

4.2.2. Otimizagdo de Parametros

O primeiro passo no desenvolvimento de uma metodologia é a otimizacdo dos
parametros envolvidos. Assim, pardmetros como a concentragdo hidrogenionica do
meio e o efeito do eletrolito suporte na oxidacdo da cafeina, foram investigados por
meio da técnica de voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry —

SWV), a fim de se obter o melhor sinal analitico.

Além destes, a otimizacdo dos parametros da técnica de SWV, como frequéncia
de aplicacdo dos pulsos de potencial, amplitude de potencial e incremento de varredura
podem melhorar de forma significativa a resposta eletroanalitica. Desta forma, estes trés

parametros foram, também, avaliados.
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4.2.2.1. Eletrdlito Suporte

Estudos preliminares foram realizados para a determinacao do eletrolito suporte
mais adequado para o estudo do processo de oxidacdo eletroquimica da cafeina. Os
eletrolitos suporte selecionados para esse estudo foram: o tampdo Britton-Robinson
(BR), a solucdo de fosfato de sédio e a solucdo de sulfato de sodio, todos na

concentracdo de 0,1 mol/L e com pH igual a 1,0.

A técnica utilizada para esse teste foi a voltametria de onda quadrada, com 0s
parametros e o conjunto de eletrodos previamente estabelecidos. Na Figura 12. estdo
contidos os voltamogramas referentes aos diferentes eletrdlitos suporte utilizados. E
possivel observar que a cafeina apresenta um Unico pico de oxidacdo em torno de 1,46
V vs. Ag/AgCI.

— tampdo fosfato de sédio, pH 1,0
120 0 i = tamp4éo sulfato de sédio, pH 1,0
! tampéo Britton-Robinson, pH 1,0

80,0~

/LA

40,04

0,0 e

08 10 12 14 16 18
E/V vs Ag/AgCI

Figura 13. Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacdo da cafeina sobre DDB,
para os eletrdlitos suporte: solucdo de sulfato de sodio, tampdo Britton Robinson,

solucéo de fosfato de sodio (1,30x102 mol L, f =100 s, AEs =2 mV, a =50 mV).
Apesar disso, a maior intensidade de corrente de pico referente a oxidagdo da

cafeina foi obtida utilizando a solucéo de sulfato de sddio. Dessa maneira, a solugéo de

sulfato de sddio na concentracdo de 0,1 mol/L e pH 1,0 foi o meio escolhido para o

estudo de oxidacédo da cafeina sobre o eletrodo de DDB.
4.2.2.2. Estudo do Efeito da concentracao hidrogenibnica

O estudo da influéncia da variacdo do pH do meio foi realizado com base na
resposta voltameétrica da cafeina. A concentragcdo hidrogenionica do meio foi sendo

alternada em 1,0, 5,0, 7,0 e 8,0, em meio de solucdo sulfato de s6dio com concentracéo
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de 0,1 mol/L. Os valores de pH foram escolhidos analisando o valor de pKa da cafeina

de 8,5, sempre tornando o meio &cido para que a cafeina esteja protonada.

Os voltamogramas de onda quadrada resultantes da variagdo de diferentes
valores de pH encontram-se na Figura 14. Observou-se que com o aumento do valor de
pH, os valores de potencial relativos ao processo de oxidacdo da cafeina foram
deslocados para valores menores. Com base nisso, revela-se que a transferéncia
eletronica decorrente do processo de oxidagcdo da molécula de cafeina é dependente do
pH do meio.

42,04 |—pH1
——pH5
36,01 pH?
——pH8
30,04 branco
<1 24,0
= 18,04
12,0
6,0
0'0 - B e i e S

08 10 12 14 16 18
E/V vs Ag/AgCI

Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada par a oxidacao da cafeina sobre o eletrodo
diamante dopado com boro (DDB), em sulfato de sédio 0,1 mol L para pH 5,0, pH 1,0,

pH 7,0, pH 8,0 e branco (1,30x102 mol L%, f = 100 s, AEs = 2 mV, a = 50 mV).

Nota-se que o pH que fornece maior intensidade de corrente de pico foi o pH de
5,0. De acordo com a literatura, a concentracdo hidrogeniénica do meio favorece a
oxidacdo da cafeina em pH proximo a 4,5 (Lourencdo, 2004). O potencial referente ao
processo de oxidacdo da cafeina em meio de pH 5,0 estd na regido de 1,38 V vs.
Ag/AgCI.

4.2.2.3. Efeito da Frequéncia de Onda Quadrada (f)

A frequéncia de onda quadrada é um dos parametros da técnica utilizada, pois é
ele que determina a intensidade dos sinais e consequentemente, a sensibilidade do

método. Na Figura 14 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o

66



processo de oxidacdo da molécula de cafeina em funcdo da variacdo da frequéncia de

aplicacdo dos pulsos de potencial.

70,0 { — branco

—— 10Hz

60,01 20Hz

— 30Hz

50,01 — 5oH;

—80Hz
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= —— 100Hz
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— 200Hz

20,091 __’som;
10,0
0,0

08 10 12 14 16 18
E/V vs Ag/AgCl

Figura 15. Influéncia da variacdo da frequéncia da onda quadrada no aspecto geral dos
voltamogramas da cafeina sobre DDB, com valores de frequéncia (1,30x102 mol L,

pH = 5,0, tampdo sulfato de sodio 0,1 mol L%, a =50 mV, AEs = 2 mV).

Por meio dos voltamogramas de onda quadrada obtidos pela variacdo da
frequéncia, é possivel observar que com o aumento da frequéncia ocorre um aumento
proporcional na intensidade da corrente de pico, unida com um deslocamento do

potencial de pico para regides mais positivas.

Apesar disso, as frequéncias avaliadas acima de 200 Hz sdo consideradas
elevadas, 0 que compromete a reacdo de oxidacdo da cafeina. Quando calculamos a
velocidade de varredura para a técnica de voltametria de onda quadrada, multiplicamos
a frequéncia e o incremento de varredura, se os valores de ambos forem muito elevados,

a reacdo de oxidacdo da cafeina pode ndo ser completa, devido a rapidez da varredura.

De acordo com a teoria proposta por Osteryoung e O'Dea (1982), para sistemas
0s quais sdo totalmente irreversiveis e possuem processos eletroquimicos controlados
pela adsorcdo das espécies, a intensidade de corrente varia linearmente com a
frequéncia de aplicacdo dos pulsos. Com a Figura 15, é possivel identificar o
comportamento da corrente de pico em fungdo da variacdo da frequéncia de onda

guadrada para a molécula de cafeina.
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Figura 16. (A) Dependéncia da corrente Figura 16. (B) Dependéncia da corrente
de pico com a frequéncia para a cafeina de pico com a raiz da frequéncia para a
sobre DDB. cafeina sobre DDB.

Além disso, observa-se que a intensidade de corrente de pico varia linearmente
com a frequéncia de onda quadrada, mostrando assim que o processo de oxidacdo da
molécula de cafeina sobre o DDB ¢ irreversivel e também controlado por adsorcéao

(reagentes ou produtos).

Contudo, observando-se o0s diversos experimentos eletroanaliticos para a
cafeina, notou-se que ndo houve queda no sinal analitico na oxidacdo de cafeina apos
sucessivas medidas, 0 que sugere que o0 processo de adsorcdo é devido a cafeina e ndo

aos produtos da reacdo de oxidacao.
4.2.2.4. Efeito da Amplitude de Onda Quadrada (a)

Por meio da variagdo da amplitude da onda quadrada, considerando os sistemas
redox totalmente irreversiveis, a sensibilidade analitica dessa técnica sofre grande
influéncia. 1sso ocorre porque a largura da meia onda se mantém constante para
amplitudes maiores que 50 mV. Dessa forma, a amplitude do pulso é um dos

parametros avaliados no estudo de voltametria de onda quadrada.

A Figura 16 é referente aos voltamogramas obtidos para a cafeina em funcao da
variacdo da amplitude de onda quadrada. Através dela, pode-se observar que para 0S
valores de amplitude até 40 mV, o potencial de pico de oxidacdo da molécula de cafeina
é mantido e para valores acima deste ocorre deslocamento para potenciais menos

positivos.
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Figura 17. Influéncia da variagdo da amplitude da onda quadrada no aspecto geral dos
voltamogramas da cafeina sobre DDB, com valores de amplitude (1,30x102 mol L, pH

= 5,0, tamp&o sulfato de sodio 0,1 mol L%, f =100 s, AE; =2 mV).

Além do estudo da intensidade de corrente de pico relativo a oxidacdo da
molécula de cafeina em funcdo da variacdo da amplitude de onda quadrada, apresenta-
se também a dependéncia entre essas duas variaveis (Figura 17). Com isso, observa-se
que os valores de amplitude menores que 40 mV, resultaram em um aumento linear da

intensidade de corrente.
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Figura 18. Dependéncia da corrente de pico vs a variagdo de amplitude da onda
quadrada para a cafeina sobre DDB.
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No entanto, com valores maiores de amplitude de onda quadrada, nota-se a
diminuicdo da intensidade da corrente de pico. Esse comportamento esta de acordo com
a teoria referente a voltametria de onda quadrada, aplicada a sistemas totalmente

irreversiveis com a espécie adsorvida na superficie eletrodica.

4.2.2.5. Efeito do Incremento de Varredura (4Es)

A velocidade efetiva da técnica de voltametria de onda quadrada, é calculada por
meio do produto da frequéncia pelo incremento de varredura. Desta forma, quanto
maior o valor do incremento de varredura, maior serd o sinal obtido, melhorando
também a sensibilidade do método.

Contudo, incrementos maiores podem promover alargamento do pico de
potencial e assim comprometer o processo de oxidacdo da cafeina. Quando o valor do
incremento e o valor da frequéncia sdo muito elevados, a técnica se torna muito rapida o
que pode atrapalhar na chegada do analito ao eletrodo de trabalho. Devido a isso, faz-se
necessario o estudo do efeito do incremento de varredura e sua influéncia com relacdo
ao pico voltamétrico relativo a oxidacgéo da cafeina.

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos por meio do estudo do efeito do
incremento de varredura sdo mostrados na Figura 18. Dessa maneira, pode-se observar
que o aumento do incremento de varredura proporciona um aumento na intensidade de

corrente do pico de oxidacao da cafeina.
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Figura 19. Voltamogramas de onda quadrada para a cafeina sobre DDB, com valores
de incremento (1,30x102 mol L, pH = 5,0 solucéo sulfato de sddio 0,1 mol L, a =50
mV, f =100 s™).
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Analisando a dependéncia da intensidade de corrente de pico em funcdo da
variacdo do incremento de varredura (Figura 19), nota-se que valores de incremento de
varredura superiores a 4 mV nédo proporcionam um aumento significativo da intensidade
de corrente de pico.

Devido a isso, optou-se nesse trabalho em trabalhar com valor de incremento de
varredura de 4 mV, o qual apresentou um aumento significativo quando comparado ao
valor de 2 mV, aumentando a sensibilidade e o sinal relativo a intensidade de corrente
de pico, e ainda possibilitando que a varredura de potenciais ndo seja tdo rapida e que o

analito consiga chegar até o eletrodo de trabalho.
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Figura 20. Efeito da variacdo do incremento de varredura sobre as correntes de pico
para a cafeina sobre DDB.

Dessa forma e levando em consideracdo toda a otimizacdo de parametros da
técnica de voltametria de onda quadrada, as melhores condi¢des para a determinacéo do
pico de oxidacdo da cafeina foram em termos de pH 5,0, com frequéncia de aplicacdo
dos pulsos de potencial da onda quadrada, 80 Hz, de incremento de varredura de

potencial, 4 mV e amplitude de onda quadrada de 40 mV.

Tendo em vista toda a otimizagéo realizada, fez-se necessaria a validacdo do
método analitico de determinacdo de cafeina. Como o intuito do atual trabalho € realizar
a determinacgdo de cafeina em cogumelos Pleurotus, o estudo de validacdo do método
foi realizado visando a quantificagdo dessa molécula nas amostras de cogumelo A, B e

C utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada.
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4.3. Validacdo do Método de Determinacdo de Cafeina em amostras de cogumelo
Pleurotus com auxilio da técnica de voltametria de onda quadrada.

Contando com o método de determinacdo de cafeina através da técnica de
voltametria de onda quadrada e seus parametros todos devidamente otimizados, faz-se
necessario o estudo de validacdo. Esse estudo tem como finalidade a avaliacdo e a
garantia da confiabilidade de um determinado método em desempenhar uma
determinada funcéo.

Para isso, alguns parametros precisam ser avaliados, tais como seletividade,
linearidade, limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo.
Dessa forma, fez-se portanto o estude de validacdo, seguindo as regulamentacfes da

ANVISA, visto que o cogumelo é um alimento.
4.3.1. Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade do meétodo, foi elaborada uma curva de
calibragdo com concentragcdes na faixa de 0,91 a 10,3 pumol/L de cafeina (solucéo
padrdo). Todos os pontos de concentracdo relativos a essa curva foram aliquotas de uma

solucdo de 18,3 mmol/L de cafeina, denominada solucdo padrédo de cafeina.

Todos os pontos da curva de calibragdo foram realizados em duplicata em um
unico dia, sem limpeza do eletrodo entre as curvas. Os dados experimentais referentes
as intensidades de corrente de pico relativos a oxidacdo de cafeina foram submetidos a

regressdo linear no nivel de 95% de confianca.

Tabela 3. Resultados da analise da regressdo linear no nivel de 95% de confianca e teste
de falta de ajuste para a curva de calibracdo da Cafeina.

Regressao Falta de Ajuste r R?
Fregressao Valor de p Fraj Valor de p 99,3 99,3
3563,26 0,000 0,85 0,598
Coeficientes da Reta de Regressao tobservado Valor de p
Intercepto:  -0,00748 - 0,29 0,772
Inclinagdo:  0,2466 59,69 0,000
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*Para regressao, Feritico (0,05; 1,13) = 4,68. **Para falta de ajuste Feritico (0,05; 11, 13) =
2,65. *** Para 0s coeficientes da reta, teritico (0,025; 23) = 2,069.

Com a finalidade de verificar a linearidade do método foi aplicada a anélise de
regressdo linear e também um teste de falta de ajuste (Fr;j) aos dados relativos a curva
de calibracdo de cafeina. Os resultados indicam que o modelo adotado é linear, sendo
adequado para correlacionar a intensidade de corrente do pico de oxidacdo da cafeina
com a concentracdo desta molécula em cada amostra. Estes resultados séo ressaltados
pela andlise de regressao linear, a qual foi altamente significativa (p = 0,000).

Essa conclusdo remete ao fato de ndo encontrarmos evidéncias de falta de ajuste
no modelo linear (p > 0,05) para a molécula de cafeina, no intervalo de confianca de
95%. Além disso, foi obtido o valor para o coeficiente de determinagio de R? = 99,3 %,
considerado bastante elevado, o que demonstra o0 bom ajuste do modelo linear aos dados
da curva de calibragéo elaborada para correlacionar a intensidade de corrente de pico de
oxidacdo da cafeina com a concentracdo desta molécula, pois somente 0,7 % da
variabilidade dos dados experimentais é devido aos residuos.

De forma similar, o teste t foi aplicado no nivel de confianga de 95 %, para
avaliar a significancia dos coeficientes de calibracdo, a inclinacdo e o intercepto da
curva de calibracdo. O coeficiente de calibracdo denominado intercepto da curva,
através dos dados obtidos, ndo foi significativo ao calculo das concentracBes para a
cafeina, o que indica que a reta passa pela origem e de sua curva de calibracgéo.

A inclinacédo da curva de padréo de calibragdo, segundo coeficiente estudado, foi
avaliado mostrando ser significativa a equacao da reta de cafeina, sendo justificado pelo
valor de p maior que 0,05 e pelo valor de t maior que 0 teritico. Desta maneira, é possivel
afirmar a linearidade da curva de calibracdo na faixa de concentracdo de 0,91 a 10,3
umol/L de cafeina e concluir que o método apresentado € descrito por um modelo
linear.

Dessa maneira, obteve-se a curva de calibragdo ajustada através da aplicagdo da
regressdo linear no nivel de 95 % de confianca na faixa de concentragdo de 0,91 a 10,3

pmol/L, mostrada nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21. Voltamogramas referentes aos pontos da curva de calibracdo de cafeina,
com concentracdes de 0 a 10,3 mol/L, em sequéncia conforme o crescimento da
corrente de pico.

Curva de Calibracao para a Cafeina
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Figura 22. Curva analitica obtida através da Regresséo Linear no nivel de confianca de
95% para determinacdo de Cafeina através da intensidade de corrente do pico de
oxidacéo da cafeina.
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4.3.2. Limite de Detec¢édo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo sdo calculados com a finalidade de
avaliar a sensibilidade da técnica eletroanalitica escolhida, a voltametria de onda
quadrada. O LD é a menor concentracdo de analito, no caso de cafeina, que a técnica
pode detectar, mas ndo quantificar, ou seja, ndo pode determinar exatamente sua

concentracao.

O LQ é a menor quantidade de cafeina que a técnica de voltametria de onda
quadrada consegue quantificar com preciséo e exatidao, tendo assim dados confiaveis.
O calculo de LD e LQ foi realizado levando em consideracdo a curva de calibracdo de
0,91 a 10,3 umol/L de cafeina, considerando o desvio padrdo do intercepto e a

inclinacdo da curva de calibracéo.

Os valores de LD e LQ obtidos utilizando a técnica de voltametria de onda
guadrada na faixa de concentracdo de 0,91 a 10,3 umol/L foram de 0,29 e 0,98 pumol/L,
respectivamente. Esses limites foram inferiores aos limites encontrados por Kultz
(2014) em seu trabalho na determinagdo de cafeina em cogumelos Pleurotus, usando a
técnica CLAE com detector UV, que foram de 7,83 e 23,69 umol/L, utilizando a altura
do pico cromatografico como dado experimental na faixa de concentracdo de 154,4 a

926,9 umol/L de cafeina.

Ramalho (2015), em trabalho similar, obteve LD e LQ com valores de 1,44 e
4,94 umol/L, respectivamente para a curva de calibracdo na faixa de 5,14 a 308,9
pumol/L, utilizando a técnica CLAE com detector UV, utilizando como dado

cromatografico a area do pico relativo a cafeina.

Considerando métodos eletroanaliticos, Lourencdo (2009) em seu trabalho
obteve LD com valor de 0,49 pumol/L, sem apresentar um valor de LQ, para a faixa de
concentracdo de 0,50 a 83,0 umol/L. Braga (2006) encontrou valores de LD e LQ na
determinacéo de cafeina de 88,7 e 295,0 umol/L, para a faixa de concentracéo de 0,4 a

6,00 mmol/L de cafeina, usando a técnica de voltametria ciclica.
4.3.3. Precisao

A avaliagédo do parametro da precisdo tem por finalidade verificar se 0 método é

confidvel, apresentando resultados corretos e precisos durante a variagdo de alguns
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parametros como periodos em um unico dia, dia diferentes, laboratorios diferentes e

analistas diferentes.

Neste trabalho, optou-se pela variacdo entre dois dias consecutivos, avaliando
dois componentes: repetitividade e precisdo intermedidria. Ambas as componentes
foram avaliadas em dois dias consecutivos com amostras extraidas em triplicatas. Para
essa etapa da validacdo foram utilizadas porcdes de cogumelos A enriquecidas com
1,83.10* mol/L de cafeina. A massa de cogumelo utilizadas para as extracdes em

triplicatas foi de aproximadamente 0,2 g.

Os célculos foram feitos com base nos dados de corrente de pico referente a
oxidacdo da molécula de cafeina em cada concentracdo distinta. O método de calibracao
por adicdo-padrao foi aplicado para o célculo dos valores de precisdo, para ambos 0s

componentes.

Tabela 4. Precisdo intermediaria e repetitividade para recuperac@es de cafeina.

Parametro/Analito CAFEINA
Precisdo intermediéaria (% RSD) 9,79
Repetitividade (% RSD) 10,02

Considerando os dados de precisdo intermediaria e repetitividade, com desvio
padrdo relativo de 9,79 e 10,02 %, respectivamente e seguindo a regulamentacao
estabelecida pela ANVISA (2003) para a determinagdo de compostos em alimentos,
onde valores até 15 % de RSD sdo considerados aceitaveis, diz-se que o método de

determinacéo foi preciso quanto a técnica utilizada.

Apesar dos valores estarem de acordo com a norma estabelecida, tem-se que 0s
mesmos sdo considerados altos, isso se deve ao fato da matriz complexa do cogumelo
contendo inumeras proteinas, carboidratos que podem ser extraidos juntamente com a
cafeina. Além disso, outras substancias da classe das metilxantinas (teobromina e
teofilina) podem ser extraidas com cafeina, como Alves (2002) mostra em seu trabalho

com chas.

Costa (2015) obteve valores de repetitividade e precisdo intermediaria de 0,5 a

1,4 e 3,3 % de RSD para a cafeina na determinagdo de conservantes em refrigerantes.
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Aragdo (2009) obteve valores de precisdo intermediaria de 2,6 e 3,0 para solucdes de
mistura de padrfes em duas concentragGes distintas e repetitividade de 2,5 para café
solivel e 1,5 para cha verde. Os valores mais baixos de precisdo sdo relativos as

matrizes simples e ao método CLAE de andlise, através da técnica de separacao.

Sendo assim, o estudo do parametro precisdo concluiu que o método de
determinacdo de cafeina em amostras de cogumelo do género Pleurotus utilizando a
técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) é preciso para a determinacdo da

cafeina com relagdo a determinagGes em um mesmo dia e em dias diferentes.
4.3.4. Exatidao

O Ultimo parametro avaliado durante o processo de validagdo do método € a
exatiddo. A exatiddo é avaliada com a finalidade de que o método proposto consiga
obter resultados adequados na presenca de diferentes meios. Devido a isso, a
recuperacdo foi analisada utilizando o método de adicdo-padréo na presenca da matriz

do cogumelo.

Dessa forma, a média dos valores de recuperacdo do analito cafeina em
cogumelosfoi de 107,09 %. A concentracdo tedrica utilizada para o célculo da
recuperacdo foi a previamente estabelecida pelo método cromatografico CLAE com
detector UV. Por meio da normativa estipulada pela ANVISA (2003), a porcentagem de
recuperacdo de analitos quantificados recomendada esta dentro do intervalo de 80 a 120
% para concentragdes na faixa de 107 a 10 mol/L. Com a média de recuperagdo de
107,09, os resultados se enquadram na regulamentagéo vigente.

O cogumelo €é constituido em sua maior parte por proteinas, fibras e
carboidratos. Esses componentes estdo presentes na matriz e consequentemente no
extrato de cogumelo. Supfe-se que 0s componentes dessa matriz interferiram na

extracao e no processo de oxidacao da cafeina.

Gnoatto (2007) em seu trabalho de extragdo de metilxantinas em erva-mate
evidencia a influéncia do procedimento sobre a quantificacdo simultanea de cafeina e
teobromina aplicando sete meétodos de determinacdo distintos. Devido as duas
moléculas possuirem o mesmo sitio ativo, o perfil eletroativo delas é muito semelhante,
0 que pode atrapalhar em sua quantificagdo. Matos (2004) encontrou residuos de

teobromina em casca de café, avaliando os teores de cafeina utilizando um
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procedimento de extracdo similar ao aplicado neste trabalho, o que comprova a possivel
presenca da teobromina no extrato de cogumelo, visto que a teobromina também pode

ser encontrada em café.

Roloff (2006) utilizando condicGes similares de concentra¢do hidrogenionica do
meio e concentracdo de eletrdlito suporte, observou que a teofilina apresenta um pico de
oxidacdo na regido de 1,0 V, o que pode também justificar o deslocamento de potencial

da cafeina nas analises com extrato.

Menezes (2014) concluiu seu estudo sobre identificacdo de cocaina mediante
interferentes elucidando que a teobromina e a cafeina possuem ndo apenas 0 mesmo
sitio ativo, mas também o mesmo comportamento eletroquimico e perfis voltamétricos
muito similares. No entanto Menezes menciona que a teobromina desloca o seu
potencial para valores mais negativos, o que justifica o deslocamento do pico de cafeina

para a regido de 1,0 V neste trabalho.

Através do estudo de exatiddo, para a determinacdo da cafeina em cogumelos do
género Pleurotus, diz-se que 0 método proposto € exato, visto que os valores, apesar de

altos estdo dentro da faixa estabelecida pela normativa da ANVISA.

Conclui-se, portanto, o estudo de validacdo do método de determinacdo de
cafeina em cogumelos Pleurotus através da técnica de voltametria de onda quadrada. O
método apresentou boa linearidade e excelentes limites de deteccdo e quantificacdo,
apesar disso a precisdo ndo foi tdo satisfatoria, visando seus altos valores, mesmo

atendendo a norma vigente.

4.4. Aplicacdo nas Amostras

Devido ao método ja validado, aplicou-se o procedimento de extracdo e o
método de determinagéo utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada com
todos os parametros devidamente otimizados nas amostras de cogumelo A, Be C. A
amostra A se refere ao cogumelo cultivado e inoculado em residuos de trigo, sendo que

em nenhuma etapa do cultivo o cogumelo teve contato com residuos de cafe.

A amostra B é referente ao cogumelo cultivado em palha de trigo e inoculado
em residuo de café (borra de café). A amostra A Tabela 4 contempla os valores das

respectivas concentragdes recuperadas.
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Tabela 5. Concentrac6es de cafeina encontradas nas amostras A, B e C.

Concentracéao de Concentracéao Concentracao

Cafeina/Amostras Determinada (ug/g) Determinada (% m/m)
Amostra A <LD <LD
Amostra B 694,3 0,30
Amostra C 1207,3 0,55

Através da Tabela 4, evidencia-se que a amostra que possui maior teor de
cafeina é a amostra C, a qual teve maior contato com derivados de café, tanto no
periodo do cultivo quanto no de indculo, comprovando assim maior absor¢édo de cafeina
pelo cogumelo. O cogumelo com teor menor de cafeina foi o cogumelo B, justificado
pelo contato com derivados de café apenas em um periodo durante o processo de

cultivo.

No cogumelo A ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de cafeina, o que €
justificado pelo fato de ndo haver qualquer contato com residuos de café durante o
cultivo do cogumelo. Esses resultados sdo condizentes com os encontrados por
Ramalho (2015) em seu trabalho de determinacdo de cafeina em cogumelos utilizando a
técnica de CLAE-UV. Apesar disso, a técnica utilizada ndo apresentou evidéncia de
cafeina em amostra similar ao cogumelo B, o que comprova que a técnica utilizada

neste trabalho apresenta maior sensibilidade devidos aos limites mais baixos.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo e a otimizacdo de parametros para a
determinacdo de cafeina utilizando as técnicas de voltametria de onda quadrada (VOQ)

e a voltametria ciclica (VC).

Sendo assim, considera-se como parametros que melhor definem o pico
referente ao processo de oxidacdo da cafeina a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial (f) cujo valor é de 80 Hz, o incremento de onda com valor de 4 mV, a
amplitude de onda quadrada de 40 mV e como eletrolito suporte a solucdo de sulfato de

sodio na concentracéo de 0,1 M e pH 5,0.

Através da voltametria ciclica realizada com o estudo de velocidade de varredura
conclui-se que o processo de oxidagdo da molécula da cafeina apresenta caracteristicas
de processo irreversivel, uma vez que ndo houve presenca de pico reverso. Outro
detalhe observado ¢ um deslocamento de potencial de pico para regides mais positivas
com o aumento da velocidade de varredura, fato este caracteristico de processos

irreversiveis.

A método eletroanalitico proposto por meio da técnica de voltametria de onda
quadrada é eficiente para a determinacdo de eletroanalitica, visando a normativa da
ANVISA, com todos os parametros avaliados dentro dos padrdes estabelecidos. Dessa
maneira, foi realizada a validacdo do método de determinacdo, com parametros

devidamente otimizados para a determinacéo desejada.

A curva de calibragio foram aplicados a regressio linear, bem como o teste de
falta de ajuste para a faixa de concentracdo de 9,81.107 a 1,03.10"°> mol/L. Ambos 0s
resultados foram satisfatorios para a analise da linearidade. Os limites de deteccdo e de
quantificacdo sdo menores que os encontrados na literatura, tem como comparagdo o

mesmo método de célculo e faixas de concentragdo muito similares.

O método de determinacdo apresentou valores aceitdveis de precisdo. No
entanto, a precisdo mostrou que o método apesar de sensivel, apresenta precisdo a ser

melhorada, com recuperagdes de 107,09 %.

A amostra A, cultivada e inoculada em trigo, ndo apresentou indicios de cafeina

devido a seu processo de cultivo. Para a amostra B que teve a presenca de residuos de
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café em um periodo apenas foram encontrados teores de cafeina, 0s quais representam
0,30 % (m/m) do cogumelo. Para a amostra C, os teores encontrados sdo maiores e
representam cerca de 0,55 % (m/m) do cogumelo, justificado pela maior parte do

cultivo haver a presenca de residuos de café.

Com isso, conclui-se o trabalho de determinacdo de cafeina em cogumelos
Pleurotus pela técnica de voltametria de onda quadrada salientando que para uma matriz
tdo complexa como o cogumelo, é necessaria uma técnica de separacdo com a finalidade

de obter recuperacfes mais altas devido a separa¢do de compostos.
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