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Resumo

Neste trabalho explorou-se, pela primeira vez, a cromatografia de par iénico num
sistema de fluxo de baixa pressao para a determinagéo de trigonelina em amostras de
café. O sistema foi composto exclusivamente pelas partes de fluxo tradicionais, uma
bomba peristaltica e uma valvula de injegéo, além de uma coluna monolitica Cs. O
sistema de detegcdo baseou-se num elétrodo de diamante dopado com boro, usado
como elétrodo de trabalho.

A determinagédo da trigonelina em amostras de café foi o caso de estudo
selecionado. A trigonelina, um alcaloide, € um marcador de qualidade do café por ser
um precursor de varios compostos de impacto organolético e geralmente é determinado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao ultravioleta. Assim, € de grande
interesse o desenvolvimento de metodologias analiticas alternativas.

A metodologia desenvolvida, baseada na cromatografia de par idnico com
detegcdo amperométrica, exigiu um estudo das condigbes experimentais necessarias
para obter o sinal eletroquimico da trigonelina, bem como, uma otimizagdo da
composicao da fase mével. O procedimento adotado permitiu a separacéo do analito
estudado dos outros compostos da matriz do café e a sua quantificacao.

Verificou-se que a trigonelina apresenta um sinal de reducéo no elétrodo de
diamante dopado com boro ao potencial de -1,4 V, sendo um processo irreversivel. O
potencial de condicionamento em sistema de analise por inje¢ao em fluxo com detegéo
em amperometria pulsada e os tempos dos pulsos de potenciais foram Ereq = -1,4 V
(0,03 s) € Econa = 1,0V (0,1 s). Selecionou-se uma solugéo ajustadora de forga idnica de
composigao acido cloridrico 1,0 mol dm=. A composi¢do 6tima da fase movel foi
acetonitrilo 10% (v/v), tetradecanossulfonato de sédio 0,25 mmol dm™ e acido fosforico
0,10 (v/v). O volume do loop mais apropriado foi 34 uL, o caudal étimo da fase movel foi
0,71 mL min"' e da solugao ajustadora de forga idnica foi 0,14 mL min™.

A regiao de linearidade para a determinagao da trigonelina foi verificada através
da relagao I = f ([trigonelina]), pelo método da curva de calibracdo na gama linear entre
10 ymol dm e 90 umol dm=. Os limites de detegdo e de quantificagio e o coeficiente
de determinagéo foram de 3,11 ymol dm, 10,4 umol dm= e 0,999 respetivamente. A
gama de valores para os teores de trigonelina no café arabica foi de 0,939 a 0,337 em
%(m/m), para café verde a torrado escuro enquanto que para o café robusta se obteve

a gama de valores de 0,802 a 0,269 em %(m/m).
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Abstract

In this work, ion-pair chromatography was explored for the first time in a low-
pressure flow system for the determination of trigonelline in coffee samples. The system
consisted exclusively of traditional flow parts, a peristaltic pump and an injection valve,
plus a Cig monolithic column. The detection system comprised a doped diamond
electrode, used as working electrode.

The determination of trigonelline in coffee samples was the case-study selected.
Trigonelline, an alkaloid, is a coffee quality marker because it is a precursor of various
compounds with an organoleptic impact and it is usually determined using high-
performance liquid chromatography with ultraviolet detection methodologies. Thus, the
development of alternative analytical methodologies is of great interest.

The proposed methodology, based on ion pair chromatography with amperometric
detection, required a study of the experimental conditions needed to obtain the
electrochemical signal of trigonelline, as well as an optimization of the composition of the
mobile phase. The procedure adopted allowed the separation of the analyte from the
other compounds in the coffee matrix and its quantification.

It was verified that trigonelline shows a reduction signal in the boron doped
diamond electrode at the potential of -1.4 V, being it an irreversible process. The
conditioning potential in the flow analysis system with pulsed amperometric detection
and the times of potential pulses were Ereq =-1.4 V (0.03 s) and Econa = 1.0V (0.1 s). An
ionic strength adjustment solution of 1.0 mol dm hydrochloric acid composition was
selected. The optimum composition of the mobile phase was acetonitrile 10% (v/v),
tetradecanesulfonate 0.25 mmol dm= and orthophosphoric acid 0.10 (v/v). The most
appropriate loop volume was 34 pL, the optimal mobile phase flow was 0.71 mL min™’
and the ionic strength adjustment solution was 0.14 mL min-".

The linearity region for the determination of trigonelline was verified through the
relation | = f ([trigonelline]), by the calibration curve method in the linear range between
10 ymol dm= and 90 pymol dm=3. The detection limit, the quantification limit and the
determination coefficient were 3.11 pymol dm=, 10.4 uymol dm and 0.999, respectively.
The range of values for trigonelline in arabic coffee was 0.939 to 0.337 in %(w/w), for
green to dark roasted coffee, whereas for the robust coffee the values ranged from 0.802
to 0.269 in %(m/m).



Keywords: Low pressure chromatography, ion pair chromatography, trigonelline,
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1. Introducao

A trigonelina € um composto alcaloide presente nos graos de café com teores que
variam entre 0,3% (m/m) e 1,3% (m/m), sendo 0s menores correspondentes aos graos
de café torrado e os maiores aos graos de café verde [1]. O teor de trigonelina depende
principalmente da variedade do café e do grau de torra dos gréos, tendo sido também
relacionado com o estado de maturagdo do gréo verde e o método de processamento
dos graos pos-colheita [2]. Varios estudos tém demonstrado que a variedade arabica é
mais rica em trigonelina que a robusta e que grdos deteriorados ou alterados
apresentam menor teor de trigonelina. O tipo de processamento pds-colheita dos graos
de café através do método por via humida também apresenta niveis mais elevados de
trigonelina do que os obtidos pelo método por via seca ou natural [3, 4, 5]. Verifica-se
que durante o processo de torra o teor de trigonelina diminui entre 50 a 80% do seu
valor inicial [6, 7, 8]. Neste processo, a trigonelina € um precursor de compostos
aromaticos que conferem amargor, sabor e aroma associados a bebida de café e
caracterizadores do seu perfil organolético [9, 10, 11, 12].

Numa perspetiva de se poder controlar quais as condi¢des de torra mais indicadas
para a obtencdo de um café que melhor satisfaga o consumidor, torna-se importante
desenvolver metodologias analiticas capazes de determinar a trigonelina em amostras
de café. O efeito da matriz do café, o caracter iénico da trigonelina (carregada
positivamente em meio acido e eletricamente neutra - mas carregada positiva e
negativamente em diferentes partes da molécula, isto &, um zeuterido, em meios neutros
e basicos) e ainda o baixo teor de trigonelina, especialmente no café torrado, séo
dificuldades que se devem ultrapassar no desenvolvimento de novos métodos de
determinacgao [11, 13, 14, 15]. Relativamente ao efeito de matriz no café, a existéncia
de compostos interferentes com teores muito baixos - como, por exemplo, cafeina com
teores entre 0,9% (m/m) e 2,4% (m/m), niacina com teores inferiores a 0,03% (m/m) e
acidos clorogénicos com teores entre 1,2% (m/m) e 10,0% (m/m) [1] - tem dificultado o
desenvolvimento de novas metodologias para a determinagao de trigonelina em cafés.

A importancia da determinagdo da trigonelina requer o desenvolvimento de
metodologias de execucéo facil, de custo baixo e com capacidade analitica elevada. Por
estes motivos, a determinagéo da trigonelina em cafés através de um sistema de baixa
pressdo com separacao cromatografica e detecdo eletroquimica representa uma
ferramenta util, e tanto quanto foi possivel pesquisar, nao foram publicados até a data,

trabalhos envolvendo metodologias de analise a baixa pressao. Assim, neste trabalho
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apresenta-se um sistema de fluxo de baixa pressdo com separagao cromatografica e
detegcdo amperométrica para determinagao da trigonelina em amostras de café. A fim
de se conseguir alguma retengdo da trigonelina, é realizada previamente uma
modificagdo da fase estacionaria com um reagente de par iénico. Aplicou-se, assim, a
cromatografia de par idnico que permitiu a utilizagdo de colunas apolares modificadas
para a separacao cromatografica de compostos iénicos. Foram otimizadas as condigbes
experimentais para se efetuar a separacgao da trigonelina e dos compostos interferentes.

Esta dissertacdo esta dividida em duas partes: Parte |, dedicada a descricédo
tedrica dos temas desenvolvidos; Parte Il, dedicada ao desenvolvimento da metodologia
experimental e resultados. No capitulo 1 da Parte | apresenta-se uma introducéo, sendo
o capitulo 2 dedicado a composicdo quimica do café verde e torrado, nas duas
variedades arabica e robusta, bem como ao efeito provocado pela torra na sua
composicao; termina-se esta parte com uma abordagem dos métodos utilizados para a
realizac&o deste trabalho. A Parte Il inicia-se com uma introducdo sobre a metodologia
experimental adotada; segue-se o capitulo 2 com a implementagdo experimental da
metodologia e no capitulo 3 apresentam-se os resultados experimentais obtidos, o seu
tratamento e discussdo. A conclusao global do trabalho finaliza esta segunda parte e a

dissertacdo.
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2.1 EFEITO DA TORRA NA COMPOSICAO QUIMICA NO CAFE ......cooeiiieeiieeeeeeeeeeeee e 5
2.1.1 Efeito da torra sobre os constituintes do café..............ooovvveieiiiiiiiiiiiieeenn, 6
2.1.2 Atrigonelina e o efeito da torra..........cocueeeiiiiiiiii 8

2.2 INTERFERENTES PRESENTES NA MATRIZ DO CAFE......uuee e, 1

2.1 Efeito da torra na composig¢ao quimica no café

A planta do café (cafeeiro) pertence a familia Rubiacea, género Coffea. Coffea
tem centenas de espécies, apenas duas tém importancia econémica: Coffea arabica e
Coffea canephora. As variedades Tipica e a Bourbon sao as mais conhecidas da Coffea
arabica. A variedade de Coffea canephora cultivada em maior escala € a Robusta.
Existem ainda duas espécies comercializadas, mas com pouquissimo significado: a
Coffea liberica e a Coffea excelsa. A produgdo mundial de Coffea arabica é de cerca de
70%, sendo superior a 25% a de Coffea canephora [16].

A composigao quimica do grao verde de café e da bebida de café obtida a partir
dos graos de café torrados € complexa e depende das espécies de café utilizadas. As
duas espécies de cafeeiro mais comuns, arabica e robusta’, diferem entre si pelas suas
carateristicas quimicas, fisicas e organoléticas. Para além da espécie e variedade do
cafeeiro, a composicao quimica e a qualidade do café dependem de outros fatores, tais
como: métodos de cultivo, grau de maturagdo dos frutos, procedimentos adotados
durante e apos a colheita, entre outros [2, 3, 4, 5].

Os principais compostos presentes nos graos de café verde e torrado das
espécies arabica e robusta sdo: acucares (sacarose, glicose, frutose, arabinose,
galactose, maltose e polissacarideos), lipidos (triglicerideos e acidos gordos livres),
proteinas e outros em menor quantidade, mas que vao caracterizar o café. Dentre estes
ultimos sao de referir a cafeina, (aproximadamente o dobro no café robusta), a

trigonelina, os minerais e os acidos gordos [17, 18, 19, 20, 21]. Os teores destes

' Para simplificar a escrita e melhorar a compreenséo, a designacéo de Coffea arabica e de Coffea canephora serdo
substituidas pelos termos “arabica” e “robusta” ao longo desta dissertagdo.
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compostos nos graos de café verde sao diferentes dos existentes nos graos de café
apo6s a torra, como apresentado na Tabela 1 [1]. As diversas reagdes piroliticas que
ocorrem durante a torra resultam na degradacao, formacao e volatilizacdo de varios
compostos quimicos. O processo de torra € considerado como a principal etapa da
industrializacao do café porque é na torra que o sabor e 0 aroma caracteristicos do
produto sdo desenvolvidos.

Tabela 1 - Composig¢édo quimica do café verde e torrado em % (m/m) das espécies arabica e robusta, (adaptado de [1])

Arabica Robusta
Constituintes
Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-4,2 35-45 4,0-45 46-5,0
Cafeina 09-12 -1,0 1,6-2,4 ~2,0
Trigonelina 1,0-1,2 05-1,0 0,6 -0,75 0,3-0,6
Lipidos Totais 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0- 16,0
Acidos clorogénicos totais 55-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 39-4,6
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-15 1,5-2,0 1,0-15
Oligossacarideos 6,0 -8,0 0-35 50-7,0 0-35
Polissacarideos totais 50,0 - 55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 26,0 - 33,0
Aminoacidos 0,5-2,0 nd 0,8-2,0 nd
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0
Compostos organicos volateis <0,1 0,7-0,8 <0,1 0,7-0,8
Niacina [15] 1,6x1073- 4,4x10°3 9,5%103- 2,6x102 -

nd — ndo detetado
--- — valores n&o encontrados na literatura
% (m/m) em massa seca e significa massa de constituinte (em g) por 100 g de café

2.1.1 Efeito da torra sobre os constituintes do café

O café verde nao possui 0 aroma e sabor tipicos da bebida do café, sendo que a
torra é essencial para a producdo de compostos que conferem as carateristicas
organoléticas associadas a esta bebida [4].

O café é um dos produtos mais modificados durante o processamento. Do ponto
de vista técnico, a torra € uma operagcdo complexa, consistindo num processo de
transformagéo controlado temporalmente (9-15 minutos), efetuado numa gama de
temperaturas entre 180 e 230 °C para a torra convencional, e que sofre a influéncia
mutua de diversos parametros [22, 23]. Assim, a torra consiste em submeter o gréo de
café verde a um aquecimento a uma determinada temperatura, durante o intervalo de
tempo necessario para atingir o grau de torra pretendido. Este processo é fundamental

para o desenvolvimento do sabor e do aroma do café, sendo a etapa mais importante
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para a qualidade do café segundo o ponto de vista do consumidor e por isso esta
diretamente relacionada com a sua aceitagdo como bebida [24].

Com a torra obtém-se uma mistura complexa de compostos volateis e nao volateis
de origem natural e de novas substancias formadas durante o processo, realgando-se
assim as melhores caracteristicas associadas ao sabor, ao aroma e a acidez de cada
tipo de grao. A esta mistura chama-se flavour do café [25]. O aroma deste produto é
formado por uma mistura complexa de compostos volateis com diferentes
concentragdes e diferentes poderes odorificos. Estima-se que o grao de café torrado
tenha mais de 2000 compostos quimicos [16, 26]

O processo da torra depende da duragao, da temperatura e da intensidade, sendo
caracterizado pelo tempo em que os graos de café estdo submetidos a uma dada
temperatura. A Figura 1 permite visualizar a mudanga de coloragdo dos graos de café
durante esse processo. Por regra, a torra divide-se em trés fases: a primeira fase visa
essencialmente o aquecimento e secagem dos gréos; é um processo endotérmico onde
0s grdos comegam a perder peso, a sua cor altera-se de verde a castanho muito claro
e tem a duracdo de cerca de metade do tempo da operacdo - etapas de 1 a 4; na

segunda fase, acentua-se a desidratacao e consequente perda de massa, aumento do

volume e escurecimento gradual dos gréos
devido, em grande parte, as reag¢des de Maillard
(reagdo entre um aminoacido ou uma proteina e
um acgucar obtendo-se produtos que dao sabor,
odor e cor aos alimentos), tendo uma duragao

inferior a primeira — etapas de 5 a 13; a terceira

fase € mais curta que a segunda, acentuam-se

as transformacbes fisicas, a extracdo da

humidade atinge o seu limite maximo e ocorrem

as transformagdes quimicas mais importantes — Figura 1 - Alterages visuais dos gréos de café
durante a torra, (adaptado de

etapas 14 a 16. http://www.tibaagan.com/coffee-roasts/)

As torras sdo habitualmente classificadas em torra moderadamente clara, torra
média e torra escura. Na torra moderadamente clara, a acidez e o aroma sao
acentuados, mas ha suavidade no sabor e é baixo o amargor; na torra média ha
equilibrio das caracteristicas de suavidade e sabor; na torra escura a acidez e o aroma
séo reduzidos, mas o amargor € forte. A classificagdo da torra também se pode basear
na maior ou menor preservagao de alguns constituintes do gréo [27].

Uma vez que o processo de torra é tao importante, a sua monitorizagao passa por

determinar os teores de alguns constituintes, nomeadamente a trigonelina e a niacina,
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bem como a relacdo entre eles, por exemplo: a relagdo entre a degradagdo de
trigonelina e a formagcdo de niacina mostra o grau de torra dos graos de café,
contribuindo assim, para o aperfeicoamento de uma melhor bebida de café. Para
avancos futuros, entender este processo € um desafio de muitos, nomeadamente [28,
29, 30, 31, 32, 33].

2.1.2 Atrigonelina e o efeito da torra

A trigonelina com nome IUPAC 1-methylpyridinium-3-carboxylate e formula de

estrutura representada na Figura 2 é um alcaloide que esta presente em varias plantas

como o café. Dependendo da espécie de café, a trigonelina esta 0%\
presente nos graos verdes com teores de 1,0 € 0,8 % m/m de o _r(c
H;

peso seco, nos cafés arabica e robusta respetivamente [1]. Fiqura 2 - Formula de
Embora exista em pequenas quantidades, a sua presenca é estrutura da trigonelina
fundamental devido aos produtos formados aquando da sua

degradacao térmica, aumentando os compostos volateis de importancia na analise
sensorial.

A trigonelina por agao do calor sofre reagdes de desmetilagdo, degradando-se em
niacina e outros produtos. A sua degradacdo térmica gera uma importante classe de
compostos volateis, formada principalmente por piridinas e pirréis, bem como uma
classe de compostos ndo-volateis onde se encontra a niacina, também conhecida por
vitamina Bs ou acido nicotinico [34]. A niacina é encontrada em pequenissimas
quantidades nos grdos de café verde, com teores entre 1,6x10° e 4,4x10° % (m/m)
enquanto que nos graos de café torrado sofre um aumento, com teores entre 9,5x103
e 2,6x102 % (m/m) [1]. A evidéncia de que a trigonelina é precursora da niacina surge
do facto de haver proporcionalidade entre a perda de trigonelina e a formagéao de niacina
durante a torra [1, 15].

Na Figura 3 ilustram-se dois possiveis processos da degradacao da trigonelina
durante a torra [35]. Quer a trigonelina, quer os produtos da sua degradacdo séo
importantes sob o ponto de vista sensorial e nutricional.

Durante a torra, cerca de 50 a 80% da trigonelina presente no gréo de café verde
€ degradada, estando o grau de degradacado diretamente relacionado com a

temperatura do processo [7, 8].
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Figura 3 - Esquema da degradacao da trigonelina durante a torra dos gréos de café, (adaptado de [35])

Apresentam-se na Figura 4 os resultados do estudo da degradacgao da trigonelina,
efetuados por Hughes et al, referentes a determinagao do teor desse alcaloide durante
a torra de varias amostras de café a diferentes temperaturas [15]. A torra terminou
quando as amostras atingiram o mesmo grau de torra identificado pela cor dos graos
torrados (torra média). Os autores deste estudo concluiram que ha uma relagao clara
entre a perda de trigonelina e a formagao de niacina embora tenham constatado que
apenas uma propor¢ao muito pequena de trigonelina degradada é realmente convertida
em niacina. Esta concluséo ilustra-se na Figura 5 onde se apresentam os resultados da
monitorizagao do teor de niacina efetuada durante a torra, em varias amostras sujeitas
a diferentes temperaturas [15].
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Figura 4 - Degradagao da trigonelina durante a torra a  Figura 5 - Formagdo da niacina durante a torra a
diferentes temperaturas (°C), (adaptado de [15]) diferentes temperaturas (°C), (adaptado de [15])
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Neste estudo os autores concluiram que a formacado da niacina esta mais
dependente da temperatura a que ocorre a torra do que do tempo de torra, sendo efetiva
entre os 180 °C e os 230 °C, mas 0 maximo de conversao de trigonelina em niacina &
entre 200 e 220 °C.

A relagdo entre a taxa de degradacao da trigonelina e a taxa de formagao da
niacina segue uma dependéncia como a ilustrada na Figura 6, onde se mostra que por
100 g de uma amostra de café arabica submetida a um processo de torra a 205°C,
durante um periodo de cerca de 20 minutos a trigonelina diminuiu de 1,1% para 0,2 %,
equivalendo a uma degradagao de cerca de 80%, enquanto que a niacina aumentou
cerca de 13 mg nesse periodo de tempo. Na Figura 7 mostra-se que o rendimento

maximo ocorreu para uma perda de peso de cerca de 20% durante esse processo de
torra, verificando-se que apenas cerca de 1 a 5% da trigonelina degradada resultou em

niacina para um maximo de 40 mg; continuando a torra para além dos 20% da perda de

peso verifica-se uma degradagao da niacina [1].
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Figura 7 - Relagdo entre a formacgao de niacina
e a perda de peso durante a torra de duas
amostras de café arabica (®) e robusta (O),
(adaptado de [1])

Figura 6 - Relagdo entre a degradagéo da trigonelina (O) ea
formacéo de niacina (®) durante a torra de café arabica da
Guatemala a 205 °C, (adaptado de [1])

Apos a torra, a trigonelina remanescente da degradagao térmica influencia no
sabor amargo da bebida.

A trigonelina € um composto importante, quer sobre o ponto de vista sensorial
quer sobre o ponto de vista nutricional, pois apresenta efeitos sobre o sistema nervoso
central, na mobilidade intestinal e na secregéo da bilis. Entre as fungdes fisioldgicas da
trigonelina destaca-se a sua capacidade de proteger as células § do pancreas, regular
a atividade das enzimas antioxidantes, diminuir a peroxidagao lipidica e aumentar o
indice de sensibilidade a insulina [36]. Segundo Makowska et al. a trigonelina pode ser

considerada um potencial agente anti-Alzheimer [37]. Além disso, € convertida em



FCUP
2. O café

niacina, que faz do café um dos uUnicos alimentos que tem o seu valor nutricional
aumentado apds o processamento térmico [18, 38].

Concluindo, é de grande importancia conseguir determinar e quantificar a
trigonelina existente nos graos de cafés de forma rapida, cdmoda e barata, pois assim
pode-se resolver problemas tais como: identificar a origem e a espécie de determinado

café, detetar contrafagao, ajustar o grau de torra para apurar a qualidade do café, etc.

2.2 Interferentes presentes na matriz do café

Dada a complexidade quimica que carateriza a matriz do café, principalmente
ap6s a torra, e tendo em conta a formula de estrutura de alguns constituintes é
necessario fazer testes a possiveis interferentes da trigonelina.

Nos estudos de interferentes da trigonelina, no café, a cafeina deve ser analisada
porque é o alcaloide maioritario presente nesta matriz, assim como a niacina e todos os
outros compostos resultantes da degradacao da trigonelina durante a torra. Também se
deve determinar todos os compostos com férmulas de estrutura semelhantes a da
trigonelina presentes na composi¢cao quimica do café por poderem interferir na
identificagdo e consequente determinagao da trigonelina. A presenga de interferentes
da matriz, eluindo em tempos de retengdo proximos ao da trigonelina, leva a
perturbagdes no processo de analise. No ambito deste trabalho, selecionaram-se alguns
compostos para avaliar possiveis interferentes, tendo em conta o referido anteriormente.
Assim, a cafeina, a niacina, a N-metilpiridina, a nicotinamida, o nicotinato de metilo, o
acido cafeico e o acido 5-clorogénico serao estudados.

Na Figura 8 apresentam-se as formulas de estrutura dos possiveis compostos
interferentes da trigonelina. As razdes para a sua inclusdao neste estudo devem-se ao
facto de o acido cafeico, o acido 5-clorogénico e a cafeina mostrarem ser retidos em
colunas C1g, usando uma fase movel acida com octanossulfonato de sédio (OSS) [39].
Por outro lado, a avaliacao da interferéncia da niacina € obrigatéria, pois este composto
apresenta uma estrutura quimica similar a da trigonelina e é eletroativa nas mesmas

condicodes [13].



FCUP

12 Parte | Teérica

Cafeina Niacina N-metilpiridina Nicotinamida

. ?Ha ?:"3
ﬁ/\::[:\} HO. | :
N {0}
H,C (o}
’ o] (':Ha H

Nicotinato de metilo  Acido cafeico ~ Acido clorogénico

H O
HO, H
HO. S
0" H
H
HO

Y/

2

Figura 8 — Formulas de estrutura de alguns possiveis interferentes da trigonelina analisados neste trabalho
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3.1. Introducgao

Varios métodos tém sido citados na literatura para a determinagao da trigonelina
em cafés, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao ultravioleta
(HPLC-UV), nomeadamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(RP-HPLC-UV) a técnica mais comummente usada entre as diversas abordagens
adotadas.

Com recurso a RP-HPLC foi efetuada a determinagéo da trigonelina e dos acidos
nicotinico, clorogénicos e cafeico em amostras de café verde e torrado [33]. Baseado
na mesma técnica, efetuou-se a analise de amostras de café instantdneo com
determinagédo dos compostos trigonelina, cafeina e teobromina [30]. Também com RP-
HPLC efetuou-se a determinagdo de acidos clorogénicos em amostras de café
instantaneo [40]. A combinagao da técnica RP-HPLC com a detegao ultra violeta-visivel
(UV-Vis) foi aplicada na determinagéo da trigonelina em amostras de café [2, 6, 21, 41,
42]. Com a técnica HPLC combinada com um detetor de diodos (HPLC/DAD) foi
determinada a presenga de trigonelina, acido nicotinico e cafeina em amostras de café
torrado [18, 43]. Perrone et al. apresentaram uma metodologia de determinagédo da
trigonelina baseada em HPLC e espetrometria de massa (HPLC-MS) [44]. Arai et al.
aplicaram exclusivamente HPLC-UV na determinagéo de trigonelina, cafeina, acidos
clorogénicos, acido nicotinico, acido cafeico e teofilina em amostras de café instantaneo
[39].
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A cromatografia de fase gasosa (GC) foi a técnica escolhida por De Maria et al.
para determinagao dos acidos clorogénicos e cafeina em amostras de café verde [38].
Uma metodologia multi-paramétrica baseada em ressonancia magnética nuclear do
protdao ("H-RMN) foi apresentada por del Campo et al. para determinagéo da trigonelina
[4]. Outra das técnicas frequentes na literatura é a cromatografia idnica ou de par iénico
que se baseia no revestimento prévio da coluna C1s com acido polibutadieno-maleico
(PBDMA), ou adicionando octanossulfonato a fase moével [21, 39].

Sistemas de fluxo automatico baseados em dispositivos de baixa pressao e
colunas monoliticas tém sido abordagens analiticas recentemente exploradas que
combinam a elevada seletividade, inerente a separagao cromatografica, com as
potencialidades bem reconhecidas dos sistemas de fluxo de baixa pressado [45]. As
principais caracteristicas dos sistemas cromatograficos de baixa pressdo sao a
versatilidade e facilidade de montagem, a reduzida manutengéo que requerem, o baixo
custo de implementacao e a resposta rapida e estavel. Estas caracteristicas sdo ideais
para implementar metodologias analiticas para analise de rotina em ambientes tanto de
laboratério como de campo. Em sistemas de fluxo de baixa pressdo, as colunas
monoliticas C1s sao as mais frequentemente usadas na separacéo de compostos nao-
idnicos e, mais recentemente, na separagao de compostos idnicos [46]. Entretanto,
também se tem explorado o acoplamento de colunas monoliticas com sistemas de fluxo
de baixa pressao. Esta estratégia permite aumentar de uma forma simples e expedita a
seletividade deste tipo de sistemas. Os trabalhos encontrados nesta area baseiam-se
na utilizacdo de colunas Ci, em aplicacbes de cromatografia de fase reversa e
cromatografia iénica, sendo que, para esta ultima situagdo, a coluna é previamente
condicionada com um surfactante [13]. Para conseguir separar compostos idnicos tem-
se revestido a fase estacionaria com um surfactante [47, 48, 49]. Para que se consigam
reter os anides o surfactante deve ser catidnico como, por exemplo, o brometo de
didecil-dimetilaménio (DDAB) ou o cloreto de cetil-trimetilaménio (CTAC) [50, 51]. Caso
se pretendam reter os catides, deve-se usar um surfactante aniénico como o dioctil-
sulfosucinato de sodio (DOSS) [49, 52, 53].

Existe ainda a possibilidade de empregar reagentes de par idnico para obter a
separacdo dos compostos idnicos, apesar de esta alternativa ainda n&o ter sido
explorada em sistemas de fluxo de baixa pressdo. Estes reagentes constituem uma
alternativa versatil para controlar a retencdo de compostos idnicos, suportada pelo
elevado numero de diferentes reagentes par idnico disponiveis, conferindo ao sistema
analitico a seletividade necessaria para conseguir realizar a analise pretendida. Além

disso, apresentam uma clara vantagem face a surfactantes, uma vez que nao envolvem
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nenhum revestimento permanente e, por isso, o revestimento de estabilidade a longo
prazo nao se torna um problema adicional.

Um outro desenvolvimento recente no campo dos sistemas analiticos resulta da
juncao da cromatografia de baixa pressao com a detecao eletroquimica [13]. A inclusdo
de detetores amperométricos em sistemas de fluxo com separagdo cromatografica é
ainda pouco utilizada, apesar da habitual boa sensibilidade dos detetores
eletroquimicos. Este facto deve-se a baixa for¢ca i6nica das fases moveis
frequentemente utilizadas e devido a baixa reprodutibilidade de resposta dos elétrodos
sélidos. Com o desenvolvimento recente de elétrodos com novos materiais, além dos
varios modos de medicao eletroquimica disponiveis, tem sido possivel alcangcar maior
reprodutibilidade e sensibilidade, conferindo maior desempenho analitico a esta

abordagem.

3.2. Métodos eletroanaliticos

Existem varios métodos eletroanaliticos e os mais frequentemente utilizados estao
representados na Figura 9. Estes métodos sdo capazes de fornecer muita informagao
para caraterizar o comportamento eletroquimico do sistema e possuem também limites

de detegdo muito baixos.

Métodos
eletroanaliticos
|
1 1
Interfaciais Nao interfaciais
|
I "
Estaticos Dinamicos Condutometria Titulagoes
(I=0) (> 0) (G = I/R) condutimétricas
_ =1 v)
|
1
A i Titulacéo .
Potenciometria Nl e Potencial Corrente
(E) W) controlado constante
1
Sl Voltametria Titulag(?e_s Eletrogravimetria Titulagégs Eletrogravimetria
(Q - f ti dt) . amperométricas coulométricas
A [i =f(E)] W) (m) © = It) (m)

Figura 9 - Resumo dos métodos eletroanaliticos mais comuns. A grandeza da medida esta colocada entre paréntesis
(I ou i referem-se a intensidade de corrente, E ao potencial, R a resisténcia, G a condutancia, Q a quantidade de
carga, t ao tempo, V ao volume de solugdo padrdo e m a massa da espécie eletrodepositada), (adaptado de [54])
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Os métodos eletroanaliticos tém vantagens em comparagdo com outros tipos de
procedimentos analiticos quantitativos porque, para além da sua instrumentagéo ser
relativamente barata, também fornecem informacao sobre um determinado estado de
oxidacdo-reducdo de uma espécie quimica. Além disso, estes métodos possuem
elevada sensibilidade (baixos limites de detecao), seletividade (possibilidade de se
medir um analito de interesse mesmo na presenca de interferentes), rapidez e baixo
custo [54].

Dos muitos métodos eletroquimicos disponiveis, a voltametria, nas suas multiplas
formas, € de longe a técnica mais versatil e, por isso, a mais utilizada para estudar
sistemas redox. Varias técnicas eletroanaliticas sdo usadas como detetores em diversos

procedimentos cromatograficos.

3.2.1. A voltametria e a voltametria ciclica

A voltametria € uma técnica eletroquimica que consiste em aplicar sobre o
elétrodo de trabalho um potencial continuo que varia com o tempo, provocando reagdes
de oxidagao e de redugao nas espécies eletroativas presentes na solugado. Baseia-se
nos fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do elétrodo de trabalho e a
camada fina de solugéo adjacente a essa superficie. E uma técnica dinamica porque a
célula eletroquimica funciona com intensidade de corrente elétrica nao nula (I>0) que
por sua vez € medida em fungdo da aplicacdo de um potencial controlado. As
informacdes qualitativas e quantitativas a respeito do analito sdo obtidas através da
medida de intensidade de corrente em funcdo de um potencial aplicado sob condigbes
que promovem a polarizacao do elétrodo de trabalho. As informacdes obtidas por esta
técnica sao representadas numa curva de intensidade de corrente em fungdo do
potencial, designada por voltamograma.

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria sdo compostas, normalmente,
por trés elétrodos imersos numa solugcao constituida pelos analito e eletrélito suporte.
Um elétrodo é designado elétrodo de trabalho, cujo potencial varia regularmente com o
tempo, podendo ser de ouro, prata, platina, carbono inerte, carbono vitreo, gota de
mercurio, diamante dopado com boro (BDD), etc. Outro elétrodo € o de referéncia,
constituido por Ag/AgCl ou calomelano, por exemplo, e cujo potencial permanece
constante durante a experiéncia; serve para controlar com rigor o potencial imposto ao
elétrodo de trabalho. O terceiro elétrodo € o auxiliar ou contra elétrodo. Este elétrodo

pode, por exemplo, ser de ouro, platina ou carbono e tem a fungdo de permitir o



FCUP
3. Métodos utilizados na determinagao de trigonelina

transporte da corrente elétrica entre a fonte de sinal e o elétrodo de trabalho através da
solugdo em estudo; completa o circuito elétrico por onde passa a intensidade de corrente
resultante.

O eletrdlito suporte ou inerte € uma solugdo que se adiciona para minimizar o
fendmeno de migracao dos ides eletroativos causados pelo campo elétrico. Tem uma
concentracao pelo menos 100 vezes superior as espécies eletroativas (a concentragao
das espécies eletroativas é de 5 mmol dm= ou inferior), que varia normalmente entre
0,01 e 1,0 mol dm™.

Nesta técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas aplicando uma diferenca
de potencial entre o elétrodo de trabalho e o elétrodo de referéncia, medindo-se a
intensidade de corrente elétrica que atravessa a solugéo entre o elétrodo de trabalho e
o elétrodo auxiliar.

Atualmente reconhece-se um enorme potencial nas técnicas voltamétricas devido
aos progressos na eletronica e na concegao de equipamentos voltamétricos. Com isto
consegue-se um controlo rigoroso da diferenga de potencial aplicada e elevada precisao
na medicao da intensidade de corrente e intervalos de tempo.

A voltametria ciclica é a técnica voltamétrica mais comummente utilizada para
obter informac&o qualitativa de processos redox. E, muitas vezes, a primeira técnica a
ser aplicada, dando uma rapida localizacdo dos potenciais de oxidagado-reducédo das
espécies eletroativas.

Nesta técnica estuda-se a relacao intensidade de corrente-potencial numa célula
voltamétrica quando submetida a um varrimento de potencial ciclico e linear. Consiste
na aplicacao de uma variagao de potencial linear na forma de uma onda triangular ao
elétrodo de trabalho, proporcionando reagdes de oxidagao e de reducao. Como ilustrado
na Figura 10, um potencial minimo (En) € selecionado e aplicado linearmente
(varrimento direto) a velocidade constante em fungcéo do tempo até um determinado
potencial limite (maximo), (Ev), € de seguida a dire¢gdo de varrimento € invertida em
diregao ao potencial minimo, finalizando-se um ciclo. O ciclo é repetido o numero de
vezes desejado, obtendo-se um voltamograma ciclico como se ilustra na Figura 11.

Os parametros mais importantes que podem ser obtidos a partir de um
voltamograma ciclico sdo os potenciais e as intensidades de corrente de pico anddico e

catddico. A definicao destes pardmetros é apresentada na Tabela 2.
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Figura 10 - Variagéo de potencial na forma de uma onda  Figura 11 - Voltamograma ciclico para um sistema
triangular, em voltametria ciclica, (adaptado de [55]) reversivel, (adaptado de [55])

Tabela 2 - Parametros importantes em voltametria ciclica

Termo Defini¢ao

Epa Potencial de pico anddico

Potencial para o qual a intensidade de corrente anddica atinge o seu valor mais elevado
Ioa Intensidade de corrente de pico anddica

Valor mais elevado da intensidade de corrente anddica
Epc Potencial de pico catddico

Potencial para o qual a intensidade de corrente catédica atinge o seu valor mais elevado

Ioc Intensidade de corrente de pico catédica
Valor mais elevado da intensidade de corrente catddica

Conforme o mecanismo das reagdes de oxidagao reducao realizadas na superficie
do elétrodo de trabalho, o tipo de voltamograma gerado permite obter informagdes

relativas a reagcdo nomeadamente sobre a sua reversibilidade ou irreversibilidade,

situacgoes ilustradas na Figura 12 e na Figura 13.

— reversivel
-- quasi-irreversivel

Figura 12 - O efeito de aumento da irreversibilidade no Figura 13 - Voltamograma ciclico para um sistema
formato dos voltamogramas ciclicos, (adaptado de [55]) irreversivel, (adaptado de [55])
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3.2.2 Amperometria

A amperometria define-se como o sistema voltamétrico que funciona a potencial
constante e no qual a intensidade de corrente é medida, sendo esta proporcional a
concentragao do analito [54].

A amperometria baseia-se na aplicacdo de um unico pulso de potencial
produzindo-se assim uma intensidade de corrente que decai rapidamente com o tempo,
como ilustrado na Figura 14 (a) e (b). O elétrodo de trabalho € mantido a um potencial

constante e no qual ocorrem as reagdes redox de compostos eletroativos.

Es

_

Tempo Tempo

(@) (b)

Corrente

Figura 14 - Perturbacao aplicada em amperometria (a) e resposta da intensidade de corrente em amperometria (b)

Uma grande vantagem da amperometria em relacao a voltametria é a utilizagéo
de um potencial constante em contraste com um varrimento de potenciais usado na
voltametria, fazendo com que a intensidade de corrente residual obtida apresente
valores muito baixos. Isto concede a amperometria maior sensibilidade. Mas ha
desvantagens em manter o potencial constante. Algumas das desvantagens da
amperometria a potencial constante sdo a baixa seletividade e a fraca estabilidade do
sinal eletroquimico em funcdo do tempo, comprometendo assim a repetibilidade da
resposta e a reprodutibilidade dos resultados. A estabilidade do sinal depende da taxa
de transferéncia de carga na interface entre o elétrodo e a espécie eletroativa. A
superficie do elétrodo, com o decorrer dos trabalhos, comeca a modificar-se
gradualmente dependendo do tipo de composto envolvido. Assim, comeca a sofrer
passivagcao e contaminagao, essencialmente, quando a espécie eletroativa e os
produtos das reacdes adsorvem ou eletropolimerizam na superficie do elétrodo de modo
irreversivel ou quasi-irreversivel. Para ultrapassar esta limitagdo deve-se resolver estes
problemas associados a superficie do elétrodo. Nesse sentido, a amperometria de

multiplos pulsos, MPA (Multiple pulse Amperometry) representa uma alternativa para
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prevenir a contaminagdo ou passivagdo da superficie do elétrodo e determinar
compostos eletroativos. Aplica-se ao elétrodo de trabalho pulsos de potencial
sequencial e continuamente em funcdo do tempo e pulsos de condicionamento que
procedem a limpeza eletroquimica da superficie do elétrodo, permitindo assim uma
resposta mais estavel durante mais tempo.

A escolha do tempo de duracgéo do pulso € um parametro importantissimo e varia
entre 30 a 500 ms. A sua otimizacao depende do tipo de analise a efetuar. A aplicacao
mais comum € o uso de dois pulsos de potenciais, possibilitando somente a detecao da
espécie de interesse (em E1) e a limpeza eletroquimica, periddica, (em Ey).

O potencial aplicado pode ser ajustado para maximizar a resposta para o analito
de interesse, minimizando a resposta para analitos interferentes. Devido a todas estas
carateristicas a MPA tem vantagens em relagdo a amperometria convencional,
nomeadamente: aumento na estabilidade de resposta de um elétrodo em fungédo do
tempo, com a aplicagdo de um pulso de potencial de limpeza; aumento na seletividade
e precisao através da detecdo dos produtos de oxidagao-reducdo; possibilidade de
determinagbes simultadneas em analise por injegdo em fluxo (FIA) com a utilizagdo de

apenas um elétrodo de trabalho, entre outras vantagens [56].

3.2.3 Elétrodo de diamante dopado com boro

A era dos elétrodos de diamante comegou nos anos oitenta por investigadores
japoneses e russos [57, 58]. Em 1992, Fujishima popularizou os elétrodos de BDD [59].
Em 1993 foi publicado o primeiro trabalho utilizando o elétrodo BDD em aplicagbes

eletroquimicas [60]. Os seus 0
-3.0 i 3.0

autores apresentaram as
propriedades inerentes a este - kb

elétrodo, fazendo despertar a _
atengdo da  comunidade — MK He
cientifica para este material. pm— ;
Atualmente, o elétrodo BDD é i K(':‘”( 0 ¢

muito utilizado em :
. . \ I ERY } BDD
eletroanalise devido as suas H,S0,

- 1. +2.

n
n

carateristicas impares tais

como: baixa e estavel Figura 15 - Faixa de potencial aproximada para os elétrodos de
platina, mercurio, carbono e BDD em diferentes eletrélitos de suporte,

intensidade de corrente de (adaptado de [54])
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fundo, extraordinaria estabilidade morfolégica e microestrutural a elevadas
temperaturas, fraca adsor¢ao de moléculas polares, melhorando assim a resisténcia do
elétrodo a desativagao, estabilidade eletroquimica de resposta a longo prazo em meios
alcalinos e acidos, possui uma larga janela de potencial em meio aquoso e nao aquoso,
como ilustrado na Figura 15, de entre muitas outras propriedades. Nenhum outro

material mostra tanta versatilidade quanto um elétrodo BDD [61, 62].

3.3 Analise por injecao em fluxo (FIA)

O sistema de analise FIA desenvolveu-se a partir da combinacao de carateristicas
de métodos analiticos ja existentes tais como: técnicas eletroquimicas,
espectrofotometria, fluorescéncia, entre outras, bem como do aperfeicoamento do
meétodo de analise em fluxo segmentado. Esta técnica foi desenvolvida em 1975 por
Ruzicka e Hansen e depressa se tornou numa técnica muito popular devido as suas
vantagens, como por exemplo, simplicidade na instrumentagéo, eliminagdo de algumas
possibilidades de contaminacéo, melhor precisdo, diminuicdo de custos, aumento na
velocidade de processamento, entre outras. Esta técnica constitui um poderoso aliado
para a automacéao de procedimentos analiticos.

Este tipo de processo de analise pode ser dividido em trés partes: propulsdo dos
liquidos, injecdo da amostra e detec&o. Na propulsdo normalmente sdo usadas bombas
peristalticas que servem para manter o caudal constante. Na injecdo sdo usados
injetores (os mais comuns sao os de valvula rotatéria desenvolvidos por Ruzicka &
Hansen) cuja fung&o ¢é introduzir um volume definido e reprodutivel de amostra e por
fim na dete¢do sdo empregues varios sistemas, como por exemplo, absor¢céao atomica,
amperometria, voltametria e outros [63, 64, 65].

O principio da analise FIA esta ilustrado na Figura 16 (a). Esta analise inicia-se
com a adi¢do de pequenos volumes de amostra, rigorosamente medidos injetados numa
solugdo que os transporta, em fluxo constante, através do percurso analitico (fase 1). A
amostra dispersa-se na solugao transportadora que a conduz até um detetor adequado
(fase 2). No decorrer desta fase, a amostra sofre dispersdo na solugao transportadora,
produzindo uma zona caracterizada pela existéncia de gradientes de concentracéo.
Nesta fase ainda podem ocorrer transformacoes, reagdes quimicas, passar por etapas
de separagao, diluigdes, etc. O detetor regista, em continuo, um parametro de medida
associado a concentragéo do analito na solugao. Quando a amostra passa pelo detetor

provoca uma alteragéo do sinal que a caracteriza (fase 3). Desde que as condigdes
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experimentais se mantenham constantes, a intensidade de corrente maxima que ocorre
no pico observado no detetor é proporcional a concentragao do analito [66, 67]. No final,
o sistema volta a assumir as condigdes iniciais (fase 4), podendo iniciar-se um novo
ciclo. O sinal carateristico do sistema FIA esta representado na Figura 16 (b). Neste
pode-se verificar que quando a zona de dispersao ainda ndo chegou ao detetor este

regista o sinal de linha base (ou branco).

Detetor

Amostra
Fase 1 {} Injecdo
— 'u';aotranspmm

Fase 2 Dispersdo

=5 -950 transportadora dﬂ

2)

(1) f\

Fase 3 Detecdo 2 @)
-+ Solugio transportadora Tg

Fase 4 Lavagem | “ 3) ]
ol e T —— — y . j - -

1
tempo

(a) (b)

Figura 16 - Etapas de formagéo do sinal transiente em FIA: (a) diferentes gradientes de concentracdo da amostra na
solugdo transportadora; (b) sinal obtido pelo detetor, (adaptado de [68])

Assim que a zona de dispersdo da amostra chega ao detetor o sinal varia
abruptamente (1) atingindo rapidamente um valor maximo (2). Conforme a zona de
disperséao vai deixando o detetor, o sinal vai diminuindo de intensidade (3) até voltar a
aproximar-se do valor inicial da linha base.

As determinagbes em FIA apresentam grandes vantagens nomeadamente a
possibilidade de efetuar as determinagdes em condigdes de nao equilibrio fisico ou
quimico e permitirem um processamento de dados bastante versatil, isto €, permitir a

analise da altura, area e largura de picos ou a distancia entre eles.
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3.3.1 Acoplamento de MPA a FIA e a HPLC

O acoplamento de MPA com FIA representa uma alternativa para prevenir a
contaminagédo do elétrodo de trabalho e determinar varios compostos eletroativos, em
simultdneo, uma vez que a técnica MPA permite obter até 10 amperogramas em fungao
do tempo, com pulsos de pouca duragdo, minimo de 30 ms para até 10 potenciais
diferentes [69]. Além disso o fluxo continuo da solugao, proporcionado pelo sistema FIA,
faz com que a superficie do elétrodo sofra uma menor contaminagao porque o tempo
de contacto da amostra e dos produtos das reac¢des redox com a superficie do elétrodo
€ muito menor quando comparado com processos estacionarios, aumentando assim a
reprodutibilidade das analises. O primeiro trabalho apresentado na literatura, utilizando
0 acoplamento da amperometria pulsada com os sistemas de fluxo FIA para analise
simultdnea de compostos electroativos, foi proposto por Surareungchai et al., na analise
simultanea de glicose e frutose com a aplicagéo de quatro pulsos de potencial sobre um
elétrodo modificado [70]. O uso de MPA acoplada ao sistema hidrodinamico FIA € usado
para a determinagao simultdnea de dois ou mais analitos, para melhorar a seletividade
na quantificagdo de compostos electroativos, melhorar o funcionamento de limpeza da
superficie do elétrodo de trabalho, entre outras utilizagées [71].

As principais vantagens da detegdo amperométrica em sistemas de fluxo FIA sao:
maior sensibilidade e menores efeitos da contaminacdo da superficie do elétrodo de
trabalho porque o tempo de contacto da amostra e dos produtos do processo redox com
o elétrodo é muito menor comparado com os processos estacionarios, uma vez que o
eletrdlito de suporte flui continuamente durante a realizagao do ensaio. Por estas razbes
pode-se ver que ha uma maior estabilidade de resposta do detetor e, como
consequéncia, uma maior reprodutibilidade dos resultados [72].

O acoplamento de MPA com HPLC ¢ utilizado para manter a reprodutibilidade do
sinal, durante a analise, através da limpeza eletroquimica da superficie do elétrodo de
trabalho [73]. Na Tabela 3 estao resumidas algumas carateristicas comparativas entre
o sistema FIA e o HPLC.
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Tabela 3 - Comparagao das carateristicas FIA e HPLC, (adaptado de [74])

Parametro FIA HPLC
Introdugdo amostra injecéo injecéo
Volume amostra pequeno (uL) pequeno (uL)
Fluxo analitico ndo segmentado ndo segmentado

Velocidade da bomba variavel variavel
Presséo bombeamento baixa alta
Coluna possivel sim

Obtengao de dados integracéo ou altura do pico integracéao

Pelo que se apresenta, pode-se concluir que a técnica FIA tem muitas

semelhangas com a técnica HPLC.

3.4 Cromatografia de par iénico

A cromatografia de par idnico € uma técnica de cromatografia liquida que se
baseia na adicao a fase mével de um sal contendo um contra ido relativamente a espécie
a reter [75, 76, 77]. S4o exemplos ides organicos de cadeia longa como o i&o amoénio

quaternario ou o sulfonato alquilico, apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Féormulas quimicas estruturais dos trés reagentes par ionico utilizados

Estrutura Sigla Ref.

‘\_\N*/\/\ ”

HO—P—O

N\ \_L | TBA [78, 79]
OH

Fosfato de tetrabutilaménio

A N " 0ss [39]

Octanossulfonato de sédio

(0]
P T e N e e v/ W DS
o// \O'

Tetradecanossulfonato de sédio
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Neste mecanismo de separagao, o pH da fase mével é ajustado de modo a
promover a ionizagao dos compostos da amostra. Adiciona-se o reagente par idnico aos
eluentes e este € um surfactante catiénico ou aniénico. Juntamente com os ides do
analito de carga oposta, os reagentes do par idnico formam um par de ides nao
carregado, o qual pode ser retardado na fase estacionaria por interacoes hidrofdbicas.
O par idnico neutro, ao entrar em contacto com a fase estacionaria reversa, fica
adsorvido devido a interagao que ocorre entre a fase estacionaria (apolar) e a cauda
alifatica presente no surfactante, proporcionando a separacéo [54, 80, 81].

O reagente par ionico (RPI) fosfato de tetrabutilamonio (TBA) € comumente usado
para controlar a eluicdo de acidos orgénicos em meios neutros-basicos em colunas nao-
polares [79].

Os compostos de sulfonato sdo usualmente explorados para controle de eluigao
de catibes em meios acidos em colunas nao-polares. Arai et al. utilizaram uma
metodologia de HPLC-UV para a determinagao simulténea de trigonelina, cafeina, acido
clorogénico e outros compostos relacionados em amostras de café instantaneo, usando
uma fase movel acida, contendo octanossulfonato, em coluna Cis de 15 cm de
comprimento. Estes autores notaram o aumento do tr de trigonelina com maiores
concentragoes de RPI e menor teor de metanol [39].

Na cromatografia de par i6nico, os principais parametros experimentais que mais
influenciam a retencdo de um determinado analito sdo: composi¢cdo da fase mével em
termos de selegao e concentragao do reagente par idnico (RPI), concentracéo de fase
organica e pH da fase mével. O equilibrio entre o surfactante e a fase estacionaria é

lento, a separagao € mais sensivel as variacdes de temperatura e de pH [82, 83].

3.5 Métodos de detecao

Entre os detetores acoplados a sistemas FIA, os mais comummente usados séo
os espectrofotométricos UV-Vis, fluorescéncia e eletroquimicos. A detecdo
eletroquimica é mais vantajosa que qualquer uma das outras duas. E nomeadamente
quando os analitos ndo possuem um grupo croméforo que absorva na regiao UV-Vis,
quando as espécies apresentam baixo coeficiente de absor¢cdo e quando os analitos
eletroativos ndo tém propriedades fluorescentes [84, 85].

As técnicas eletroquimicas mais exploradas na detecdo em fluxo sido a

coulometria e a amperometria que apresentam multiplas vantagens tais como: baixo
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limite de detecéo, elevada seletividade e uso de instrumentagdo mais barata quando
comparadas com as técnicas empregadas na detecdo UV-Vis e fluorescéncia

A detegdo eletroquimica mais usada em sistemas de fluxo é a detegéo
amperométrica pulsada. Esta técnica apresenta elevadas potencialidades para o
desenvolvimento de métodos de analise, essencialmente porque apresenta elevada
estabilidade, boa seletividade e sensibilidade, elevada frequéncia de amostragem e
baixo custo de instrumentacdo. Ndo menos importante, ha a considerar a simplicidade
no tratamento das amostras com etapas minimas de preparacdo, essencialmente

dissolugdes e diluigbes, diminuindo significativamente os residuos.

3.6 Sistema de fluxo de baixa pressao com separagao

cromatografica

O desenvolvimento de sistemas de fluxo de baixa pressdo com separacgdo
cromatografica € uma tendéncia recente que combina sistemas de baixa pressdo com
colunas monoliticas [86]. Esta combinacgéo sé é possivel devido a baixa contrapressao
desenvolvida pelas colunas. Esta caracteristica resulta das dimensdes dos poros
intrinsecos do mondlito: os poros de maiores dimensdes (macroporos com cerca de 2
pMm) permitem maiores taxas de fluxo quando comparados com os valores usuais em
metodologias tradicionais de HPLC. Os poros menores (mesoporos com cerca de 130
A) s&o responsaveis pela elevada area superficial da fase estacionaria que é um aspeto
fundamental para um processo de separagao cromatografica. A fase mével pode ser
impulsionada através de dispositivos propulsores de baixa pressao geralmente
aplicados em sistemas de analise de fluxo comum. O ponto essencial é a possibilidade
de adicionar as vantagens reconhecidas de coletores de fluxo de baixa pressao (ou seja,
de baixo custo e taxa de analise elevada) a seletividade cromatografica para analise de
amostras [13, 87].

A estratégia de cromatografia de par idnico em sistemas de fluxo de baixa presséo
para a determinacdo de compostos i6nicos é recente. E um novo desenvolvimento
dentro da recente tendéncia de acoplamento de colunas monoliticas de comprimento
reduzido (neste caso 1 cm de comprimento) a sistemas de fluxo convencionais. A
compatibilidade do uso de colunas monoliticas de comprimento reduzido com reagentes
de par idnico prevé a exploracdo das vantagens dessa abordagem, particularmente
devido a facil modificagdo da seletividade da coluna monolitica com base na selegao

adequada dos reagentes de par idnico comercialmente disponiveis.
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1. Introducao

Para determinar a trigonelina em cafés, através de um sistema de baixa presséo
com separagao cromatografica e detegdo eletroquimica, desenvolveu-se uma
metodologia onde se adotou uma estratégia analitica que combina dispositivos
propulsores de baixas pressdes, como as bombas peristalticas, com colunas
monoliticas. Com vista a alcancar esse objetivo foram delineadas as seguintes etapas
de trabalho experimental:

e caraterizagao eletroquimica da trigonelina;

e estudo da retencao da trigonelina num sistema de fluxo de baixa pressao
com colunas monoliticas;

e aplicacdo da metodologia desenvolvida na determinagdo de trigonelina
em cafés.

A caraterizagao eletroquimica da trigonelina foi realizada por voltametria ciclica e
amperometria pulsada sob diferentes condi¢gdes eletroquimicas e de eletrdlito de
suporte. Utilizou-se um elétrodo de diamante dopado com boro devido as suas
reconhecidas vantagens, mais concretamente a ampla janela de potencial de trabalho
€ a baixa intensidade de corrente de fundo [88].

A retencao da trigonelina foi avaliada através do mecanismo de par iénico, tendo
sido estudada a influéncia da fase mével, particularmente ao nivel dos reagentes de par
idnico selecionados e respetiva concentragao [89].

A metodologia desenvolvida foi aplicada na determinagcdo da trigonelina em
amostras de café das variedades arabica e robusta. As amostras analisadas foram
obtidas de graos de café verde e de cafés torrados com diferentes niveis de torra.

Esta metodologia apresenta como principais vantagens, o baixo custo por analise,
a elevada taxa de analises, a facilidade de implementacéo e a versatilidade analitica

tipica de sistemas de analise em fluxo [13].
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2.3.3 Estudo de interferentes ...........oooiiiiiie i 41
2.3.4 Extragdo e determinagéo de trigonelinano café.............cccooiiiiininnnnn. 42
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2.1 Instrumentagao

Para a realizagao deste trabalho recorreu-se a um largo conjunto de instrumentos,
especificamente dedicados a cada uma das diversas fases que compdem toda a
metodologia desenvolvida.

Na preparacédo das solugdes usou-se a instrumentacéo detalhada na Tabela 5.

Tabela 5 — Lista da instrumentacgéo utilizada

Instrumentagao Especificagao / Utilizagao
Balanca analitica Mettler modelo AE50, para pesagem rigorosa dos reagentes
Banho de ultrassons Bandelin Sonorex modelo TK100, para homogeneizagao e/ou desgaseificagao de
solugdes
Medidor de pH Hanna Instruments HI 2550, equipado com um elétrodo de vidro combinado
Micropipetas Gilson Pipetman para medic¢des rigorosas de volumes inferiores ou iguais a 1 mL
Sistema Millipore Simplicity TM para purificagdo da agua
Moinho para moer os graos de café
Placa de aquecimento Gallenhamp SWT — 500 — D10L para aquecer a agua utilizada na preparagao

das solugdes de amostras de café

Agitador magnético Metrohm E 649 a 2 rpm
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Para a analise das amostras utilizou-se o sistema analitico desenvolvido e

7

esquematizado na Figura 17. Este, é constituido por dois subsistemas, sendo um
destinado a separacdo cromatografica da trigonelina e o outro a determinacao

eletroquimica da trigonelina por detegdo amperométrica.

E ref Legenda

E aux
A — amostra

BP — bomba peristaltica
— v | . V- Vélvulfl dc_e injecdo 35 ulL
A @ ' C — confluéncia

M ,\_,u_g: E — esgoto

CM-1cm E trab FM — fase movel

¢ ISA — ajustador forga idnica

ISA F — filtro (1 pm)
CM - coluna monolitica

Figura 17 - Representagéo esquematica do sistema analitico desenvolvido neste trabalho

O primeiro subsistema destina-se a separagéo cromatografica da trigonelina, a
baixa pressdo, sendo constituido pelos componentes apresentados na Tabela 6. O
segundo subsistema é composto pelos componentes apresentados na Tabela 7. Para

elétrodo de trabalho foi selecionado o elétrodo BDD por causa das boas carateristicas

Y

eletroquimicas que apresenta, tais como, estabilidade a corrosdo em meios muito
agressivos, baixo risco de passivagao, intensidade de corrente de fundo reduzida e
estavel, estabilidade de resposta durante longos periodos de tempo, larga janela de

potencial em meio aquoso e nao aquoso, e robustez fisica [90, 91, 92].

Tabela 6 — Componentes usados no subsistema para a separagao cromatografica da trigonelina, a baixa pressao

Componentes do sistema de fluxo de baixa pressao para separagao cromatografica

BP bomba peristaltica (Gilson, Minipuls 3)
ISA solugéo ajustadora de forga i6nica

A amostra

FM fase movel

\% valvula de injegdo de baixa pressao (35 uL) (Rheodyne, 5020)

CM coluna monolitica C4s de fase reversa (Merck, Chromolith, RP-18E, 10 mm por 4,6 mm) alojada num
suporte de coluna (Merck, 1.51471.0001)

E esgoto
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Tabela 7 — Componentes usados no subsistema para a caraterizagao eletroquimica da trigonelina por detegéo
amperomeétrica

Componentes do sistema de detecao eletroquimico

Etrab Elétrodo de trabalho — elétrodo de diamante dopado com boro alojado num corpo PEEK
(Windsor Scientific, 3 mm @, 3SMMDIAM.BDD.PEEK)

Eret Elétrodo de referéncia de jungao unica— AgCl/Ag (Thermo Scientific, 900100) preenchido com KCI, 3M
Eaux Elétrodo auxiliar de carbono vitreo (Metrohm, 6.1248.040)

C Confluéncia — pega de poli (metacrilato de metilo (PMMA) para suporte dos elétrodos, onde se faz o ajuste
das condigbes de meio do eluato e o acoplamento da coluna monolitica MC

Para ligar estes componentes foram utilizados tubos de diametro variavel e de
menor comprimento possivel. Na bomba peristaltica, para transporte da solugio de fase
movel, usou-se tubagem de propulsdo Tygon de 1,02 mm de didametro interno (i.d.),
(Gilson, Inc., F117938); para transporte da solugao ISA utilizou-se tubagem Tygon de
0,38 mm i.d. (Gilson, Inc., F117933). As restantes conexdes ao longo do sistema de
fluxo foram realizadas com tubagem PTFE de 0,8 mm i.d. (Kinesis, 008T16-080-20) e
conectores apropriados. Utilizou-se ainda um filtro de seringa em Nylon com 25 mm de
didmetro e poros de 1,0 um (Whatman, 6750-2510) que foi colocado no tubo da fase
movel entre a bomba peristaltica e a valvula de injecdo. Os sinais eletroquimicos,
nomeadamente em voltametria ciclica e amperometria de multiplos pulsos, foram
obtidos usando um sistema formado por um potenciéstato Tipo Il pAutolab e controlado
por software GPES 4.9 para Windows (ambos da EcoChemie B.V., Utrecht, Holanda).
As medicbes da altura dos picos cromatograficos foram efetuadas através deste

software.

2.2 Reagentes, padroes, amostras e preparagao de solugoes

Todas as solugbes foram preparadas com agua desionizada (condutancia
especifica inferior a 0,1 uS cm™) e filtrada (usando uma membrana com porosidade de
0,45 um). Os reagentes foram usados como comprados sem purificagdo adicional e

encontram-se indicados na Tabela 8, assim como as suas caracteristicas gerais.
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Tabela 8 — Fabricante, pureza e densidade dos reagentes, padrées e amostras utilizados no trabalho experimental

Reagentes, padrées e amostras

Acido cloridrico (HCI)

Acetato de sédio (NaCH;COO)
Fosfato de sodio (NazO4P)
Cloreto de sédio (NaCl)
Acetonitrilo (ACN)

Metanol (MeOH)

Acido ortofosférico (HsPO.)
Reagentes par i6nico
Fosfato de tetrabutilamoénio
Octanossulfonato de sédio
Tetradecanossulfonato de sédio
Padroes

Trigonelina

Niacina

Cafeina

Acido clorogénico

Acido cafeico

Acido benzoico

Amostras

Pureza e densidade
35,9% ;(1,19 g/lcm?®)
99%
96%
299,8
grau de gradiente de HPLC 99,99%
grau de gradiente de HPLC 299,9%
grau eletroquimico HPLC > 85%

cromatografia iénica = 99,0%
cromatografia idnica = 99,0%

cromatografia iénica = 99,0%

297,5%
2 98,0%
299,0%
295,0%
298,0%
299,0%

Marca e Referéncia
Fisher Chemical, H/ 1200 / PB17
Aldrich
Aldrich
Sigma-Aldrich, 31434
Fisher Chemical, A / 0627/17
Chem-Lab NV, CL00.1364
Fisher Chemical, O / 0515PB08

Sigma-Aldrich, 86833
Sigma-Aldrich, 74882
Sigma-Aldrich, 87191

Sigma-Aldrich, T5509
Sigma-Aldrich, N4126
Fluka, 27600

Aldrich, C3878
Sigma-Aldrich C0625
Merck, 8.22257.1000

Gréaos de café verde, arabica do Brasil e robusta do Uganda, comprados numa loja local

2.2.1 Preparacgao de solugoes padrao

As solugdes padrao-mae de trigonelina de concentragdo 1,00x102, 1,00x103 e

5,00x10* mol dm e de niacina de concentragéo 5,00x10* mol dmforam preparadas

a partir dos respetivos reagentes comerciais, usando a agua desionizada como solvente.

As solugdes de menor concentragdo foram preparadas por diluicdo com agua

desionizada das solugdes padrdao-mée. As solugbes iniciais foram armazenadas a

temperatura ambiente e protegidas da luz até serem utilizadas. Todas estas solu¢des

apresentaram estabilidade durante um més. Findo este periodo prepararam-se novas

solugdes.

2.2.2 Solugdes utilizadas em estudos de voltametria ciclica

As solugbes utilizadas nos estudos efetuados em voltametria ciclica, assim como

a solugao utilizada como eletrélito de suporte, apresentam-se na Tabela 9.
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Tabela 9 - Solugdes utilizadas em estudos de voltametria ciclica
e
HCI 0,1 mol dm? (pH =1)

NaCl 0,1 mol dm com HCI 0,01 mol dm (pH=2)
NaCH3COO 0,1 mol dm com NaCl 0,1 mol dm™ (pH =4)
NazO4P 0,1 mol dm com NaCl 0,1 mol dm™ (pH =7)
Acido cafeico 1,1 pmol dm™
Cafeina 1,0 mmol dm
Acido clorogénico 4,6 mmol dm™
Niacina 0,8 mmol dm
Solugéo utilizada no eletrdlito de suporte (branco)

NaCl 0,1 mol dm com HCI 0,01 mol dm- (pH =2)

2.2.3 Solugdes utilizadas na otimizagao da solugao ISA

Para otimizar a solugédo de ajuste de forga idnica - ISA - prepararam-se as
solugdes da Tabela 10.

Tabela 10 - Solugdes utilizadas na otimizagdo da solugdo ISA

HCI 0,10 mol dm™
HCI 0,50 mol dm
HCI 1,0 mol dm
HCI 2,0 mol dm

2.2.4 Solugdes padrao utilizadas no estudo de interferentes

Para o estudo dos interferentes da trigonelina prepararam-se as solugdes padréao
listadas na Tabela 11. As solugdes padrao de cada um dos compostos referidos tém

concentracdes 10 vezes superiores as normalmente esperadas no café.

Tabela 11 - Solugdes padrao utilizadas no estudo de possiveis interferentes da trigonelina

Nome do interferente Concentragio / mol dm

Acido cafeico 1,1 umol dm?3
Cafeina 1,0 mmol dm-
Acido clorogénico 4,4 mmol dm3

Niacina 0,8 mmol dm-
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2.2.5 Solugodes utilizadas como fase moével

As solugbes utilizadas como fase mével em cromatografia de par idnico para a
retengéo de compostos idnicos em colunas apolares foram constituidas pelas misturas
abaixo referidas, tendo em atengao a composicao da fase mével com TBA, OSS e TDS.
Apoés a preparacgao, todas as solugdes foram desarejadas em sistema de ultrassons

durante 10 minutos.

2.2.5.1 Solugoes da fase mével com TBA

Na Tabela 12 detalham-se as misturas para as solugbes da fase moével em
cromatografia de par iénico com ACN 2% e 10% e TBA com concentragdes de 1, 9 e 20

mmol dm3.

Tabela 12 — Constituintes das solugdes usadas no estudo da composicdo da fase mével em cromatografia de par
iénico com TBA

Solvente organico ITBA| / mmol dm-3

ACN 10% Sem TBA
ACN 10% 1,0
ACN 10% 9,0
ACN 2% 20,0

2.2.5.2 Solugodes utilizadas na composicao da fase mével com OSS

Na Tabela 13 apresentam-se as solugdes utilizadas no estudo de otimizacao da
fase movel em cromatografia de par idnico com MeOH 2, 5 e 10%, ACN 2, 5 e 10%,
H3P0O40,10% (v/v) e OSS com concentragbes de 1, 5, 10 e 20 mmol dm
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Tabela 13 - Solugdes do estudo da composicdo da fase mével em cromatografia de par iénico com OSS

Solvente organico |0SS| / mmoldm-3 Solugao ajustadora de pH ‘
MeOH Sem OSS 250 pL de solugao comercial de
2,5e 10% H3PO,
ACN Sem OSS 250 L de solugdo comercial de
2,5e10% H3PO4
MeOH
2% 1,5,10e 20 250 pL de solugao comercial de
5% 1,5,10 e 20 H3PO,
10% 1,5,10 e 20
ACN
2% 1,5,10e 20 250 pL de solugéo comercial de
5% 1,5,10e 20 H;PO,4
10% 1,5,10e 20

2.2.5.3 Solucgoes utilizadas na composicao da fase moével com TDS

Na Tabela 14 apresentam-se as solugdes utilizadas no estudo de otimizacao da
fase moével em cromatografia de par iénico com ACN 2, 5, 10 e 50%, H3P040,10% (v/v)

e TDS com concentragdes de 1, 2 e 5 mmol dm.

Tabela 14 - Solugdes do estudo da composicédo da fase moével em cromatografia de par idnico com TDS

Solvente orginico |TDS| / mmol dm?3 Solucio ajustadora de pH ‘
ACN SemTDS e
50%
ACN
2% 1,2e5 250 pL de solugdo comercial de
5% 1,2e5 H;PO,
10% 1,2e5

2.3 Procedimento experimental

De inicio foram efetuados alguns estudos preliminares com a trigonelina, em
voltametria ciclica, com o objetivo de avaliar a sua eletroatividade no elétrodo BDD.

No passo seguinte acoplou-se um sistema de detegdo amperométrica a um
sistema de fluxo monocanal, sem coluna cromatografica e fizeram-se estudos em
amperometria DC e MPA, com o objetivo de otimizar as condi¢des de trabalho.

Por fim, acoplou-se a coluna cromatografica ao sistema desenvolvido e
realizaram-se todos os ensaios para estudar a retengao e a separagao da trigonelina de
outros compostos e possiveis interferentes, presentes no café, utilizando a

cromatografia de par ionico. A escolha da estratégia de cromatografia de par i6nico para
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separar a trigonelina dos restantes compostos da matriz do café deve-se ao carater
idnico permanente deste composto - a trigonelina pode ocorrer como um catido (em
meios acidos) ou como um zeuterido (pH> 4). Neste estudo determinaram-se os
principais parametros experimentais que mais influenciam a retengao da trigonelina:
composicao da fase mével em termos de selegcao e concentragao do reagente par idnico
(RPI), concentracao de fase organica e pH da fase movel.

O RPI avaliado em primeiro lugar foi o fosfato de tetrabutilaménio (TBA). Na fase
organica utilizou-se o acetonitrilo devido a sua baixa viscosidade em solu¢des aquosas
sendo responsavel por uma diminuicdo da pressdo do sistema relativamente as
solugdes aquosas. Em segundo lugar foi avaliado o octanossulfonato de soédio (OSS) e,
por fim, ensaiou-se o tetradecanossulfonato de sédio (TDS), numa tentativa de explorar
a cadeia hidrofébica mais longa deste composto para aumentar a retengdo de
trigonelina. Fez-se um estudo semelhante ao descrito para o OSS.

Fez-se também um estudo cromatografico ao acido 5-clorogénico, a cafeina, ao
acido cafeico e a niacina para verificar se ha interferéncias com o tempo de retencéo da
trigonelina. Esse estudo ainda foi realizado em café verde e torrado para avaliar o efeito
da matriz nessas amostras.

Por fim, determinou-se o teor de trigonelina no café através do método da curva

de calibragéo.

2.3.1 Ensaios voltamétricos com a trigonelina

Os ensaios preliminares foram realizados em voltametria ciclica e em
amperometria. Com isto pretendeu-se avaliar a eletroatividade da trigonelina, utilizando
o elétrodo BDD como elétrodo de trabalho em diferentes eletrdlitos de suporte e a
diferentes velocidades de varrimento, bem como o seu perfil eletroquimico.

Para efetuar estes ensaios voltamétricos utilizou-se uma célula eletroquimica,
contendo um elétrodo de trabalho, um elétrodo de referéncia e um elétrodo auxiliar. A
gama de potenciais utilizada para o elétrodo de trabalho variou de -2,00 V a 1,50 V.

A escolha do eletrélito de suporte € de extrema importdncia em medidas
eletroanaliticas porque, para além de modificar as propriedades das solugbes e a
interface elétrodo-solucéo, influencia diretamente na intensidade de corrente de pico e
no potencial de pico. Por estes motivos, deve-se estudar a influéncia do pH numa gama
de valores suficientemente abrangente para se selecionar o eletrélito de suporte mais

adequado.
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Nestes ensaios preliminares, para o estudo das variaveis eletroquimicas que
influenciam a resposta da trigonelina no elétrodo BDD realizaram-se ensaios em VC,
utilizando diferentes solugdes de trigonelina com concentracées de 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0
mmol dm3. Os eletrélitos de suporte utilizados na otimizagao foram solugbes de: HCI
0,1 mol dm3, (pH =1,0); mistura de HCI 0,01 mol dm=com NaCl 0,1 mol dm™3, (pH =2,0);
mistura de tampao acetato 0,01 mol dm= com NaCl 0,1 mol dm™ (pH =4,0) e mistura de
tampéao fosfato 0,01 mol dm= com NaCl 0,1 mol dm=, (pH =7,0). Para cada um destes
meios foram testadas trés velocidades de varrimento diferentes: 0,1; 0,5 e 1,0 V s™.
Todos estes ensaios foram feitos com e sem agitacdo magnética.

Para se entender melhor o sinal eletroquimico observado para a trigonelina, fez-
se em VC ensaios com a niacina por esta ser semelhante na estrutura quimica. Efetuou-
se também para outros compostos presentes no café, nomeadamente, acido 5-
clorogénico, cafeina e acido cafeico, para se verificar se eram eletroativos no elétrodo
BDD e a que potencial. Para fazer os ensaios em amperometria acoplou-se um sistema

de detegdo amperométrico a um sistema de fluxo monocanal.

2.3.2 Sistema analitico desenvolvido e sua operacionalidade

Implementou-se um sistema analitico para a determinagéo da trigonelina no café,
tendo como principais vantagens: a simplicidade, a facilidade de montagem, a robustez,
a elevada taxa de analise e ainda a facilidade no ajuste automatico da forga ionica. Este
sistema é composto por uma bomba peristaltica para a propulsdo das amostras e das
solugdes, uma valvula de injecdo de baixa pressao dedicada a injecdo da amostra no
sistema de fluxo, uma coluna monolitica de 1 cm de comprimento alojada num suporte

de coluna e um sistema de detecgao eletroquimico, como ilustrado na Figura 18.

Figura 18 — Imagem da montagem experimental do sistema analitico
desenvolvido com detegdo amperométrica
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Para unir a coluna monolitica ao elétrodo de trabalho numa configuracao “wall-jet”
(o contacto do jato da solugdo com a superficie do elétrodo de trabalho é frontal) foi
construida uma confluéncia feita em poli(metacrilato de metilo). Esta confluéncia
também apresenta um canal de entrada através do qual a solucéo de ajuste da forca
iénica é misturada com o eluato antes da dete¢éo, como se pode ver na Figura 19. Outra
carateristica importante da confluéncia é a sua capacidade de acomodar de forma
apropriada os elétrodos na célula eletroquimica, facilitando o manuseio do elétrodo de
trabalho. Para tal basta que o elétrodo tenha dimensdes adequadas para se manter
firmemente seguro no interior da confluéncia e se manter posicionado a menor distancia

do ponto de saida do jato de solugéo.

C
Eref

Eaux
Etrab

CM

Figura 19 — Imagem relativa ao pormenor da confluéncia

As distancias entre a valvula de inje¢do e a coluna, bem como entre a coluna e o
elétrodo de trabalho, foram mantidas no minimo a fim de reduzir o alargamento da
banda. Além disso, o acoplamento do elétrodo de trabalho préximo do final da coluna
tem por objetivo aumentar a resposta analitica sobre o tempo de resposta e
sensibilidade [93]. Utilizou-se um filtro de seringa em Nylon com 25 mm de diametro e
poros de 1,0 um, colocado no tubo da fase mével entre a bomba peristaltica e a valvula
de injecdo, com o propdsito de aumentar a vida util da coluna, sendo substituido a cada
5 dias.

A solucdo da fase mével e a solugao ISA sao previamente desarejadas durante
10 minutos em banho de ultrassons antes de serem usadas. Estas solugdes sao
impulsionadas simultaneamente pela bomba peristaltica a 7,50 rpm (a um caudal de
0,71 mL min"' e 0,14 mL min"' para as solugdes de fase movel e ISA respetivamente).

Nesse momento ocorre o equilibrio da fase estacionaria da coluna com os pares de ibes
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da fase moével e na extremidade da coluna, na confluéncia, o eluato & misturado
imediatamente com a solugdo ISA antes de chegar ao elétrodo de trabalho, permitindo
a estabilizagado da resposta do elétrodo.

Este € um procedimento importante a ser realizado antes da analise da amostra,
uma vez que o periodo de equilibrio das colunas com RPI depende da concentragéo do
reagente par iénico; o tempo de equilibrio da coluna é mais longo quando tem reagente
de par ionico presente na fase movel do que nas condigdes tradicionais de cromatografia
de partigao, ja que os equilibrios completos do RPI com a fase estacionaria precisam de
ser previamente estabelecidos. Considerando um exemplo tipico de fase movel de 1-
tetradecanesulfonato de sodio, 0,25 mmol dm= e um caudal de 0,71 mL min' é
necessario um periodo de condicionamento de cerca de 90 minutos. A analise é
realizada apos a estabilidade da linha de base (i < 0,54A / 5 min™). Para tal, enche-se o
“loop” (circuito), (neste caso, com um volume de 34 uL de amostra) e, em seguida,
injeta-se em direcdo & coluna monolitica onde ocorre a separacdo cromatografica. A
saida da coluna, o eluato é misturado automaticamente com a solugao ISA para que o
analito, caso esteja presente, possa ser detetado através do detetor amperométrico.

Na aplicagdo deste procedimento, todas as solugdes de amostras foram
previamente filtradas através de filtros de seringas de celulose regeneradas de 0,45 ym
(Tecnocroma, S13RC045B) antes de serem analisadas para evitar danos na coluna
provocados por particulas. No final de cada semana de trabalho, a coluna era
acondicionada em agua: acetonitrilo 50:50 (v/v). Este modo de proceder
experimentalmente permitiu prolongar o desempenho da coluna monolitica por varios

meses.

2.3.3 Estudo de interferentes

Dada a complexidade quimica que carateriza a matriz do café, principalmente
apos a torra, a metodologia usada para determinar a trigonelina foi acompanhada de
estudos, a outros constituintes do café, para verificar a existéncia de interferentes
provenientes da matriz na amostra a ser analisada.

O efeito de eventuais interferentes foi estudado através da comparagao dos
tempos de retengédo de solugdes padrdao de acido cafeico, de acido clorogénico, de
cafeina, e de niacina, com concentragbes 10 vezes superiores a habitual presente no
café, nas condi¢des experimentais previamente selecionadas para a trigonelina - ACN,
10% (v/v), TDS, 0,25 mmol dm3, HsPOs 0,10% (v/v) num sistema de fluxo
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cromatografico de baixa pressao - com solu¢cdes de amostras de café. As solugdes
padrdo de concentragdes: |acido cafeiCOlestaso = 1,1 pmol dm?3; |acido 5-
clorogénicoltestado = 4,6 mmol dm; |niacinaltestada = 0,8 mmol dm3; |cafeinaltestada = 1,0
mmol dm3, foram injetadas no sistema, de acordo com o procedimento experimental
anteriormente referido na Parte Experimental, seccéo 2.3.1.

A nicotinamida, a N-metilpiridina e o nicotinato de metilo que embora apresentem
estruturas quimicas semelhantes a trigonelina ndo foram avaliados, como possiveis
interferentes, pois a sua concentragéo no café nao é significativa quando comparada
com os niveis de trigonelina (é cerca de mil vezes inferior a da trigonelina) [39, 94, 95].

Para avaliar os possiveis interferentes ou a interferéncia compararam-se os
tempos de retengéo das solugbes padrao de acido 5-clordgenico, cafeina, acido cafeico

e niacina com o das solug¢des padrao de trigonelina e amostras de café.

2.3.4 Extracao e determinagao de trigonelina no café

As amostras de café verde das espécies arabica e robusta foram adquiridas numa
loja local. A torra do café foi realizada usando um torrador de café (Hottop Coffee roaster
KN-8828B-2K). O nivel de torra foi medido com base no parametro de luminosidade de
acordo com o espago de cor tridimensional CIE L* a* b* usando um colorimetro (Minolta
CR-400, Konica-Minolta, Osaka, Japan). Para cada espécie de café foram preparados
trés niveis de torras diferentes, que incluiam intensidades de torra-leve, média e escura,
com base em valores de L* medidos em ca. 30, 25 e 20, respetivamente [96, 97]. Todas
as amostras verdes e torradas foram previamente moidas e peneiradas (25 mesh).

A extragdo da trigonelina em amostras de café verde e torrado pode ser feito
seguindo diferentes procedimentos [38, 42, 44, 98]. Apresenta-se de seguida o
procedimento adotado neste trabalho, adaptado de [21].

Pesou-se 0,05 g de amostra e colocou-se em 50 ml de agua desionizada fervendo
durante 10 minutos com agitagdo moderada. A solugao resultante foi deixada até atingir
a temperatura ambiente antes de se ajustar o volume. Por fim, todas as amostras foram
filtradas, inicialmente com um filtro de papel Watman n° 1 e posteriormente com filtros
de seringas de celulose regenerada, 0,45 um (Sartorius, ref. 17765) antes de serem
analisadas no sistema analitico desenvolvido (Parte Experimental, secgéo 2.3.2). Para
fins de quantificagdo, a humidade das amostras verdes e torradas foi determinada de
acordo com os procedimentos de referéncia (Norma Internacional ISO de 1994 e 2003)
[99, 100].
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2.4 Avaliagao do método

Apés a selegdo prévia das condigdes experimentais para determinar a trigonelina,
usando o sistema desenvolvido, nomeadamente, as condi¢cdes eletroquimicas e a
composic¢ao da solugao de ajuste da forga idnica para detegao eletroquimica, bem como
a selecao da fase movel para controle da retengdo de trigonelina, a seletividade da
metodologia proposta foi avaliada da seguinte forma:

e através do estudo individual de compostos presentes no café com
estrutura similar a da trigonelina (encontrado na literatura);

e através da analise de extratos de café;

e através da analise de extratos de café com adi¢do de solugao padrao de
trigonelina;

e através da analise de lotes de café verde e torrado para a caraterizacéo
do perfil de concentragdo de trigonelina.

Ainda para a avaliagdo da metodologia proposta para a determinagdo da
trigonelina estudou-se a linearidade, a repetibilidade e a sensibilidade.

A linearidade da curva de calibragao foi estudada através de ensaios em triplicado
de solucdes padrao de trigonelina e niacina de concentragées diferentes, calculando-se
o coeficiente de determinacéo.

Para determinagao da repetibilidade do sinal foram analisadas varias solugbes de
igual composicdo e determinado o coeficiente de variagdo como medida da
repetibilidade.

Na determinacao da sensibilidade do método, o limite de detecdo e o limite de
quantificagao foram calculados de acordo com Miller and Miller, (2000) e Skoog, (2007)
[101, 54].

A concentragao da trigonelina na solugao amostra foi determinada pelo método
da curva de calibracdo conhecendo a intensidade de corrente do pico da trigonelina na

solugdo amostra de café. A partir deste valor calculou-se o teor de trigonelina no café.

43






3. Resultados experimentais e discussao

3.1 CARATERIZACAO ELETROQUIMICA DA TRIGONELINA ......cciiiiiieieee e e et ee e e e e 45
3.1.1 Voltametria CiClICa ..........ceovuiiiiiiiee e 45
3.1.1.1 Estudo do efeito do eletrdlito de SUPOrte ...........cccovveeieieiiiiiiiieiee e 46
3.1.1.2 Efeito da velocidade de varrimento............ccocueeiiiiiiiiiiee e 47
3.1.1.3 Perfil eletroqUiMICO .........coiiiiiiiiiiie e 47
3.1.1.4 Comparagao do sinal voltamétrico da trigonelina com o de outros compostos 48
3.1.2 Detegdo amperométrica acoplada ao sistema de fluxo...........ccccceeeeeennnns 51
3.1.2.1 AMPEerometria DC .........ooiiiiiiiiieeiee et a e 51
3.1.2.2 Amperometria MPA ... e ea e 52
3.1.2.3 Sistema de fluxo para estudo da solug&o de ajuste de forga idnica ISA........... 53

3.2 CONDICOES USADAS NO SISTEMA FIA ..o 55
3.3 RETENCAO DA TRIGONELINA BASEADA EM CROMATOGRAFIA DE PAR IONICO.............. 56
3.4 AVALIAGAO DE INTERFERENTES ......uvieiteeeteeeiteeeeteeeeeeeeeteeesteesseseeeeseeeateeesreeeanseeas 58
3.5 DETERMINAGCAO DE TRIGONELINA USANDO A METODOLOGIA DESENVOLVIDA.............. 61
3.5.1 Curva de Calibragao ..........ccooiuviiiiiiie i 61
3.5.1.1 Estudo da repetibilidade do sinal da trigonelina...............cccccvieviieeiniiiiiiiee e, 65
3.5.1.2 Estudo da repetibilidade do sinal da niacina............cccccceeiniieeiniiiiiniec e 66
3.5.1.3 Estudo da repetibilidade do sinal para uma mistura de trigonelina e niacina ...67
3.5.2 Determinacéo de trigonelinano café ............cccoocieiiiiii e 67
3.5.3 Parametros cromatografiCos ..........ccovuiiiiiiiiiiiiiii e 70

3.1 Caraterizagao eletroquimica da trigonelina

Existem poucas metodologias eletroquimicas para a determinagéo da trigonelina
e, tanto quanto se sabe, a determinacdo deste composto usando um elétrodo de
diamante dopado com boro ainda nao foi explorada. Os estudos preliminares
pretenderam avaliar a viabilidade da utilizagdo do elétrodo BDD.

De seguida é apresentado o estudo de cada uma das variaveis eletroquimicas em
voltametria ciclica e em amperometria, utilizando o elétrodo BDD, de modo a avaliar a
eletroatividade da trigonelina.

Nos estudos amperométricos foram utilizadas as técnicas de amperometria DC e

MPA acoplada a um sistema FIA.

3.1.1 Voltametria ciclica

Na caracterizagao eletroquimica da trigonelina por voltametria ciclica estudou-se

o efeito do eletrdlito de suporte, a velocidade de varrimento de potencial e o perfil
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eletroquimico. Também se estudam outros compostos para se entender melhor as
carateristicas da trigonelina. De seguida detalham-se os resultados obtidos em cada

um destes estudos.

3.1.1.1 Estudo do efeito do eletrdlito de suporte e pH

A influéncia do eletrdlito de suporte e pH foi analisada numa gama de valores de
1,0 a 9,0, sendo apresentados resultados so6 para pH de 1,0 a 7,0 porque a partir de pH
maior que 7,0 o sinal desaparece. As solugcdes estudadas como eletrdlito de suporte
estao apresentadas, na Parte Experimental (secgéo 2.2.2), na Tabela 9.

A Figura 20 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para a trigonelina nos
diferentes eletrélitos de suporte e o respetivo sinal do branco. E possivel observar que,
dos que foram estudados, o sinal € mais nitido a pH igual a 2 notando-se também que
ha uma tendéncia para o potencial do pico se deslocar para potenciais mais negativos
quanto menos acida for a solucéo.

Assim, o eletrdlito de suporte que proporcionam uma melhor resposta para o

processo de redugio da trigonelina é a mistura NaCl 0,1 mol dm3e HCI 0,01 mol dm3 a

pH igual a 2.
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Figura 20 - Voltamogramas ciclicos da trigonelina para o estudo do efeito do eletrélito de suporte no seu perfil
eletroquimico; |trigonelina] = 0,5 mmol dm?; velocidade de varrimento 1,0 Vs', Egp = 4,88 mV e
Eed = -14V

(—) pH=1,0; (—) pH=2,0; (—) pH =4,0; (—) pH=7,0 ¢ sinal do branco
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3.1.1.2 Efeito da velocidade de varrimento

O efeito da velocidade de varrimento de potencial no comportamento voltamétrico
da trigonelina foi estudado para os valores de 0,1 Vs, 0,5 Vs'e 1,0 Vs, usando as
melhores condi¢des de meio e de pH (eletrdlito de suporte: mistura de NaCl 0,1 mol dm-
3 com HCI 0,01 mol dm™ a pH=2), anteriormente selecionadas. As restantes condigbes
experimentais, concentracéo da trigonelina e parametros para a VC, mantém-se iguais
as usadas anteriormente. Os voltamogramas ciclicos deste estudo estdo apresentados
na Figura 21. Analisando os resultados, observa-se que com o aumento da velocidade
de varrimento de potencial ocorre uma melhor definicdo do sinal com menor ruido.

Assim, a velocidade de varrimento que da melhor resposta ¢ de 1,0 Vs™.
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos da trigonelina para o estudo da velocidade de varrimento: (—) 0,1 Vs™; (—) 0,5

Vs'e (—) 1,0 Vs |trigonelina|= 5x10* mol dm3; Egep 4,88 mV e Ereq =-1,4 V. Eletrdlito de suporte: mistura de NaCl
0,1 mol dm- com HCI 0,01 mol dm? a pH igual a 2

Observou-se que com agitacdo se obtinha melhores resultados, pois a agitagao
faz com que a solugao junto do elétrodo seja renovada e assim a resposta € mais nitida.

Nesse sentido utilizou-se uma velocidade de agitagdo de 2 rpm.

3.1.1.3 Perfil eletroquimico

Fizeram-se quatro ensaios com diferentes concentragdes de trigonelina, 0,1; 0,2;

0,5 e 1,0 mmol dm™ para verificar a existéncia de relagdo entre o sinal analitico e a
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concentragdo de trigonelina, bem como, observar a presenga de processos de oxidacéo
ou de reducao da trigonelina sobre a superficie do elétrodo de BDD.

Os resultados experimentais, obtidos por VC, mostraram que este composto sofre
uma reacgao redox a aproximadamente -1,40 V. Apresenta apenas um pico, o de redugao
a-1,40 V, indicando que a trigonelina é eletroativa, na superficie do elétrodo de BDD, a
esse potencial, segundo um processo irreversivel, pois nao apresenta um segundo pico
que, a existir, seria de oxidacdo. A Figura 22 apresenta voltamogramas ciclicos da
trigonelina a diferentes concentragdes e do sinal do branco. Observa-se que os sinais
da trigonelina estdo relacionados com a sua concentragdo. Assim, conclui-se que a

trigonelina apresenta atividade eletroquimica no elétrodo BDD.
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos do sinal da trigonelina a diferentes concentragées: (—)1x10* mol dm™; (—)

2x10* mol dm3; (—) 5%x10* mol dm™; (—) 1,0x10° mol dm-e do sinal do branco (—) mistura de NaCl 0,1 mol dm-
com HCI 0,01 mol dm™ a pH igual a 2; velocidade de varrimento 1,0 Vs™; Egep 4,88 mV

Esta otimizacao feita em VC foi realizada, alterando uma variavel de cada vez,

mantendo todas as outras constantes.

3.1.1.4 Comparagao do voltamograma da trigonelina com o de outros

compostos

Nas condigbes experimentais enunciadas atras, estudaram-se solug¢des padrao
de niacina equimolares da trigonelina de concentragdo 0,5 mmol dm. Os resultados
obtidos encontram-se representados nos voltamogramas ciclicos da Figura 23, onde se

pode observar que o sinal da trigonelina e da niacina surgem ao mesmo potencial de
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reducao e que o voltamograma da niacina tem um perfil similar ao da trigonelina. Estes
resultados também estdo de acordo com estudos polarograficos anteriores que
atribuiram a ligacao C=N a onda de reducéo irreversivel de varios derivados de piridina
[102, 103].

Figura 23 — Comparagéo dos voltamogramas ciclicos de solugdo padrao de trigonelina com o de niacina: (—)
trigonelina, (—) niacina de concentragéo 5,00x10* mol dm2e (—) sinal do branco. Eletrdlito de suporte: mistura de
NaCl 0,1 mol dm= com HCI 0,01 mol dm a pH igual a 2

Para as solugdes padrao de acido 5-clorogénico, de cafeina e de acido cafeico
obtiveram-se os voltamogramas apresentados na Figura 24. Comparando o sinal do
branco e o voltamograma da trigonelina com cada um dos compostos referidos
anteriormente pode-se concluir que:

O voltamograma do acido 5-clorogénico, apresentado na Figura 24 (A), mostra um
perfil eletroquimico diferente do da trigonelina e do sinal do branco. Ao potencial de -1,4
V nao é visivel um sinal semelhante ao apresentado pela trigonelina: aparecem dois
picos, um a aproximadamente 0,3 V e o outro a aproximadamente 0,8 V, podendo ser o
primeiro de reducéo e o segundo de oxidagao. O voltamograma da cafeina apresentado
na Figura 24 (B) mostra que este composto tem um perfil eletroquimico semelhante ao
do branco, ndo apresentando qualquer evidéncia relevante. Quanto ao acido cafeico,
representado na Figura 24 (C), pode-se observar que apresenta um perfil eletroquimico
diferente do da trigonelina, ndo apresentando qualquer sinal a-1,4 V, mas a semelhanca
do acido 5-clorogénico, apresenta dois picos bem distintos na mesma gama de

potencial.
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Perante estes resultados pode-se dizer que nenhum destes compostos apresenta

um potencial de reducéo igual ao da trigonelina.

40
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Figura 24 — Comparagéo dos voltamogramas ciclicos de solugéo padrao de trigonelina com o sinal do branco e solugdes
padrdo de: (A) |acido 5-clorogénico| = 4,6 mmol dm; (B) |cafeina| = 1,0 mmol dm e (C) |acido cafeico|= 1,1umol dm=,

Solugéo de branco: mistura de NaCl 0,1 mol dm com HCI 0,01 mol dm™ a pH igual a 2
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3.1.2 Detegdao amperométrica acoplada ao sistema de fluxo

O sinal analitico da trigonelina foi também estudado num sistema de fluxo
monocanal para avaliar a estabilidade da resposta do detetor eletroquimico sob
condicdes de potencial fixo a serem aplicadas durante a analise em fluxo. Para tal usou-
se a detecdo amperométrica acoplada ao sistema de fluxo desenvolvido, representado
na Figura 17, mas sem a utilizagdo da coluna monolitica, ou seja, como esta

representado na Figura 25.

E ref Legenda
E aux
S A — amostra
BP BP — bomba peristaltica
A% -[ E V —valvula de injegdo 35 pL
A C — confluéncia
M E trab E — esgoto
C FM — fase mével

Figura 25 - Representagédo esquematica do sistema monocanal

Com base nos resultados anteriores, prepararam-se solugdes padrao de
trigonelina de concentragdes 0,1; 1 e 10 mmol dm na mistura de NaCl 0,1 mol dm™
com HCI 0,01 mol dm. A composigdo da solugao transportadora, assinalada na Figura
25 como FM, também foi a mistura de NaCl 0,1 mol dm= com HCI 0,01 mol dm de modo
que, o sinal obtido apenas diga respeito ao analito. O potencial de elétrodo de trabalho
foi fixado a -1,4 V. O caudal e o volume do /oop foram ajustados a 0,5 mL min™ e 34 pL,

respetivamente.

3.1.2.1 Amperometria DC

Injecbes consecutivas de solugbes padrdo de trigonelina com detegéo
amperométrica DC resultaram em sinal decrescente, chegando esse sinal a
desaparecer nas ultimas inje¢cdes. Assim, surge a necessidade de um passo de
condicionamento do elétrodo de trabalho no final de cada medicdo. A limitagcao

associada a este modo de detegcdo esta na estabilidade do sinal que por sua vez
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depende das condigbes da superficie do elétrodo. Para ultrapassar esta limitacao

recorreu-se a amperometria MPA.

3.1.2.2 Amperometria MPA

Dois valores de potencial diferentes foram entao aplicados ao elétrodo de trabalho,
o potencial E1+ onde ocorre redugdo da trigonelina e o potencial E> visando o
condicionamento do elétrodo. Assim, fez-se um estudo com o objetivo de selecionar o
melhor tempo de aplicagdo do pulso de potencial de redugao. Fixou-se o potencial de
reducao E+ obtido por VC e variou-se o tempo de aplicacao, t1 para valores no intervalo
de 0,03 s a 0,2 s. Para o potencial de condicionamento, E», estudou-se o melhor valor
para o potencial num intervalo de 0,0 V a 1,5V e, de forma analoga ao anterior, para o
tempo num intervalo de 0,1 s a 0,2 s (resultados ndo mostrados). Estes ensaios foram
realizados alterando-se uma variavel de cada vez mantendo todas as outras constantes.

Os valores obtidos estao representados na Tabela 15.

Tabela 15 - Estudo dos tempos de pulso de E4 e E; e do potencial de condicionamento E;

Tempos e potenciais de trabalho e condicionamento

Para potencial de trabalho fixo E1

Parametro Intervalo estudado Valor selecionado
Ei/V Obtido em VC -1,4
ti/s 0,03-0,2 0,03

Para potencial de condicionamento E:

Parametro Intervalo estudado Valor selecionado
E./V 0,00 - 1,50 1,0
to/s 0,1-0,2 0,1

Verificou-se que aquando de injegdes sucessivas de solugbes padrao de
trigonelina a diferentes concentracoes, se a superficie do elétrodo for mantida limpa e
eletroquimicamente ativa durante a analise, a resposta é estavel, repetivel e reprodutivel
na gama linear de trabalho.

As condi¢cdes experimentais para obter um sinal analitico para a trigonelina,
usando um elétrodo BDD, foram semelhantes as observadas por Santos & Rangel,
2015, em termos de eletrélito de suporte e condi¢des eletroquimicas de potencial-tempo
para a determinacdo da niacina [13]. Isto deve-se a semelhanca da estrutura quimica

entre a trigonelina e a niacina.
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3.1.2.3 Sistema de fluxo para estudo da solugao de ajuste de forga idnica
ISA

O ajuste em termos de forca idnica e pH foi feito usando o sistema de fluxo
desenvolvido, representado na Figura 17 , mas sem a utilizagdo da coluna monolitica,
ou seja, como esta representado na Figura 26. Prepararam-se quatro solugdes de HCI
(0,170 mol dm; 0,50 mol dm>; 1,0 mol dm= e 2,0 mol dm3) e solugdes padrido de
trigonelina com concentragdes na gama de 0,05 mmol dm= a 1,00 mmol dm. A solugéo

transportadora, representada na Figura 26 por FM, foi a agua.

E ref Legenda

E aux
/J A — amostra

BP BP — bomba peristaltica
—

\% i E V — valvula de injecdo 35 pL
A @’E — C — confluéncia
FM
C

E trab E — esgoto

FM — fase movel
ISA ISA — ajustador forca idnica

Figura 26 - Representagédo esquematica do sistema analitico desenvolvido sem coluna monolitica

Os resultados obtidos para cada um dos ensaios realizados estdo resumidos na
Tabela 16.

Tabela 16 - Otimizagéo da solucao ajustadora de forca iénica e pH

[trigonelinal / mmol dm-3 |HCI| / mol dm-3
01 05 05 10 10 20 20 20
iTUA PTpA PTuA iTuA iTpA i/pA ilpA il pA

0,05 3,6 — 56 75 65 6,7 6,0 6,6
0,10 58 997 102 124 123 141 135 11,8
0,30 121 21,2 209 258 245 275 242 223
0,60 18,1 313 321 389 382 399 372 331
1,00 228 396 430 532 51,8 540 491 43,1

i— Intensidade da corrente

As curvas de calibracdo da trigonelina realizadas neste estudo estédo
apresentadas na Figura 27. A solugao ajustadora de forga idnica selecionada foi a de
HCI 1,0 mol dm=, pois a curva de calibragdo obtida nestas condigbes apresenta uma

maior sensibilidade. Na Figura 28 esta representado um fiagrama referente a curva de
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calibragao da trigonelina obtida com solugdes padrao de trigonelina e a solugao de HCI

1,0 mol dm3,
60 A 50
50 1 40
40 A 30
< - ——20 M -
= | Q
= a 1.0M 5. 20
20 ~ / ——0.5M 10
d A
10 ——0.1M 0
0 T | —10
0,00 0,50 1,00 0 100 200 300 400
[Trigonelina}/ mM t/s

Figura 27 - Curvas de calibragdo da trigonelina para Figura 28 - Fiagrama da curva de calibracdo da
concentragdes 0,05; 0,10; 0,30; 0,60 e 1,00 mmol dm® trigonelina para concentragdes 0,05; 0,10; 0,30; 0,60 e
em solugdes HCI concentragdes 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mol 1,00 mmol dm=com |HCI| = 1,0 mol dm-

dm3

Na Tabela 17 pode-se ver um resumo das condigdes experimentais selecionadas

com os estudos de otimizagao em MPA/FIA.

Tabela 17 — Resumo dos parametros experimentais otimizados em MPA/FIA

Parametros Valor selecionado
Potencial de condicionamento E, 1,0V
Tempos dos potenciais t; e t; 0,03se0,1s
Solugao ajustadora de forga idnica e pH HCI 1,0 mol dm3
Caudal da solugéo ajustadora de forga ionica 0,14 mL min
Solugéo transportadora (FM) agua
Caudal da solugao transportadora 0,71 mL min™

Esta configuracao do sistema de fluxo visou realizar o ajuste da composicao de
eluicdo em termos de forga idnica e pH, a fim de aumentar a sensibilidade do elétrodo
de trabalho sem aumento significativo de dispersdo. As taxas de fluxo selecionadas
foram 0,14 e 0,71 ml min"' para solugdo ajustadora de forca ionica e solugédo
transportadora, respetivamente, que incorporam coeficientes de dispersao semelhantes
a resultados anteriores [13]. A solugéo ajustadora de forga iénica selecionada foi HCI
1,0 mol dm™ (usada nos ensaios seguintes) e a transportadora (futura fase movel) foi a
agua. Sob as condigbes experimentais agora referidas, a analise eletroquimica na
superficie do elétrodo de trabalho ocorreu com forga idnica de cerca de 0,1 mol dm™3
(para minimizar o ruido elétrico) e pH igual 2 ap6s observagdes anteriores discutidas
durante ensaios de VC.

A detecdo amperométrica de multiplos pulsos acoplada a sistemas FIA para a

quantificacao da trigonelina apresentou boa sensibilidade, seletividade e repetibilidade
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para os compostos estudados. E um método simples, rapido, necessita de etapas
simples de preparacao da amostra (dissolugdes e diluicdes), usa instrumentagao
automatizada e versatil, tem uma menor exposicao do analista, baixo custo e elevada

frequéncia analitica.

3.2 Condigoes usadas no sistema FIA

Os parametros volume do loop e caudal do sistema FIA contribuem de forma
significativa para a sensibilidade e para a frequéncia analitica da metodologia; como tal,
foram avaliados para obter melhor sinal e garantir uma boa resolugdo do pico
(resultados ndao mostrados). O aumento do volume do /oop tem impacto positivo na
sensibilidade e no limite de dete¢cédo, mas pode provocar fendmenos de sobrecarga que
prejudicam esses dois parametros. O volume do /oop utilizado foi de 34 uL em toda a
fase experimental; este valor esta dentro da gama analisada (11-50 uL), em trabalhos
recentes, explorando variedades semelhantes [13, 87]. Verificou-se que estas
condi¢des experimentais sdo adequadas para este estudo.

O caudal é outra condigao a ajustar experimentalmente em sistemas de analise
de fluxo com o objetivo de obter um maior desempenho na taxa de analise de amostras.
Em sistemas de fluxo de baixa pressao com separagédo cromatografica, ajustar o valor
do caudal tem as seguintes consequéncias:

e com caudais elevados, obtém-se maior taxa de analise de amostras, mas
ha o risco de provocar a rutura do sistema por aumento de pressdo bem
como a perda de resolugéo de picos;

e com caudais baixos, o risco de rutura diminui, mas aumenta o limite de
detecdo e obtém-se menor taxa de analise de amostras.

Para otimizar o sistema de analise e baixar o risco de rutura do mesmo, procurou-
se o valor 6timo do caudal, tendo-se selecionado os valores de: 0,71 mL min™ para a
fase movel e 0,14 mL min™' para a solugéo ISA, valores que se mantiveram durante toda
a fase experimental. Estes valores sdo semelhantes aos ja experimentados em

trabalhos anteriores [13, 87].
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3.3 Retencao da trigonelina baseada em cromatografia de par

ionico

Para estudar a retengéo da trigonelina acoplou-se a coluna cromatografica ao
sistema analitico desenvolvido. Na Figura 29 apresenta-se o esquema da montagem
final em (A) e a imagem do dispositivo experimental em (B) proposto para o
desenvolvimento da metodologia apresentada. Avaliou-se a composigéao da fase moével

em termos de selegao e concentragao do RPI, teor de fase orgénica e pH da fase moével.

E ref (A) Legenda

E aux
A —amostra

BP — bomba peristaltica
V —valvula de inje¢éio 35 pL

C — confluéncia
E —esgoto
E trab FM - fase movel
ISA — ajustador forca idnica
ISA F — filtro (1 um)
CM - coluna monolitica

Figura 29 - Dispositivo experimental para a implementagdo da metodologia. (A) Esquema da montagem;
(B) Imagem da montagem

O RPI avaliado em primeiro lugar foi o TBA. Prepararam-se quatro solugdes
aquosas de fase movel diferentes: ACN 10% (v/v); TBA 1,0 mmol dm3, ACN 10% (v/v);
TBA 10 mmol dm3, ACN 10% (v/v) e TBA 20 mmol dm3, ACN 2% (v/v). O valor de pH
dessas solugbes foi de 7, garantindo a desprotonagdo do grupo carboxilico de
trigonelina. Foram injetadas solugdes aquosas padréao de trigonelina e o tempo de
retencao, tr, foi de aproximadamente 30 s para todos os ensaios, como ilustrado na
Tabela 18. Este valor esta proximo do volume morto do sistema de fluxo, indicando que
qualquer uma das fases moveis testadas néo proporcionou retengao significativa de

trigonelina pela fase estacionaria.
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Tabela 18 - Estudo de tr de trigonelina em fungdo da composigéo da fase mével usando o TBA como RPI

ACN
[TBA]
(viv)
0, 0,
mmol dm™ 2% 10%
tgls trls
0,0 - 29
1,0 - 29
9,0 - 29
20,0 22 --

Assim, resolveu-se experimentar um RPI alternativo, o octanossulfonato de sodio
(OSS).

Neste trabalho, as solucoes da fase mével foram preparadas usando diferentes
concentragdes de RPI e duas fases orgéanicas (acetonitrilo e metanol): os niveis de
concentracdo de RPI ensaiados foram 1, 5, 10 e 20 mmol dm; para cada concentragéo
de RPI referida, o conteudo de acetonitrilo e metanol foi ajustado para 2%, 5% e 10%
(v/v). As fases moveis foram aciduladas com acido fosférico (HsPO4) a 0,10% (v/v) para
assegurar a protonagédo do grupo carboxilico da trigonelina. O valor de pH dessas
solugdes foi de 2.

Para todas as fases méveis testadas, observou-se, no geral, aumento do tr para
maior concentracdo de RPI e menor de fase organica conforme esperado. Ainda assim,
a retencdo maxima alcancada foi de cerca de 74 segundos, 0 que era previsivelmente

insuficiente para a determinagao de trigonelina na matriz do café. Estes resultados estao
ilustrados na Tabela 19.

Tabela 19 - Estudo de tr de trigonelina em fungdo da composi¢éo da fase movel usando OSS como RPI

H3PO4
0,10% (v/v)
MeOH ACN
|0SS] (vIv) (vIv)
I 7 5% 10% 2% 5% 10%
tgls tgls tgls trls trls tgls
0,0 30 34 31 41 35 32
1,0 71 56 43 49 47 37
5,0 49 73 53 68 65 42
10,0 56 74 65 71 69 45
20,0 55 69 67 67 63 50

Um terceiro RPI foi entdo ensaiado, tetradecanossulfonato de sédio (TDS).
Diferentes fases moveis foram preparadas com base em diferentes concentragdes de

RPI e acetonitrilo como indicado na Tabela 20. As fases mdveis foram novamente todas
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aciduladas com H3zPO4 a 0,1% (v/v) para assegurar a protonac¢ao do grupo carboxilico

na trigonelina como mencionado anteriormente.

Tabela 20 - Estudo de toq da coluna para fases méveis que compreendem diferentes concentragées de TDS e ACN e
de tr de trigonelina em fungéo da composicédo da fase mével usando TDS como RPI

|TDS] ACN
(viv)
2% 5% 10%
mmol dm- tg!s teq/ min tg /s teq /' min tg I's teq / Min
0,25 220 ~ 240 173 ~140 135 ~90
0,50 240 ~180 183 ~ 90 156 ~70
1,00 ** ** 190 ~ 70 160 ~ 50

** O RPI precipita dentro do sistema de fluxo; t; tempo de retengéo; t,, tempo de equilibrio da coluna

A principal diferenga observada foi o aumento do tr da trigonelina quando
comparado com o obtido anteriormente para o OSS e TBA. Além disso, o tr de
trigonelina aumentou para maiores concentragdes de TDS e menores concentragdes de
ACN na fase movel, seguindo os resultados obtidos para o OSS. Outra observagao
retirada destes ensaios foi o0 tempo que passou para que o equilibrio entre o surfactante
e a fase estacionaria fosse atingido. Com base nos resultados obtidos, outros ensaios
foram realizados usando a seguinte composicéo de fase mével: ACN, 10% (v/v), TDS,
0,25 mmol dm3, HzsPO4 0,10% (Vv/v).

3.4 Avaliagao de interferentes

Aquando dos estudos em voltametria ciclica para o acido 5-clorogénico, para a
cafeina e para o acido cafeico, na Parte Experimental, sec¢ao 3.1.1.4 verificou-se que
nenhum destes compostos tinham o mesmo potencial de reducao da trigonelina. S6 a
niacina € que apresentou um potencial de reducao de -1,4 V. Apesar disso, resolveu-se
confirmar que nao havia problemas na separagdo cromatografica com esses
compostos.

Os resultados dos ensaios realizados mostraram que o acido 5-clorogénico, a
cafeina e o acido cafeico ndo tiveram qualquer interferéncia na janela do tempo de
retencao da trigonelina, como alias seria de esperar depois dos ensaios em VC
(resultados ndo mostrados). A niacina apresenta um pico, como ilustrado na Figura 30
(b). Na Figura 30 estdo apresentados varios cromatogramas elucidativos sobre a

separagao do sinal da trigonelina e da niacina.
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Figura 30 — Cromatogramas que evidenciam a separagéo do sinal da trigonelina do da niacina: (a) [trigonelina] = 0,5
mmol dm?; (b) [niacina] = 0,8 mmol dm™; (c) sobreposicdo de (a) e (b); (d) cromatogramas tipicos de misturas de
solugdes padrdo equimolares de trigonelina e niacina: (—) ¢ =0,03 mmol dm; (—) ¢ = 0,09 mmol dm; fase mével: TDS
0,25 mmol dm; ACN 10% (v/v); HsPO4 0.1% (Vv/v)
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Em (a) e (b) temos os cromatogramas individuais da trigonelina e da niacina,
respetivamente, onde podemos observar os picos bem definidos. Em (c) encontramos
a sobreposicdo dos cromatogramas (a) e (b). Da observacao destes cromatogramas
constata-se que na janela do tr da trigonelina ndo existe sinal relevante para além do
sinal da linha de base a ndo ser, o da niacina. A trigonelina e a niacina tém picos
préoximos, sendo que o da trigonelina antecede o da niacina. Nenhum dos compostos
determinados causou qualquer interferéncia na determinacgéo da trigonelina. Na Figura
30(d) apresentam-se cromatogramas tipicos de misturas de solugdes padrao
equimolares de trigonelina e niacina nas mesmas condi¢cdes de trabalho que os
anteriores nos quais se observam dois picos correspondentes a estes dois compostos
onde o pico de menor tr em cada sinal corresponde a trigonelina.

O estudo das interferéncias também foi realizado em café verde e torrado para
avaliar o efeito da matriz nessas amostras. As amostras de varios tipos de café foram
preparadas e analisadas como mencionado anteriormente, na Parte Experimental,
secgao 2.3.3.

Em todos os ensaios cromatograficos foi observado o mesmo tr e perfil do sinal
para a trigonelina, nomeadamente, em solugdes padrao de trigonelina e niacina, café
verde e torrado e café verde e torrado enriquecido com solugdes padrao de trigonelina.
Foi observado a auséncia de picos interferentes no tr da trigonelina na matriz café verde
e torrado. Para além disso, o sinal da trigonelina esta bem resolvido nos cromatogramas

de café verde e torrado, como ilustrado na Figura 31.

7 T . T .
(®)
6 _
5 1
4 ]
- 3t _
=8
=~ 2 1
1 _
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_1 1
-2 | | | |
0 50 100 150 200
t/s
Figura 31 — Perfil cromatografico tipico para gréos de café arabica: (—) café verde moido; (—) café verde moido com
3,20x10° mol dmde trigonelina; (—) café torrado escuro enriquecido com 1,62x10 mol dm™ de trigonelina e 3,0x10°

mol dm-de niacina; (—) café torrado escuro. (a) - sinal ndo identificado; (b) trigonelina; (c) niacina
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Uma vez que os compostos analisados nao interferiram no tr da trigonelina,
podemos dizer que este estudo serviu para avaliar o grau de separagao do sinal da
trigonelina do da niacina, concluindo-se assim, que os sinais estdo bem resolvidos.

Foi também observado um sinal adicional durante a analise das amostras de café
verde que eluiu antes do sinal da trigonelina, ilustrado na Figura 31 pico (a). Embora a
identificacdo deste composto esteja fora do ambito deste trabalho, esta observagao
reforca ainda mais a potencialidade deste simples sistema analitico para determinagdes

multiparamétricas em amostras de café moido.

3.5 Determinacgao de trigonelina usando a metodologia

desenvolvida

Para determinar o teor de ftrigonelina (e niacina) em cafés, por este
procedimento, € necessario realizar um estudo prévio com vista a obtengao das curvas
de calibragdo para a trigonelina e para a niacina. Nesse sentido, uma série de ensaios

foram realizados nas condi¢des anteriormente otimizadas.

3.5.1 Curva de calibragao

Apoés a otimizacao das variaveis experimentais, estudou-se para a trigonelina a
relagdo I = f(|trigonelina|), de forma a averiguar a regido de linearidade para a
quantificagao de trigonelina, utilizando um sistema cromatografico de baixa presséo com
detecao amperométrica. Com o objetivo de se obter uma curva de calibragéo,
realizaram-se ensaios de solucdes padrao no intervalo de concentragdes entre 10,0
pumol dm=e 90 ymol dm. Os cromatogramas obtidos entre 0 e 210 s ilustram-se na
Figura 32. A composic¢ao da fase mével é: ACN, 10% (v/v), TDS, 0,25 mmol dm3, HsPO4
0,10% (v/v). A composicéo da solugéo ISA é: HCI 1,0 mol dm3. O caudal da fase movel

€ 0,71 mL min™ e da solugdo ISA é 0,14 mL min™', sendo o volume do /oop de 34 pL.
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Figura 32 - Cromatogramas tipicos de solugbes padréo de trigonelina

Conforme seria de esperar, para cada injecao de solugao padrao de trigonelina
verificou-se o aparecimento de um sinal cromatografico com o mesmo tempo de
retencao, carateristico da trigonelina, e cuja intensidade de corrente aumentou com o
aumento da concentragdo. Na Tabela 21 encontram-se resumidos os valores de
intensidade de corrente do pico e respetivos tempos de retencao obtidos apés injegao
de cada solugcdo padrdao de trigonelina. A representacdo grafica dos valores da
intensidade de corrente de pico em fungdo da concentracido de trigonelina injetada
(Figura 33) permitiu verificar que € possivel estabelecer uma correlagao linear entre o
sinal lido e a concentragdo de solugéo padréo de trigonelina injetada. Construiu-se
assim a curva de calibragdo, procurando-se uma regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. O resultado obtido apresenta-se na Figura 33 juntamente com o
diagrama de dispersao dos dados. No intervalo estudado verifica-se um excelente ajuste
de regresséo linear indicado pelo valor 0,999 para o coeficiente de determinagdo. A
gama linear de concentragao para a trigonelina apresenta o declive (7,11 £ 0,29) x 102
A mol" dm3 e a ordenada na origem tem o valor 0,19 + 0,15 pA. A relagao linear obtida

¢ descrita pela equagdo 1 com [trigonelina], em umol dm=, e I, em pA.

Iay = 7,11 x 1072 [trigonelina](“mol dm-3) + 0,19 (1)
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Tabela 21 — Valores da intensidade de corrente
de pico (i) e tempo de retengéo (tr) obtidos por
analise de solugdes padrao de trigonelina

|trigonelina] i tr 7.00
pmol dm pA s 6,00
10 0,94 135,91 5,00
10 0,87 135,34 < 400
30 2,30 136,31 S 200
60 4,38 135,29
60 457 135,38 200
90 6,58 137,11 1,00
0,00 : : : : ‘
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
[Trigonelina]/umol dm3

Figura 33 - Curva de calibragéo para a trigonelina
O limite de detegéo (LOD) é 3,11 ymol dm=e o limite de quantificagdo (LOQ) é

10,4 umol dm3, valores calculados através das expressoes apresentadas por Miller &

Miller [101]. Na Tabela 22 estdo resumidos todos estes valores.

Tabela 22 - Parametros da curva de calibragao da trigonelina

Parametros da curva de calibragio para a trigonelina’

Coeficiente de determinagao 0,999

Declive (7,11 £ 0,29) x 102A mol"' dm?®
Ordenada na origem 0,19 £ 0,15 pA

Limite de detecéo 3,11 ymol dm™

Limite de quantificagédo 10,4 ymol dm-

Gama linear de trabalho 10,0 umol dm=a 90 pmol dm™

" calculados segundo Miller & Miller [101]

Outro estudo similar ao efetuado para a trigonelina foi também realizado para a
niacina, tendo-se para isso analisado os cromatogramas dos ensaios que se
apresentam na Figura 34.

Na Tabela 23 encontram-se resumidos os valores da intensidade de corrente de
pico e respetivos tempos de retengdo obtidos apds injecdo de cada solugdo padréao de
niacina. Conforme seria de esperar, aconteceu tudo igual aos ensaios da trigonelina
exceto o tempo de retengdo que € maior. A representagado grafica dos valores da
intensidade de corrente de pico em fungao da concentragao de niacina injetada (Figura
35) permitiu verificar que é possivel estabelecer uma relagao linear entre o sinal lido e

a concentracdo de solucdo padrao de niacina injetada.
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I/pA

0 50 100 150 200

Figura 34 — Cromatogramas tipicos de solu¢des padréo de niacina

Construiu-se a curva de calibracdo, procurando-se uma regressao linear pelo
método dos minimos quadrados. O resultado obtido apresenta-se na Figura 35. No
intervalo estudado verifica-se um excelente ajuste de regresséao linear indicado pelo
valor 0,999 para o coeficiente de determinagédo. A gama linear de concentragao para a
niacina apresenta o declive (6,34 + 0,26) x 102 A mol"" dm? e a ordenada na origem tem
o valor -0,06 + 0,25 pA. O limite de detegdo (LOD) é 7,97 ymol dm= e o limite de
quantificagdo (LOQ) é 26,6 umol dm, valores calculados através de expressoes
apresentadas por Miller & Miller [101]. Na Tabela 24 estao resumidos os valores de

interesse.

Tabela 23 - Valores da intensidade de corrente de
pico (i) e tempo de retengédo (tr) obtidos por analise
de solugdes padrao de niacina

[niacina] i tr 12,00
pmol dm pA s 10,00

10 0,68 164,39 500 /
30 1,74 165,36 ' /
6,00

30 1,80 165,39 é

60 3,72 164,29 400

60 3,72 165,33 /

120 7,86 165,17 2,00

120 7,44 165,48 0,00 / ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
150 9‘56 164,99 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00
150 9,22 165,18 [Niacina]/umol dm-3

Figura 35 - Curva de calibragao para a niacina
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Tabela 24 - Parametros da curva de calibragdo da niacina

Parametros da curva de calibragdo da niacina’

Coeficiente de determinagao 0,999

Declive (6,34 +0,26) x 102 A mol' dm?®
Ordenada na origem -0,06 + 0,25 pA

Limite de detecéo 7,97 ymol dm?

Limite de quantificagédo 26,6 ymol dm™

Gama linear de trabalho 10,0 umol dm=a 150 uymol dm-

" calculados segundo Miller & Miller [101]

3.5.1.1 Estudo da repetibilidade do sinal da trigonelina

No estudo da repetibilidade do sinal fizeram-se injegbes consecutivas de solugéo
padrao de trigonelina. A titulo de exemplo, apresentam-se de seguida os resultados de
5 injegbes para a solugdo padrdo de trigonelina de concentragdo 90 ymol dm3. Os
cromatogramas obtidos para estes ensaios apresentam-se na Figura 36 e os valores
associados aos picos da trigonelina em cada cromatograma est&o listados na Tabela
25. Com estes valores obtém-se coeficientes de variagdo (CV) muito baixos, quer para
o tr quer para a altura do pico, similares aos obtidos para a generalidade dos ensaios,
onde se obtém valores de CV para o tr inferior a 3% e para a altura do pico inferior a
5%, (Tabela 26).

Tabela 25 — Valores da intensidade de corrente de pico e
tr para estudo da repetibilidade da trigonelina com
solugéo padrao de 90 pmol dm

7

6

tr i 5

s HA - ‘;

135,58 3,86 S

136,90 3,97 1

137,06 4,10 0

137,20 4,19 :;
135’40 4,19 0 50 100 150 200

t/s

Figura 36 - Cromatogramas de injegdes sucessivas, (n=5),
de solugéo padréo de trigonelina 90 ymol dm-3

Tabela 26 - Parametros da repetibilidade para o padréo de trigonelina

Parametros da repetibilidade”

Coeficiente de variagdo* Tempo de retengéo <3%
(CV) Altura do pico <5%

" calculados segundo Miller & Miller [101] e Skoog [54]
*[trigonelina] = 90 ymol dm™
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Para completar estes resultados pode-se ainda realgar que, para estas condigdes
analiticas aplicadas a determinacao da trigonelina, este sistema de fluxo tem uma taxa
de residuos de ACN de cerca de 0,20 mL para um tempo de cerca de 180 s por analise,
pelo que este sistema tem elevado desempenho analitico, apresentando uma taxa de

20 analises por hora.

3.5.1.2 Estudo da repetibilidade do sinal da niacina

De forma analoga fez-se este estudo da repetibilidade do sinal para a niacina em
diferentes concentragoes.

A titulo de exemplo, apresentam-se de seguida os resultados dos ensaios para a
solugéo padrdo de niacina de concentragdo 90 umol dm3, (n = 2). Os cromatogramas
obtidos para os ensaios das solugdes padrao de 90 umol dm de niacina apresentam-
se na Figura 37 e os valores associados aos picos da niacina em cada cromatograma
estao listados na Tabela 27. Aqui, os CV quer para o tempo de retengido quer para a
intensidade de corrente de pico também s&o da mesma ordem de grandeza dos da

trigonelina, como mostra a Tabela 28.

Tabela 27 - Valores da intensidade de corrente de pico
e tgr para estudo da repetibilidade da niacina com
solugéo padréo de 90 ymol dm-

10

tr i 5
s bA T o /\
164,56 4,50 S
164,56 4,74 -5
~105 50 100 150 200

t/s

Figura 37 — Cromatogramas de inje¢des sucessivas, (n=2),
de solugéo padrdo de niacina 90 pmol dm

Tabela 28 — Parametros da repetibilidade para o padrdo de niacina

Parametros da repetibilidade *

Coeficiente de variagao* Tempo de retengao < 3%
(CV) Altura do pico <5%

" calculados segundo Miller & Miller [101] e Skoog [54]
*[trigonelina] = 90 ymol dm™
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3.5.1.3 Estudo da repetibilidade do sinal para uma mistura de trigonelina

e niacina

De forma andloga fez-se o estudo da repetibilidade para solugbes padréo
equimolares de trigonelina e niacina. De forma a ilustrar a repetibilidade deste método,
para solugdes padrao equimolares de mistura de trigonelina e niacina com concentracao
30 umol dm=, para n=3, temos a Figura 38. Na Figura 39 pode-se observar os
cromatogramas das solugbes padrdo equimolares de trigonelina e niacina de

concentragdes 10, 30, 60 e 90 umol dm™3, (n = 2).

w_ &

I/pA

O H N W & U1 O N

I/uA

OW 7v
0 50 100 150 200 50 100 150 200

t/s t/s

|
=
|
=

|
N

|
N

o

Figura 38 - Cromatogramas de injegbes sucessivas, Figura 39 - Cromatogramas de inje¢cdes sucessivas,

(n=3), com solugdes padrao equimolares de trigonelinae  (n=2) para cada concentragdo, com solugdes padrdo

de niacina (30 ymol dm) equimolares de trigonelina e de niacina (10, 30, 60 e 90)
pmol dm3)

3.5.2 Determinagao de trigonelina no café

Com base nas condi¢des experimentais otimizadas e na linearidade obtida, entre
a intensidade de corrente do pico e a concentragcéo de trigonelina e niacina, o passo
seguinte consistiu em efetuar a quantificagao de trigonelina em amostras de café.

Foram avaliados dois tipos de grdos de café (verde e torrado), duas espécies
diferentes (arabica e robusta), trés tipos de torra (leve, médio e escuro) e duas regides
de cultivo (Brasil e Uganda). Duas amostras de café, uma da espécie arabica e outra da
robusta, foram torradas, nas condi¢des referidas na Parte Experimental, (secgao 2.3.4),
moidas e analisadas, através do método analitico desenvolvido, para o estudo da
determinacgéao de trigonelina em cafés verdes e torrados. Os teores de trigonelina foram
obtidos a partir do método da curva de calibragao.

Observa-se que os perfis cromatograficos apresentados, quer para as amostras
de café arabica e de café robusta quer para uma solugao padrao de trigonelina e niacina
séo idénticos, como se pode ver na Figura 40. Na Figura 40 (A) pode-se ver maiores

teores de trigonelina para amostras arabica verde do que para amostras robusta verde.
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Este resultado era esperado, uma vez que se sabe que as espécies de arabica
geralmente apresentam maior conteudo desse alcaloide. Na Figura 40 (B) constata-se
a diminuicdo do teor de trigonelina durante o processo de torra e 0 aumento do teor de
niacina, como era de esperar. Os valores de tr correspondentes aos dois compostos de
interesse foram identificados: trigonelina aproximadamente 135 s e niacina

aproximadamente 165 s.

(A)

I/pA

2 50 100 150 200
t/s
4 ! ! !
(B)
3_... a1
2_. |

I/pA

0 50 100 150 200
t/s

Figura 40 — Perfil cromatografico tipico para gréos de café arabica e robusta, (verde, torrado escuro e torrado escuro
enriquecido com niacina) e solugéo padrao de trigonelina e niacina: (A) (—) arabica verde moido; (—) robusta verde
moido; (—) solugdo padrdo equimolar de trigonelina e niacina, ¢ = 30 ymol dm;(B) (—) café arabica torrado escuro;
(—) café robusta torrado escuro; (—) café arabica torrado escuro enriquecido com 4,0 umol dm de niacina; (—) café
robusta torrado escuro enriquecido com 4,8 umol dm de niacina
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Os valores experimentais dos teores de trigonelina em amostras de café verde e
com diversos graus de torra, das duas espécies em questao, apresentam-se na Tabela
29 e encontram-se representados na Figura 41.

Verificou-se que ha medida que o grau de torra se elevou, para ambas as
espécies, o teor de trigonelina diminuiu, o que significa que houve degradacao térmica
para este alcaloide. As torras mais acentuadas promoveram maior degradacédo de
trigonelina, enquanto que a torra leve quase nao interferiu nos teores de trigonelina.
Pode-se dizer que, para além da variabilidade nos teores de trigonelina observados em
cafés verdes de diferentes regides e de diferentes espécies, a sua estabilidade foi
influenciada pela temperatura, ou seja, os teores de trigonelina diminuiram com o
aumento da temperatura no processo de torra. Os teores de trigonelina no café arabica
e robusta variam de (0,939 £ 0,033 a 0,802 £ 0,009) g/100g no café verde e (0,337 *
0,003 a 0,269 + 0,012) g/100g na torra escura, como ilustrado na Tabela 29 e Figura 41.

Tabela 29 - Valores dos teores de trigonelina nas amostras de café

Amostra Teor de trigonelina (% m/m)* CV (%)*
Verde 0,939 + 0,033 35
Arabica Leve 0,958 + 0,023 2,4
(Brasil) Médio 0,647 £ 0,015 2,4
Escuro 0,337 + 0,003 0,9
Verde 0,802 % 0,009 1,1
Robusta Leve 0,757 £ 0,015 1,9
(Uganda) Médio 0,593 + 0,002 0,3
Escuro 0,269 £+ 0,012 4,3

“média + desvio padrio (valores expressos em “g de trigonelina/g de matéria seca x 100”)
* coeficiente de variagéo para n=2

Todos os resultados observados estdo dentro dos valores tipicos encontrados na
literatura [1, 2, 11, 18, 104]. Estas observacgdes atestam a elevada seletividade da
metodologia desenvolvida, considerando a grande mudanga quimica da matriz do café
durante o processo de torra. A viabilidade da metodologia proposta é reforgcada pela
sustentabilidade dos aspetos de seletividade discutidos anteriormente (Parte
Experimental secgao 3.5.1).

Os dados que conduziram a estes resultados estao apresentados nas tabelas A,

B e C na secgdo Anexos.
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Figura 41 - Variagao do teor de trigonelina durante a torra no café arabica e robusta

3.5.3 Parametros cromatograficos

Do ponto de vista do desempenho cromatografico, o presente sistema de fluxo
apresentou valores tipicos para a assimetria e para o parametro H (altura dos pratos
tedricos) ja observados em sistemas de fluxo semelhantes, representados na Tabela 30
[87]. Comparando estes resultados com os apresentados noutro trabalho, também
baseado numa variedade semelhante, mas explorando uma coluna revestida para
retengéo de compostos ionizaveis, verifica-se que a abordagem de cromatografia de par
ibnico apresentou sinais com simetria melhorada e melhor resolugao para os compostos
remanescentes da matriz [13]. Maior desempenho da abordagem de pares de ides em
comparagdo com a cromatografia de fase reversa em termos de numero de pratos

tedricos e fator de assimetria [105].

Tabela 30 - Parametros cromatograficos para a trigonelina

Desempenho cromatografico

Assimetria 1,5

tr (s) 135

H (10° m™) 1,5
Resolugdo (Rs)? 1,5

a calculado baseado em picos adjacentes da trigonelina observados em amostras de café verde e torrado
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Em relagdo a determinagdo de trigonelina por este processo, a taxa de analise e
o consumo de eluente por analise foram mais atraentes em comparagdo com as
metodologias de HPLC-DAD que apresentam periodos de analise tipicamente de 30
minutos [18, 41].

Com base nos resultados acima mencionados foram selecionadas as seguintes
condigbes experimentais:

¢ medicOes eletroquimicas efetuadas em MPA;

E1=-1,4V (0,03s); E2=1,0V (0,1s);
e fase movel: TDS 0,25 mol dm, H3PO40,1% (v/V);
o fase organica: ACN 10% (v/v); solugéo ISA: HCI 1,0 mol dm3;

e caudal fase mével: 0,71 mL min™'; caudal solugdo ISA: 0,14 mL min™;

e curva de calibragdo tipica de solu¢des padrao de trigonelina na gama de
concentragdes de 10,0 yumol dm=a 90 ymol dm3;
e ensaios de repetibilidade realizados através de injecbes consecutivas de

solug&o padrao de trigonelina.






4. Conclusoes

Neste trabalho determinou-se a trigonelina em cafés, verde e torrado, através de
um sistema de baixa pressao com separag¢ao cromatografica e detecao eletroquimica.
Com este sistema explorou-se a cromatografia par idnico acoplada a um detetor
amperométrico com um elétrodo BDD como elétrodo de trabalho. Esta estratégia
analitica combina a versatilidade inerente a configuracdo do coletor de fluxo, com a
seletividade dos diferentes reagentes de par iénico mais as potencialidades do modo de
detegao eletroquimica.

O estudo por voltametria ciclica mostrou que a trigonelina é eletroativa no elétrodo
BDD, apresentando um sinal de redugao irreversivel que aumentou com a diminui¢ao
de pH e com o aumento da velocidade de varrimento. O potencial de reducao da
trigonelina foi de -1,4 V em meio NaCl 0,1 mol dm= com HCI 0,01 mol dm= a pH igual a
2 e velocidade de varrimento 1,0 Vs™.

O tipo de detetor amperométrico utilizado permitiu impor ao elétrodo de trabalho
dois valores diferentes de potencial sequencialmente, por periodos definidos, E+, onde
ocorre a redugao, Er.q =-1,4 V (0,03 s) e E2 onde ocorre a limpeza eletroquimica, Econd
=1,0V (0,10 s).

A fim de aumentar a sensibilidade do elétrodo de trabalho sem aumentar a
dispersao fez-se o ajuste da composicao do eluato em termos de forga idnica e pH. Um
aumento de sensibilidade foi observado para solugdes ISA de HCI até 1,0 mol dm3,
selecionando-se a de HCI 1,0 mol dm.

A estratégia de cromatografia de par idnico em sistemas de fluxo de baixa pressao
mostrou que o RPI que apresentou melhores condi¢ées na separacao de trigonelina foi
o tetradecanossulfonato de sédio (TDS). A composicao da fase mével utilizada foi ACN
10% (v/v), TDS 0,25 mmol dm= e H3PO4 0,10% (V/v).

A quantificagéo da trigonelina foi feita através do método da curva de calibragao.
O limite de deteg&o (LOD) foi de 3,11 umol dm=e o limite de quantificagédo (LOQ) foi de
10,4 umol dm=. Na gama linear de trabalho 10,0 pmol dm=2a 90 umol dm™ o valor do
coeficiente de determinagéo foi de 0,999. O tempo de retengao para a trigonelina foi de
135 s.

A niacina também foi estudada para se verificar se o tr da niacina interferia com o
tr da trigonelina. Concluiu-se que nao ha interferéncia porque o sinal da niacina aparece

aos 165 s.
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Determinou-se o teor de trigonelina em amostras de café arabica e robusta e
verificou-se que o café arabica verde possui maior teor de trigonelina, 0,939 + 0,033
%m/m, do que o café robusta verde, 0,802 + 0,009 %m/m. Também se pode verificar
que o teor de trigonelina diminui com o grau de torra, quer no arabica quer no robusta.

Do ponto de vista do caso de estudo, pode-se concluir que o método desenvolvido
nesta dissertacado € adequado e podera, em alguns casos, substituir o método de HPLC
com economia de reagentes e de equipamento, além de menor tempo de analise (20
injegdes h'), menor custo por andlise e elevada precisdo. Além disso, os resultados
obtidos por HPLC sao semelhantes.

O procedimento proposto pode ser estendido a outras amostras com compostos
eletroativos que possuam comportamentos eletroquimicos semelhantes a trigonelina e

a niacina com elevada probabilidade de sucesso.
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Anexo A - Dados obtidos dos cromatogramas de amostras de café arabica

Arabica
Verde Leve Médio Escuro
. tr i tr i tr i tr i
Ensaio
s MA s MA s MA s MA
1 137,19 3,78 137,26 4,14 137,25 2,72 137,98 1,54
2 137,90 3,60 137,01 4,05 137,02 2,80 136,21 1,53
3 - - 136,99 3,92 - - - -
Anexo B — Dados obtidos dos cromatogramas de amostras de café robusta
Robusta
Verde Leve Médio Escuro
. tr i tr i tr i tr i
Ensaio
S uA s MA S MA S MA
1 137,17 3,22 136,89 3,05 135,77 2,44 136,90 1,26
2 136,88 3,17 135,99 3,08 135,48 2,45 136,00 1,19
3 - - 136,34 2,97 - - - -
Anexo C — Determinagéo da trigonelina na solugao amostra e do teor de trigonelina no café
A I? [trigonelina] ®* dms ¢ Teor de trigonelina Cve
mostra HA pmol dm-3 (%) (% m/m) (%)
Verde 3,69+0,13 49,2 + 2,36 91,0 0,939 + 0,033 3,5
Arabica Leve 4,03+0,11 54,0 £ 2,08 96,5 0,958 + 0,023 2,4
(Brasil)  Medio 2,76 + 0,06 36,1+2,37 96,9 0,647 £ 0,015 2,4
Escuro 1,54 + 0,01 18,9+ 2,55 97,2 0,337 £ 0,003 0,9
Verde 3,20 £ 0,04 42,2 +2,35 91,3 0,802 £ 0,009 1,1
Robusta Leve 3,03 +£0,06 40,0 £ 2,04 91,6 0,757 £ 0,015 1,9
(Uganda)  pedio 2,45+ 0,01 31,7 £2,40 92,8 0,593 + 0,002 0,3
Escuro 1,23 £ 0,05 14,5+ 2,62 93,7 0,269 + 0,012 4,3

a média das intensidades de corrente + desvio padrédo
b calculada pelo método da curva de calibragdo de equagdo dareta [(,4) = 7,11 X 1072 [trigonelina](umol dm-3) + 0,19 com
intervalo de confianga a 95% [101]
¢ determinacdo de matéria seca [99, 100]
d média + desvio padrao (valores expressos em “g de trigonelina/g de matéria seca x 100”)
e coeficiente de variagéo [54]
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