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Resumo

Neste trabalho realizou-se a identificacdo e quantificacdo de compostos
antioxidantes no café verde com recurso a um sistema cromatografico de baixa presséo
com detecdo amperométrica. O sistema de fluxo implementado foi baseado numa
bomba peristaltica, uma valvula de inje¢cdo e uma coluna monolitica Cigde 1 cm, de
modo a conseguir a separa¢do cromatografica dos compostos antioxidantes. No
sistema de detegéo utilizou-se um elétrodo de diamante dopado com boro como elétrodo
de trabalho.

Os principais objetivos foram a separacéo e identificacdo do maior nimero de
antioxidantes presentes no café verde, recorrendo a metodologia desenvolvida, e a
guantificacdo dos dois antioxidantes mais predominantes no mesmo, o &cido 5-
cafeiolquinico (5-CQA) e a cafeina. Inicialmente, realizaram-se diferentes estudos
referentes as condi¢des de eluicdo e ao comportamento eletroquimico do 5-CQA e da
cafeina em diferentes meios. A fase movel selecionada neste trabalho foi preparada
com 97,5% (v/v) de uma solug&o aquosa de acido acético e acido cloridrico, a pH=2,5,
e 2,5% (v/v) de acetonitrilo, com um caudal de 0,71 mL-min™. A solugédo ajustadora de
forca iénica utilizada foi constituida por 1 mol-dm de HCI, com caudal de 0,14 mL-min-
1, O volume de alca de injecéo utilizado foi de 34 uL. A detecdo amperométrica foi
realizada por aplicagédo de um valor de diferenga de potencial de +1,6 V e registo da
intensidade de corrente correspondente a cada 0,1 s.

Com a metodologia adotada foi possivel realizar a separacao de 7 compostos
antioxidantes presentes no café, tendo 6 destes sido identificados com recurso a
espectrometria de massa. Os antioxidantes identificados foram a cafeina, o acido 5-
feruloilquinico e diferentes isémeros dos acidos cafeoilquinicos (3-, 4-, 5- e cis-5-CQA).
A quantificagdo do 5-CQA e da cafeina em extratos de café realizou-se com a aplicagao
do método da curva de calibracdo. Para 0 5-CQA, os limites de dete¢&o e quantificacédo
e o coeficiente de correlacéo linear foram 9,25 ymol-dm=, 30,8 umol-dm=2 e 0,9994
respetivamente. Para a cafeina, relativamente aos mesmos parametros, obtiveram-se
valores de 6,73 pmol-dm3, 22,4 ymol-dm= e 0,9997, respetivamente.

A quantificacdo destes antioxidantes, em 5 diferentes amostras de café verde,
permitiu a obtencdo de resultados dentro do esperado, de acordo com o descrito na
literatura. Os teores obtidos para o 5-CQA foram, para as amostras de café arabica,
proximos de 4,5% (m/m) e, para as amostras de café robusta, préximos de 5% (m/m).
Enquanto que, para a cafeina, foram proximos de 1,5% (m/m) para as amostras de café

arabica e proximos a 2,5% (m/m) para as espécies de café robusta.



Palavras-chave: Cromatografia de baixa presséo; elétrodo de diamante dopado

com boro; café verde; antioxidantes; acidos clorogénicos; cafeina.



Abstract

In this paper, the identification and quantification of antioxidant compounds in
green coffee was performed using a low-pressure chromatographic system with
amperometric detection. The implemented flow system was based on a peristaltic pump,
an injection valve and a Cis monolithic column of 1 cm length, in order to achieve the
chromatographic separation of antioxidant compounds. Regarding the detection system,
a boron doped diamond electrode was used as working electrode.

The main aims of this paper were the separation and identification of the largest
number of antioxidants present in green coffee using, for that effect, the abovementioned
analytical system, and the quantification of the two most predominant antioxidant
compounds, 5-caffeylquinic acid (5-CQA) and caffeine. Initially, different studies were
performed referring to the elution conditions and electrochemical behavior of 5-CQA and
caffeine in different medium conditions. The selected mobile phase was prepared with
97.5% (v/v) of an aqueous solution with acetic acid and hydrochloric acid, at pH=2.5, and
2.5% (v/v) of acetonitrile, with a flow of 0,71 mL-mint. The ionic strength adjustment
solution was a solution of 1.0 mol-dm hydrochloric acid, propelled at a flow rate of 0.14
mL-min*. The throughout volume was of 34 pL. The amperometric detection was
performed by the application of a +1.6 V potential and recording the corresponding
current intensity at every 0.1 s.

The developed methodology enabled the separation of 7 antioxidant compounds
in green coffee, having 6 of these compounds been identified with mass spectra analysis.
The antioxidant compounds identified were caffeine, 5-feruloylquinic acid and different
isomers of caffeoylquinic acid (3-, 4-, 5- and cis-5-CQA). The quantification of 5-CQA
and caffeine was achieved with the application of the calibration curve method, for a
range of concentrations between 1x10* and 3x10* mol-dm3. The detection and
guantification limits and linear correlation coefficient for 5-CQA were 9.25 pymol-dm=3,
30.8 umol-dm= and 0.9994, respectively. For caffeine, the same parameters were
calculated, having the following values being obtained: 6.73 ymol-dm=, 22.4 ymol-dm3
e 0.9997, respectively.

The quantification results of these antioxidant compounds, in 5 different green
coffee samples, were within the interval range described in the literature. The contents
of 5-CQA were near 4.5% (w/w) for arabica coffee samples and near 5% (w/w) for
robusta coffee samples. For caffeine, the contents obtained were near 1.5% (w/w) for

arabica coffee samples, and near to 2.5% (w/w) to robusta coffee samples.



Keywords: Low pressure chromatography; boron doped diamond; green coffee;

antioxidants; chlorogenic acids; caffeine.
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1.Introducao

1.1. Generalidades sobre o café

O café foi introduzido na Europa ocidental durante o século XVII, época em que
a poluicdo das aguas desaconselhava o consumo de bebidas nao alcodlicas. A
preparacdo do café recorrendo a 4gua fervida permitiu que esta se tornasse uma bebida
alternativa ao consumo de élcool [1].

Atualmente, o café é uma bebida amplamente consumida em todo o mundo,
sendo os paises do norte da Europa os que lideram a lista dos maiores consumidores.
Nessa lista, segundo a Organizacdo Internacional do Café, a Finlandia é o pais que
apresentou, em 2016, o maior consumo de café per capita, 12,2 kg/ano.

As espécies e variedades de café existentes no mundo sdo bastante numerosas,
sendo a comercializagdo deste bem assente essencialmente em duas espécies: Coffea
Arabica (Arabica) e Coffea Canephora (Robusta), que representam ca. 64% e 35% da
comercializacao, respetivamente [2]. Todas as restantes e diversas espécies de café
representam apenas 1% da comercializacgao.

O café apresenta uma composi¢do quimica complexa e variavel dependendo de
aspetos como: espécie do café, zona geogréfica de cultivo, tipo de solo e fertilizacdo do
mesmo, grau de maturacéo dos frutos, processo da colheita, grau de torra, entre outros
[2,3]. A lista de compostos identificados ja atinge os 1000 [4].

A composicdo quimica dos grédos de café influencia ndo s6 caracteristicas que
definem a qualidade do café em todo o mundo, nomeadamente o sabor e aroma [5],
como apresenta igualmente consequéncias a nivel da satde. Assim, o consumo de café
encontra-se associado a prevengdo de doencas como: diabetes tipo 2, doenca de
Parkinson, doencas hepaticas e doencas cardiovasculares. Contudo, a ingestao de café
tem igualmente sido associado a problemas como: ansiedade, palpitacfes, insonia e
perda de massa Gssea [6].

Os gréos de café arabica e robusta apresentam uma composi¢do quimica
diversificada que inclui: minerais, acidos fendlicos, lipidos, aclcares, aminoacidos,
cafeina e melanoidinas. A composi¢do quimica destes graos sofre alteragfes durante o
processo de torra, como é possivel constatar por observacdo dos valores presentes na
Tabela 1. Os monossacarideos, frutose e glicose, e os aminoacidos livres sdo 0s
compostos cuja degradacao é total quando sujeitos ao processo de torra, enquanto que
outros compostos, como 0s oligossacarideos e os acidos clorogénicos, sofrem uma

diminuicdo acentuada da sua concentracdo. Em contrapartida, as melanoidinas séo
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compostos cuja formagéo depende do processo de torra ao qual os graos de café sao
sujeitos. Este processo também favorece o aumento da concentracdo de outros
compostos como lipidos e proteinas. A cafeina ndo aparenta sofrer alteracdes

significativas na sua concentracdo com o processo de torra.

Tabela 1 - Composicdo quimica, em % (m/m), de café verde e torrado das espécies arabica e robusta
(adaptada de [7]).

Arébica Robusta
Componentes
Café verde Café torrado Café verde Café torrado
Polissacarideos? 43,0 -45,0 ~ 38 46,9 — 48,3 ~42,0
Oligossacarideos 6,0-8,0 0-35 50-7,0 0-35
Frutose® 6,25-8,3 n.d. 1,3-49 n.d.
GlicoseP 0,01 -0,45 n.d. 0,01-0,5 n.d.
Lipidos 12,0 -18,0 14,5 - 20,0 9,0-13,0 11,0 - 16,0
Aminoécidos livres 0-20 n.d. 0-20 n.d.
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0 -15,0
Acidos clorogénicos 55-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 39-4,6
Cafeina 09-1,2 09-1,2 16-24 16-24
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,8 0,3-0,6
Acidos gordos 1,5-2,0 1,0-15 1,5-2,0 1,0-15
Minerais 3,0-4,2 35-45 40-45 4,6 -5,6
Melanoidinas n.d. 16,0-17,0 n.d. 16,0-17,0

n.d. — ndo detetado
a — Valores obtidos de [8]
b — Valores obtidos de [9]

O potassio € o mineral predominante no café, e é importante para um
funcionamento normal do sistema nervoso [10]. Os acidos fendlicos, sobretudo os
acidos cafeico e ferulico, sdo muito importantes no sabor desta bebida uma vez que
estes 4cidos reagem com o acido quinico existente no café, dando origem aos &cidos
clorogénicos [11] que, em conjunto com a cafeina e a trigonelina, sdo essenciais para o
desenvolvimento do sabor amargo [12,13]. Os agUcares presentes nos graos de café
verde, particularmente os acuUcares redutores glicose e frutose [14], reagem com 0s
aminoacidos durante o processo de torra dando origem a melanoidinas [15], que
apresentam atividade anti-hipertensiva e anticancerigena [15], bem como a outros

compostos com impacto organolético, essenciais para o aroma e sabor do café [12]. Os
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lipidos de maior predominancia nos gréos de café sao os diterpenos cafestol e caveol,

recentemente associados ao aumento de colesterol [11].

1.2. Compostos antioxidantes no café

O café é uma das maiores fontes de antioxidantes presente na alimentacéo
humana com baixo valor calérico [6]. A variacao da composicao do café durante a torra
dos grédos conduz também a uma variacdo da sua atividade antioxidante e, enquanto
alguns estudos afirmam que o aumento do grau da torra do gréo de café conduz a
diminuigéo progressiva da atividade antioxidante, outros defendem que o grau de torra
média é o que apresenta a maior atividade antioxidante [15].

Os compostos do café responsaveis pela atividade antioxidante sédo, sobretudo,
0s compostos fendlicos (particularmente os 4cidos clorogénicos), as melanoidinas e a
cafeina [16]. Estes antioxidantes estdo presentes em gquantidades significativas nos
graos de café. Os compostos fendlicos correspondem a ca. 10% (m/m) da massa total
dos gréos de café verde [16], a cafeina constitui ca. 1% a 2% (m/m) nos graos de café
verdes e torrados [16], podendo chegar a valores superiores a 3% (m/m) [17], e as

melanoidinas representam até 25% da massa total dos graos de café torrado [16].

Acidos clorogénicos

Os acidos clorogénicos (CGA) sdo uma familia de ésteres que resultam da
esterificacdo entre o acido quinico e alguns acidos fendlicos, como os acidos cafeico e
ferdlico. Os principais grupos de compostos formados nesta esterificacdo sdo os acidos
cafeoilquinicos (CQA), feruloilquinicos (FQA) e dicafeoilquinicos (diCQA), existindo pelo
menos trés isémeros dos acidos em cada grupo[18].

Os CGA, bem como a maior parte dos antioxidantes presentes no café, existem
em maior quantidade nos graos de café verde da espécie robusta do que nos graos de
café da espécie arabica e representam, segundo Trugo e Macrae, entre 6,9% e 8,8%
da massa total nas espécies arabica e robusta, respetivamente (Tabela 2). Dos trés
principais subgrupos destes acidos, os &acidos cafeoilquinicos sdo 0s mais
predominantes, representando entre 5,8% e 6,8% da massa total dos grdos de café

verde arabica e robusta, respetivamente.
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Tabela 2 - Composicéo dos gréos de café verde arabica e robusta relativamente aos acidos clorogénicos,

seus subgrupos e respetivos isémeros (% (g de CGA / g café)) (adaptada de [19]).

Arébica Robusta

CQA 5,761 6,823
3-CQA 0,459 0,732
4-CQA*® 0,768 1,125
5-CQA 4,534 4,966
5-FQA 0,249 0,604
diCQA 0,867 1,377
3,4-diCQA 0,213 0,505
3,5-diCQA 0,495 0,461
4,5-diCQA 0,159 0,411
CGA 6,877 8,804

2Representa 4-CQA + 3-FQA, contudo os valores de 3-FQA no café sdo muito baixos comparativamente a 4-

CQA, logo o erro associado a medicao deste Ultimo composto é reduzido.

O acido 5-cafeoilquinico (Figura 1) € o isbmero mais predominante dos acidos
clorogénicos e representa, segundo Trugo e Macrae, 66% e 56% da totalidade dos CGA
nos graos de café verde arabica e robusta, respetivamente [19], e entre 4,5% a 5% da
massa total do café verde, sendo muitas vezes referido e comercializado pelos
distribuidores como acido clorogénico. Este subgrupo dos &cidos clorogénicos é
também constituido por outros dois isémeros, os acidos 3- e 4-cafeoilquinico. O acido
5-feruloilquinico é o mais predominante de todos os acidos feruloilquinicos presentes no
café verde, sendo pouco significativa a quantidade dos outros dois isbmeros presentes
no café verde, os acidos 3- e 4-feruloilquinico. Por fim, os isémeros 3,4-diCQA, 3,5-
diCQA e 4,5-diCQA sao os mais predominantes no café verde entre todos os isdmeros
dos acidos dicafeoilquinicos, apresentando, contudo, quantidades muito inferiores as

dos &cidos cafeoilquinicos.

HO \

OH

HO

Figura 1 — Estrutura quimica do acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico).
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1.2.1. Impacto da torra na composic¢ao dos gréos de café

O processo de torra é dependente de parametros como a temperatura e o tempo
de torra, encontrando-se os procedimentos que envolvam elevada temperatura e um
curto periodo associados a uma maior producdo de compostos volateis associados ao
aroma do café [2].

Durante o processo de torra ocorrem reacdes responsaveis pela formacéo de
compostos que contribuem para a qualidade do café, como é o caso das reacfes de
Maillard, encontrando-se o mecanismo destas reacdes descrito na figura 2. Estas
reacOes tém como principais reagentes 0s aglcares e aminoacidos existentes nos graos
de café verde que conduzem a formacao de compostos alifaticos e aromaticos, que
contribuem para o aroma e sabor da bebida, e de melanoidinas, um grande conjunto de
compostos antioxidantes que sao também responsaveis pela coloragdo acastanhada

dos gréos apoés a torra [7].

OH Q
MNH3
R Xy <+ HO
OH 7
Agcar redutor o
Aminoacido
H,0
HO o
HO (o} OH
OH
—_——w= R N Z
\ H
R N 7
0
OH Composto de Amadori CO,
Base de Schiff B
RNH,
Aminoécido /
proteina _
Pigmentos de melanoidina + compostos de aroma & sabor €———— Compostos carbonilos

Figura 2 - Mecanismo da reacéo geral de Maillard (adaptada de [20]).

Estudos recentes afirmam que outros componentes no café, como os CGA,
também sé&o incluidos na formagdo das melanoidinas. Os CGA sdo os maiores
constituintes dos compostos fendlicos presentes nos graos de café verde, contudo, a
sua concentracdo sofre uma diminuicdo acentuada durante o processo de torra,
sobretudo, devido a rea¢cbes de degradacdo, desidratacdo e ciclizacdo a que estes

acidos estao sujeitos. A degradacédo dos CGA da origem aos acidos quinico, cafeico e
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também cindmico, sendo este Ultimo consumido em reac¢des de formagdo de outros
compostos com impacto organolético no café [7]. A desidratacao e ciclizacdo dos acidos
clorogénicos resultam na formacao das lactonas de 4cidos clorogénicos (CGL) (Figura
3), cuja quantidade formada € maior para um grau de torra médio leve [7]. Estes
compostos apresentam uma quantidade reduzida no fim do processo da torra, contudo,
a sua contribuicdo para o sabor amargo do café, e assim a qualidade do café
comercializado, é significativa [13].

A cafeina, ao contrario dos compostos antioxidantes acima referidos, néo sofre

alterac@es significativas na sua concentracdo durante o processo da torra [16].

Figura 3 - Formacéo de CGL a partir do acido 3-cafeoilquinico (adaptada de [15]).

1.2.2. Metodologias analiticas para a determinacdo de

antioxidantes no café verde

O desenvolvimento de metodologias para a determinagdo de compostos
antioxidantes no café verde €, na sua maioria, direcionado para a determinacdo de
cafeina e dos &cidos clorogénicos, uma vez que estes representam uma elevada fragédo
dos compostos antioxidantes presentes nos graos de café antes da torra.

As metodologias comummente utilizadas para a determinagéo da cafeina e CGA
nos extratos de café verde tém por base uma técnica de separacdo dos componentes,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), e duas técnicas para a dete¢do desses
compostos, nomeadamente, espectrofotometria de absor¢cdo UV/Vis e espectrometria
de massa (MS).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizada nestas metodologias baseia-
se, maioritariamente, em cromatografia de fase reversa com recurso a uma coluna
cromatografica Cis para separacdo dos diferentes componentes existentes no café

verde. As condi¢des de eluicdo variam consoante o estudo, sendo que os eluentes
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utilizados apresentam similaridades na sua constituicdo: um meio aquoso, que pode
conter uma pequena quantidade de acido (por exemplo, acido férmico [21] ou o acido
trifluoroacético [22]), e um meio organico, que é habitualmente acetonitrilo ou metanol.

A espectrofotometria de absor¢cdo UV/Vis é a técnica normalmente acoplada a
HPLC, uma vez que é uma técnica simples, rapida e com baixos custos associados [23]
guando comparada a outras técnicas de detecdo, como por exemplo, a espectrometria
de massa . Apesar desta técnica possibilitar a observagcédo dos sinais correspondentes
aos diferentes compostos antioxidantes presentes no café verde separados por HPLC,
nao é possivel atribuir a cada CGA um espectro de UV/Vis correspondente, uma vez
gue estes compostos apresentam espectros de UV/Vis muito semelhantes entre si [21].

A distingdo dos CGA é muitas vezes realizada recorrendo a espectrometria de
massa, mais especificamente, através de ionizacdo por electrospray (ESI-MS). Esta
técnica apresenta uma capacidade de fragmentacao inferior a outras técnicas de MS,
como a ionizagdo quimica, o que lhe atribui a vantagem de ionizar os compostos da
amostra, com fragmentacdo minima das moléculas, preservando as ligacdes mais
fracas [24]. Esta técnica de detecdo permite identificar os diferentes acidos clorogénicos
anteriormente separados por cromatografia.

Estas trés técnicas podem ser usadas em conjunto para um mesmo ensaio onde
0s compostos séo separados por HPLC, detetados por espectroscopia de absorcdo de
UV/Vis e novamente detetados por ESI-MS [21]. Contudo, devido aos custos
relacionados com a técnica de fragmentacgéo, esta é muitas vezes usada inicialmente
apenas para identificagdo/confirmacao dos compostos que séo observados por UV/Vis.
ApoOs esta identificagdo, os restantes ensaios séo realizados recorrendo apenas a HPLC

com detecdo UV/Vis, simplificando o processo [22].

1.3. Cromatografia de baixa pressdo com detecao

eletroquimica

1.3.1. Desenvolvimento dos sistemas de fluxo, de média e baixa

pressao, e das colunas cromatograficas

Os sistemas de andlise em fluxo de média e baixa pressdo apareceram pela
primeira vez em 1957 por Skeegs sob o conceito de analise em fluxo segmentado (SFA)
[25]. Neste tipo de sistemas, as solucdes de reagentes e a amostra eram misturadas
em linha e as aliquotas dessa mistura intercaladas com bolhas de ar. Pressupunha-se,

sob estas condicdes experimentais, o equilibrio fisico e quimico antes do momento da
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detecdo. Este conceito representou um avango na automacgdo de equipamentos
laboratoriais e funcionou como alavanca para o desenvolvimento posterior de novos
sistemas automatizados.

O conceito de analise por injecdo em fluxo (FIA) constitui o segundo
desenvolvimento mais predominante no contexto de sistemas de fluxo, tendo sido
descrito em 1975 [26]. A principal diferenca entre os sistemas FIA e SFA é que os
sistemas FIA possibilitaram a realizacdo de analises sem necessidade de serem
atingidos os equilibrios fisico e quimico entre a amostra e o0s reagentes. O
funcionamento dos sistemas FIA é bastante simples: a amostra € introduzida no sistema
analitico com recurso a uma valvula de injecdo e conduzida até ao detetor por uma
solucdo transportadora sob condicdes de fluxo continuo e ndo segmentado,
tradicionalmente pela utilizacdo de uma bomba peristaltica.

A partir do inicio da década de noventa, o desenvolvimento de novas estratégias
na concecdo de sistemas de fluxo ocorre com maior frequéncia, apresentando estes
sistemas, mais ou menos fatores distintivos entre si, conforme se descreve
sucintamente em seguida. Em 1990 ocorre o desenvolvimento dos sistemas de fluxo
denominados de analise por injecdo sequencial (SIA) [27]. Uma das distingcdes entre
estes sistemas e 0s anteriores é a possibilidade de controle sobre a circulagdo do fluido
em ambos os sentidos. Este tipo de sistema baseia-se na utilizacdo de uma valvula de
selecdo monocanal, que permite que varios canais periféricos comuniquem entre si
sequencialmente através de um canal central, sendo que cada canal periférico pode
estar atribuido a diferentes equipamentos ou solu¢cdes. Em 1994 apareceram 0s
sistemas MCFIA (andlise por inje¢cdo em fluxo com multicomutag&o) [28] cuja principal
caracteristica é a presenca de valvulas solenoides. Estas valvulas funcionam como
elementos individuais de comutagdo permitindo, por exemplo, um menor consumo de
solucdes. No ano 2000, surgiram os sistemas SIA-LOV (Lab-on-valve) [29], baseados
nos sistemas SIA. Estes sistemas tém como particularidade o uso de uma peca
especificamente concebida para possibilitar a mistura de solu¢des e o acoplamento de
detetores no seu interior. Esta peca encontra-se acoplada a uma valvula de selegéo
monocanal utilizada em sistemas SIA, tal como foi referido. As principais vantagens
deste tipo de estratégia sdo o baixo consumo de reagentes e a versatilidade no
acoplamento de diferentes detetores ao sistema analitico, estando inclusivamente
descrita a manipulacdo de resinas sélidas nestes sistemas [30] . Os sistemas SIA-LOV
fazem uso de seringas de pistdo para a propulséo de solucdes, o que nestas condi¢des
eleva este tipo de estratégia a sistemas de média pressao.

Paralelamente aos sistemas de fluxo de baixa pressao, também as colunas

cromatograficas para cromatografia liquida, foram sujeitas a desenvolvimentos com o
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passar das décadas, como resumido na figura 4. A primeira separa¢do cromatografica
de que ha registo data de 1901, quando Mikhail Tsvet realizou a separacdo de
pigmentos nas plantas utilizando uma coluna de carbonato de célcio [31]. Apenas anos
mais tarde, em 1938, existe registo de um novo desenvolvimento ha cromatografia com
0 aparecimento da cromatografia de troca idnica [32]. A partir desta data os
desenvolvimentos associados as colunas cromatograficas comecaram a surgir,
destacando-se neste contexto o aparecimento das colunas a base de silica em 1941
[33]. Em 1967 surgiram as colunas constituidas por particulas de diametro
compreendido entre 40-50 ym que aumentaram significativamente a eficiéncia da
coluna quando comparada a eficiéncia das colunas utlizadas até ao momento,
constituidas por particulas de didmetro superior a 100 um [34]. Apesar das vantagens
associadas a diminuicdo do tamanho das particulas, foram encontradas dificuldades
associadas as particulas de silica de didmetro inferior a 40 ym, nomeadamente a
reprodutibilidade de empacotamento das mesmas devido a forma irregular das mesmas.
S6 em 1974, com o aparecimento de particulas uniformes esféricas € que esta
desvantagem foi ultrapassada [34]. O didmetro da particula diminuiu significativamente,
sendo que em 2004 ja se registava a utilizacdo de particulas com 1,7 um de didmetro
[34].

Em 1996 apareceram pela primeira vez as colunas monoliticas [35], tendo a
comercializagao destas sido iniciada em 2000. Em 2007 iniciou-se a comercializa¢éo de
particulas core-shell, sendo que estas particulas foram desenvolvidas pela primeira vez
na década de 90, mas apenas anos mais tarde é que foi possivel a sua produgédo com

tamanho reduzido, entre 1,3 - 2,7 um [34].

SFA SIA SIA-LOV
1975 1994 -
1957 f 1990 / 2000
FIA MCFIA
Cromatografia de Tamanho de Colunas
troca iénica particula <50 ym monoliticas

1901 \ 1941 \ 1974 \_ 2007
I 9  } 0. 9 o :
/ 1938 / 1967 / 1996
1° Separagéo por Colunas a base Particulas Particulas
coluna cromatogréafica de silica esféricas core-shell

Figura 4 - Cronologia dos sistemas de fluxo e da cromatografia
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O primeiro registo do acoplamento de uma coluna cromatografica a um sistema
de fluxo de baixa pressao com detec¢do eletroquimica data 1989 por Hart e Jordan [36].
Estes autores implementaram um sistema de fluxo baseado numa coluna de particulas
de tamanho 40 um acoplada a um sistema FIA para a separacdo e posterior detecao
eletroguimica da vitamina A num preparado multivitaminico. O acoplamento de uma
coluna monolitica a um sistema de fluxo de média pressao ocorreu em 2003, ficando a
técnica descrita por SIC, cromatografia de injecdo sequencial [37]. Assim, novas
metodologias com base em sistemas de fluxo de baixa presséo e colunas monoliticas

foram desenvolvidas até a atualidade, com diversas areas de aplicabilidade [38].

1.3.2. Sistemas cromatograficos de baixa pressao

Tendo por base os sistemas de fluxo de média e baixa pressao desenvolvidos
até a atualidade selecionaram-se os sistemas FIA para implementacéo da metodologia
desenvolvida.

Os sistemas FIA contam com mais de 40 anos de existéncia e numerosas
utilizacdes em diferentes metodologias. A preferéncia por estes sistemas ¢ justificada
pela simplicidade e baixos custos da instrumentagéo, o consumo reduzido de reagentes
e amostras, a facilidade de automacgéo e a versatilidade da técnica [39]. Esta ultima
vantagem é essencial na escolha dos sistemas FIA uma vez que a montagem destes
sistemas pode ser facilmente alterada consoante o objetivo do estudo. Uma das
alteracdes possiveis € o acoplamento de uma coluna cromatogréfica, dando assim
origem aos sistemas cromatograficos de baixa pressao (LPC).

As colunas monoliticas, apesar de relativamente recentes comparativamente as
colunas de particulas, apresentam melhor acoplamento a sistemas LPC, tal deve-se,
sobretudo, a baixa pressao de retorno que conduz a ndo necessidade de bombas de
média ou alta pressdo. As vantagens destas colunas estendem-se ainda pela
possibilidade de usar elevados caudais nas analise sem perda significativa de eficiéncia,
contribuindo para um maior nimero de analises a ser realizado num menor periodo de
tempo e para um baixo custo por analise [40].

O acoplamento de uma coluna monolitica a um sistema FIA é uma opc¢ao para o
desenvolvimento de metodologias cromatogréaficas com menores custos que por HPLC,
mas com a seletividade de andlise que é pretendida na cromatografia. Contudo, também
se encontram limitacdes associadas a esta acoplacdo uma vez que, apesar da pressao

originada pelas colunas monoliticas ser inferior as colunas de particulas, estas precisam
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de ter curto comprimento para que a pressado do sistema seja inferior a que a bomba

peristaltica consegue suportar.

1.3.3. Sistemas de cromatografia de baixa pressdo com detecéo

eletroquimica

A compatibilidade dos sistemas FIA com diferentes técnicas de detecdo
possibilitou o desenvolvimento de técnicas LPC com recurso a detegdo eletroquimica.
O artigo publicado em 1989 de Hart e Jordan, que regista a primeira acoplacdo bem
sucedida de uma coluna cromatogréfica a um sistema de fluxo de baixa presséo, &
também pioneiro na utilizacdo da detecdo eletroquimica na cromatografia de baixa
presséo [36]. Em 2004 foram publicados dois artigos, ambos sobre a determinacgéo de
ides em amostras de agua em sistemas cromatograficos de baixa presséao, com coluna
monolitica, e detecao condutimétrica [41,42]. Que se tenha conhecimento, apenas mais
dois trabalhos foram publicados com base no desenvolvimento de sistemas de
cromatografia de baixa pressao com detec¢éo eletroguimica (LPC-ED), com a introdugéo
da detecdo amperométrica para a determinagéo de compostos presentes no café [43,44]
e gue serviram como base para o desenvolvimento do trabalho atual.

As técnicas eletroanaliticas existentes sdo numerosas e podem ser classificadas
de diversas formas. Um exemplo de classificagcéo é representado no esquema da Figura
5 [45]. A primeira distingdo entre as técnicas € efetuada tendo por base as que
consideram, ou ndo, as reagfes que ocorrem no elétrodo de trabalho. As técnicas
condutimétricas sdo exemplos de técnicas que ndo consideram essas reagdes, uma vez
gue sdo utilizadas para a medicdo de propriedades bulk das amostras, que ndo sdo
especificas a uma determinada reacdo, como a condutividade. As técnicas
eletroanaliticas, que consideram as reacdes que ocorrem no elétrodo de trabalho, sédo
subdivididas em trés grupos, considerando a quantidade de analito que é consumida
durante o estudo. Este consumo pode ser total, parcial ou inexistente, sendo que o
consumo parcial representa a perda de 0,1% ou menos da quantidade total do analito.
Coulometria e eletrogravimetria sdo exemplos de técnicas eletroanaliticas onde ocorre
0 consumo total do analito, enquanto que a voltametria e a amperometria sdo exemplos
de técnicas onde apenas se observa um consumo parcial do mesmo. Técnicas como a
potenciometria e a tensiometria ndo apresentam consumo do analito em estudo.

A voltametria engloba diferentes técnicas entre as quais, a voltametria ciclica, a
amperometria de mdultiplos pulsos e a amperometria de corrente direta. A voltametria

ciclica € a primeira técnica habitualmente a ser utilizada quando se inicia o estudo
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eletroquimico de alguma espécie, uma vez que permite estudar o comportamento do
analito num intervalo consideravel de potencial. A voltametria ciclica baseia-se na
variacdo de potencial a uma velocidade constante enquanto se regista a intensidade de
corrente associada a cada valor de diferenca de potencial aplicado ao elétrodo de
trabalho, permitindo a obtenc&o do potencial de oxidacdo ou reducdo da espécie caso
ele se encontre dentro do intervalo de potenciais estudados. A amperometria de
multiplos pulsos € uma técnica que permite a aplicacdo de diversas diferencas de
potencial, que se mantém constantes, e a medicao da intensidade de corrente durante
0 tempo da analise permitindo a identificacdo de diferentes analitos eletroativos
presentes em solucdo. Esta técnica também é muito aplicada quando existe a
necessidade de condicionar ou limpar o elétrodo de trabalho durante os ensaios, em
geral pela aplicacéo de dois potenciais, um para a obteng&o do sinal pretendido e outro
para o condicionamento ou limpeza do elétrodo [46]. A amperometria de corrente direta
€ outra técnica de detecdo amperométrica, semelhante a amperometria de mdaltiplos
pulsos, com a diferenca que apenas permite a aplicacdo de uma unica diferenca de
potencial no elétrodo de trabalho. Esta particularidade conduz a utilizacdo desta técnica
em ensaios onde ndo existe necessidade de condicionar o elétrodo de trabalho durante

o decorrer da analise.

Métodos
eletroanaliticos

N&o consideram as reacdes . -
no elétrodo Consideram as reagcdes no

. ) elétrodo
Condutimetria

Consumo total de Consumo parcial de Sem consumo de
analito: analito: analito
Coulometria Voltametria Potenciometria
Eletrogravimetria Amperometria Tensiometria

J/

Figura 5 - Classificagéo das técnicas eletroanaliticas.

Estas técnicas de voltametria sdo realizadas com recurso a uma célula de 3
elétrodos: elétrodo de referéncia (Err), elétrodo de trabalho (Ewan) € contra elétrodo ou
elétrodo auxiliar (Eauw). E & superficie do elétrodo de trabalho que ocorrem as reacdes
de oxidacdo e reducdo das espécies em estudo presentes em solugdo, sendo
importante a escolha do elétrodo mais adequado para o estudo a realizar. O elétrodo de

diamante dopado com boro (BDD) é muito utilizado na detecéo eletroquimica uma vez
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gue apresenta como principais vantagens o facto de poder ser utilizado dentro de um
intervalo largo de potencial, apresentar elevada estabilidade em solugdes tanto acido
como alcalinas, e ainda apresentar uma intensidade de corrente de fundo estavel e
baixa. De salientar igualmente, a baixa adsorcdo de compostos organicos e inorganicos
a superficie destes elétrodos 0 que minimiza a necessidade de aplicar uma diferenca de
potencial para limpeza do elétrodo [46].
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2.Instrumentacao, reagentes e procedimento

experimental
2.1. Instrumentacéo

Para a preparacao de solucdes utilizou-se: uma balancga analitica Mettler, AE5S0,
para a pesagem rigorosa de massas, um banho de ultrassons Bandelin Sonorex, TK100,
para homogeneizagdo/desgaseificacdo de solu¢cdes, um medidor de pH Hanna
Instruments, HI 2550, com um elétrodo de vidro combinado, HI1131, um sistema
Millipore Direct-Q 3UV para purificacdo da agua e uma placa de aguecimento com
agitacdo magnética (Framo - Geratetechnik M 21/1, 1000 rpm).

Para a medigdo de volumes iguais e inferiores a 1000 pL utilizaram-se
micropipetas Gilson (P1000 — capacidade maxima de 1000 pL; P200 — capacidade
maxima de 200 pL). Para a medi¢cdo de volumes superiores a 1,00 mL utilizou-se

material de vidro aferido.

2.1.1. Sistema cromatografico de baixa pressdo com detecdo

amperometrica

Para a andlise das amostras utilizou-se o sistema analitico esquematizado na
Figura 6. Este sistema permite, numa primeira etapa, a separacao cromatografica dos
compostos seguindo-se, posteriormente, nhuma segunda etapa, a detecdo

amperométrica dos mesmos.

E
_BP !

A

FM

ISA ——

Figura 6 - Esquema do sistema cromatografico de baixa pressdo com detegdo amperométrica utilizado para a

andlise das amostras (legenda das letras na tabela 3).
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Tabela 3 - Componentes do sistema analitico LPC-ED referentes a separagéo cromatogréafica dos compostos

antioxidantes do café.

Componentes da separagdo cromatografica do sistema LPC-ED

A Amostra
FM Fase movel
ISA Solucéo ajustadora da forca iénica
BP Bomba peristaltica (Gilson, Minipuls 3)
Filtro de Nylon, tamanho de poro de 1,0 ym (Whatman, 6750-2510)
Vv Valvula de injecado (34 pL) (Rheodyne, 5020)
oM Coluna monolitica Cis (Merck, Chromolith RP-18e, 1.51452.0001, 10 mm x 4,6
mm) em suporte de coluna (Merck, 1.52256.0001)
E Efluentes

Para os estudos de separacdo dos compostos antioxidantes existentes nos

extratos de café verde foi utilizada uma coluna monolitica C1g de fase reversa com 1 cm

de comprimento. A detecdo amperométrica destes mesmos compostos foi estudada

com recurso a um sistema de trés elétrodos de acordo com as caracteristicas descritas

na tabela 4.

Tabela 4 — Componentes do sistema analitico LPC-ED referentes a detecdo amperométrica dos compostos

antioxidantes do café.

Constituintes da detecdo amperomeétrica do sistema LPC-ED

Elétrodo de referéncia Ag/AgCI (Thermo Scientific Orion, 900200)

ERef

— preenchido com solugdo 10% (m/v) KNOs.

Eaux Elétrodo auxiliar de carbono (Metrohm, 6.1247.000)

Elétrodo de trabalho — elétrodo de diamante dopado com boro
(BDD) (Windsor Scientific, SMMDIAM.BDD.PEEK, 3 mm &)

ETrab

A conexao de todos estes componentes dos sistemas foi realizada com recurso

a tubagem de diferentes didmetros internos (d.i.). Na bomba peristéltica, para o

transporte da solucao ISA e da fase moével, recorreu-se a tubos Tygon com 0,38 mm d.i.
(Gilson, Inc., F117933) e com 1,02 mm d.i. (Gilson, Inc., F117938), respetivamente. As

restantes conexdes foram realizadas com recurso a tubagem PTFE com 0,8 mm d.i.

(Kinesis, 008T16-080-20) e conectores quando necessarios. O comprimento dos tubos
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usados para conectar a valvula de inje¢cdo a coluna monolitica e esta ao sistema de
detecdo foi o menor possivel (< 2 cm). Colocou-se ainda um filtro de seringa de Nylon
com 25 mm de didmetro e poros de 1,0 um (Whatman, 6750-2510), entre a bomba
peristaltica e a valvula de injecdo, no tubo de transporte da fase maovel, para efeitos de
filtracdo desta solucao.

Para a obtencéo dos sinais eletroquimicos, nos ensaios de voltametria ciclica e
de amperometria, recorreu-se a um potenciostato pAutolab Tipo Il controlado por
software GPES 4.9 (EcoChemie B.V., Utrecht, Holanda).

Para a realizacdo dos ensaios de espectrometria de massa recorreu-se a um
HPLC-DAD-MS/MS da Finningan Surveyor Plus (Thermo Electron Corporation, USA).

2.2. Reagentes, solucbes e amostras

Toda a agua utilizada durante os ensaios e preparacao de solucdes foi dgua
desionizada obtida pelo sistema de purificacdo de 4gua (resistividade > 18 MQ-cm, filtro
0,2 um) previamente referido.

Os reagentes utilizados ao longo do trabalho para preparagéo de solugdes
padrdo, fase movel e solucdo ISA encontram-se descritos na tabela 5. As amostras de
café utilizadas foram gréos de café robusta verde, provenientes da Indonésia, Uganda

e Viethame, e arabica verde, provenientes do Brasil e Honduras.

Tabela 5 - Reagentes utilizados neste trabalho, pureza, referéncia e respetiva marca.

Reagente Pureza Referéncia Marca

. Grau de gradiente ] .
Acetonitrilo (ACN) A/0627/17 Fisher Chemical
de HPLC 299,9%

Acido acético (CHsCOOH) Grau técnico 298% 84528.290 VWR
Acido cloridrico (HCI) 37% H/1200/PB17 Fisher Chemical
Acido férmico (HCOOH) 99-100% CL00.1305.1000 Chem-Lab NV
Hidrogenofosfato dissédico
>99,5% CL00.1463.100 Chem-Lab NV
(NazHPO4)
Padrdes
Cafeina 299% 200-362-1 Sigma-Aldrich

Acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) 295% C3878 Sigma-Aldrich
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2.2.1. Preparacao de solugbes padrao

As soluc@es padrao de cafeina e 5-CQA foram preparadas na concentracdo de
1x10° mol-dm3, a partir dos reagentes comercializados e utilizando como solvente dgua
desionizada.

Para a realizacéo das curvas de calibracao prepararam-se solu¢des modelo com
os dois analitos acima referidos. Estas solu¢cBes, com concentracdo variavel entre 1x10
4 e 3x10* mol.dm=, por diluicdo das solucdes padrdo preparadas.

De todas as solugdes preparadas, as de cafeina eram as que apresentavam uma
maior estabilidade, permanecendo estaveis até 6 meses apés a preparacdo das
solucdes, sem condicOes especificas de armazenamento.

As solucdes de 5-CQA apresentaram sinais de degradacao durante a andlise
apos 4 dias da sua preparacéo, levando a necessidade de preparar estas solucfes a
cada trés dias.

2.2.2. Preparacao de solugdes ISA

As solucdes ISA utilizadas para os ensaios de voltametria ciclica e para a
otimizacdo das condi¢cbes de andlise pelo sistema cromatogréafico de baixa pressao
encontram-se descritas na tabela 6. A primeira solugéo ISA foi preparada por diluicdo
de HCI concentrado até obtencdo de uma concentracdo de 1 mol-dm, solucdo que
apresenta um valor de pH inferior a 1. A solugcdo tampé&o de CH3COOH/CHsCOO" foi
preparada por diluicdo de &cido acético concentrado até a obtencdo de uma
concentracédo de 0,5 mol-dm, com a diluicdo quase concluida adicionou-se NaHO 4
mol-dm até obtencéo de um valor de pH=4. Por fim, a solucédo tampé&o H,PO4/HPO,*
foi preparada por dissolugdo de Na;HPO. em &gua para obtencdo de uma solugdo de
concentracdo 0,5 mol-dm3, antes de finalizar a preparacéo da solucéo adicionou-se HCI
6 mol-dm™ até obtencéo de um valor de pH=7.

Estas soluges, tais como as utilizadas como fase movel, foram desgaseificadas

no banho de ultrassons durante 10 minutos.

17



FCUP
Instrumentacéo, reagentes e procedimento experimental

Tabela 6 - Solug@es ISA utilizadas para ensaios de voltametria ciclica e otimizacdo das condi¢des de analise
no decorrer dos ensaios.

Solucdo preparada / mol.dm™ pH
Solucgéo de HCI 1 <1
Solucéo tampéo
¢ P 0,5 4
CH3COOH/CHsCOO-
Solucéo tampéo
¢ P 0,5 7
H2PO4/HP Q42
2.2.3. Preparacdo de solucdes para os estudos de voltametria
ciclica

Para os estudos de voltametria ciclica recorreu-se as solu¢bes de cafeina e 5-
CQA na concentracédo de 1x10° mol-dm™ e as solugdes ISA preparadas. Para o efeito
misturou-se 1,00 mL da solugéo ISA com 5,00 mL da solugdo padréo preparada. A
propor¢cdo entre as duas solucdes teve como objetivo simular a mistura que ocorre a
superficie do elétrodo no sistema LPC-ED, com base nos caudais de cada solugéo, 0,71
mL-min*t e 0,14 mL-min, para as solucdes FM e ISA, respetivamente, com o objetivo

de alterar o pH da solucdo padréo para o valor de pH pretendido.

2.2.4. Preparacao de solu¢@es utilizadas como fase movel

As solucgdes utilizadas para a otimizagédo da fase mével encontram-se descritas
na tabela 7. Prepararam-se dois conjuntos de fases maveis, distinguiveis pela presenca
de acido férmico ou acético na sua constituicdo. O primeiro conjunto de fases moveis
foi preparado com 0,1% (v/v) de acido férmico, acido cloridrico até a obtencéo de pH=2,5
e diferentes quantidades de acetonitrilo: 5:95, 3:97 e 2:98 (v/v). O segundo conjunto foi
preparado com 0,15% (v/v) de acido acético, acido cloridrico até a obtencdo de um
pH=2,5 e diferentes quantidades de acetonitrilo: 5:95, 3:97, 2,5:97,5 e 2:98 (v/v). Ap6s
a preparacédo, cada fase movel foi desgaseificada no banho de ultrassons durante 10
minutos.

A acidificacdo da fase movel respeitou o intervalo de trabalho de pH da coluna
monolitica, 2 a 7,5 [43], e foi realizada com o objetivo de manter o 5-CQA sob a forma

ndo idnica, apresentando este um valor de pKa = 3,5.
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Tabela 7 - Solug@es utilizadas como fase mével ao longo dos ensaios.

Solvente organico Acido
Solvente % (VIV) Acido mol-dm

5
3 HCOOH
2

ACN 5 0,0265
3

CHsCOOH
2,5
2
2.3. Procedimento experimental
2.3.1. Implementacéo e funcionamento do sistema analitico LPC-

ED

O sistema analitico utilizado para a determinacdo de compostos antioxidantes
no café verde foi baseado em trabalhos anteriores [43]. Este sistema é constituido por
uma bomba peristéltica, responsavel pela propulsdo das amostras e solugdes ISA e de
fase movel ao longo de todo o sistema; a valvula de inje¢éo, que permite a injecédo de
um volume constante de amostra para andlise; uma coluna monolitica C1s com 1 cm de
comprimento para a separacdo dos componentes das amostras; e um sistema de trés
elétrodos para a detecédo eletroquimica dos compostos eluidos.

O sistema analitico implementado neste trabalho tem como particularidade a
utiizacdo de uma confluéncia na parte do sistema responsavel pela detecéo
amperométrica. Esta confluéncia, constituida com poli(metacrilato de metilo), permite o
acoplamento do elétrodo de trabalho sob uma configuracéo wall-jet, ou seja, o jato de
eluato proveniente da coluna monolitica é projetado perpendicularmente a superficie do
elétrodo de trabalho. Como é possivel observar na figura 7, esta confluéncia apresenta
também outra entrada junto a superficie do elétrodo de trabalho para a solugdo ISA,
permitindo assim o ajuste do pH e da for¢a i6nica do eluato no momento de detecéo,
para estudo da sensibilidade da detecdo [44]. ApOs este ajuste, a mistura é
encaminhada para a saida da confluéncia e, por fim, descartada. A introducdo da

confluéncia do sistema permite um facil manuseamento dos elétrodos sempre que

19



FCUP
Instrumentacéo, reagentes e procedimento experimental

necessario e ainda uma curta distancia entre o posicionamento de todos os elétrodos
no sistema. Também a distancia entre a valvula de injecdo até a confluéncia, incluindo
a coluna monolitica foi a mais curta possivel para minimizar a dispersdo dos

componentes da amostra desde 0 momento de injecdo até a sua detecao.

Saidados

efluentes
Eaux
Eref
Confluéncia
Etrab
Entrada da
CM solucéo ISA

Figura 7 - Pormenor referente a confluéncia e posicionamento dos elétrodos para a detegdo amperométrica.

As solugdes utilizadas como fase movel e solugéo ISA foram desgaseificadas no
banho de ultrassons durante 10 minutos no inicio de cada dia de trabalho. Estas
solugBes foram impulsionadas no sistema pela bomba peristaltica, a velocidade de 7,5
rpm gue se traduz num caudal de 0,71 mL-min* e 0,14 mL-min* para as solu¢des de
fase movel e ISA, respetivamente, sendo estas condi¢cdes de funcionamento baseadas
num trabalho prévio [44].

Antes da inje¢do das amostras no sistema, e recorrendo as condi¢@es referidas,
a coluna monolitica é condicionada com a solugcéo de fase mével a utilizar durante 20
minutos, igualmente necessario para estabilizar a resposta eletroquimica. Quando todo
0 sistema se encontra operacional, a amostra a analisar é inserida na al¢a de injecédo
presente na vélvula de injecdo, um volume de 34 L, e injetada no sistema. A amostra
€ entdo direcionada para a coluna monolitica onde ocorre a separagéo cromatogréfica.
Posteriormente, é direcionada para a confluéncia onde ocorre a mistura do eluato com
a solucéo ISA e subsequente detegdo amperométrica com recurso aos elétrodos.

O condicionamento do elétrodo de trabalho, realizado sempre que se verificava
uma diminuigdo da resposta eletroquimica, € obtido por realizagdo de um ensaio de

voltametria ciclica, com varia¢éo do potencial de +2,0 V a -2,0 V durante 2 minutos.
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Entre a bomba peristéltica e a valvula de injec¢&o foi colocado um filtro de seringa
para prevenir o entupimento da coluna monolitica. Este filtro foi trocado no inicio de cada
semana, considerando uma rotina de trabalho de 8 horas diarias.

No fim de cada dia de trabalho a coluna monolitica foi condicionada em

acetonitrilo com o intuito de aumentar o tempo de vida Util da mesma.

2.3.2. Extracdo dos compostos antioxidantes dos graos de café

verde

Os gréos de café a estudar foram moidos e peneirados, de modo a se obter
apenas particulas de tamanho inferior a 700 um. ApGs a obtencdo dos grdos moidos
procedeu-se a obtencdo do extrato liquido. O processo de extracdo foi realizado
utilizando a fase modvel para garantir a precipitacdo de proteinas [47] durante este
processo. Deste modo, € possivel prevenir a obstrucdo da coluna monolitica durante a
analise cromatograéfica.

Para a preparacao do extrato pesou-se, rigorosamente, uma massa proxima de
0,1000 g do café verde moido e transferiu-se esta massa para um gobelé com 20,00 mL
de fase movel. Procedeu-se ao aguecimento desta mistura a uma temperatura de 80 °C
durante 10 minutos, com agitagdo moderada [48]. Posteriormente, deixou-se a mistura
arrefecer até a temperatura ambiente, ajustou-se a massa de agua evaporada e
procedeu-se a filtracdo. Para este efeito utilizaram-se, primeiramente, dois filtros de
pregas (Whatman n° 1) e, posteriormente, com um filtro de seringa de celulose
regenerada com 0,45 ym de tamanho do poro (Sartorius, 17765). ApOs estes
procedimentos o extrato encontra-se pronto a ser analisado no sistema LPC-ED
implementado.

Aquando da determinacdo dos antioxidantes nos extratos de café verde foi
necessario obter o teor de humidade dos gréos de café verde analisados. O teor de
humidade foi determinado por gravimetria de acordo com o procedimento de referéncia
descrito na ISO 6673 de 2003 [49]. Este procedimento baseou-se na colocacédo de uma
caixa de Petri na estufa, a 105 °C, durante uma hora. Apés este tempo, a mesma é
colocada no exsicador até atingir a temperatura ambiente e pesada na balanca analitica.
Concluida a primeira etapa, pesou-se uma massa rigorosa de graos de café verde (10
g) para a caixa de Petri e colocou-se na estufa por 16 horas, a 105 °C. No fim deste
tempo, a caixa € colocada novamente no exsicador a temperatura ambiente e
posteriormente pesada na balanca analitica. O teor de humidade € obtido pelo quociente

entra a diferenca de massa registada e a massa de café inicial.
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2.3.3. Identificacdo de antioxidantes por espectrometria de massa

Para a identificacéo dos diferentes compostos antioxidantes colocou-se a coluna
monolitica ho HPLC-DAD-ESI-MS. Na separacdo cromatogréafica foram aplicadas as
mesmas condi¢cdes de caudal e constituicdo da fase movel utilizadas no sistema
cromatogréafico de baixa pressdo. O volume de injecdo foi de 25 pL, e na detecdo
espectrofotométrica programou-se o DAD para um intervalo de comprimentos de onda
compreendidos entre 220-500 nm. Na detecéo por espectrometria de massa foi utilizado
um detetor quadrupolo de massa com armadilha de ides (Finningan LCQ Deca XP Plus)
com uma fonte ESI. As condi¢Bes selecionadas para esta ultima analise foram:

¢ modo negativo de detecdo por ESI (exceto quando referido o contrario);

e temperatura do capilar a 325 °C;

e gas de revestimento (N2) a 40 (unidades arbitrarias);

e gas auxiliar (N2) a 15 (unidades arbitrarias);

e voltagem da fonte a 5 kV;

e voltagem do capilar a 15 V;

e intervalo de massas de analise: 160-500 m/z;

A este tipo de andlise foram submetidas amostras de café robusta verde cujo
extrato foi preparado de acordo com o procedimento previamente descrito.
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3.Resultados experimentais e discussao

3.1. Resultados preliminares

3.1.1. Estudos de voltametria ciclica

O &cido 5-cafeoilquinico e a cafeina sdo os dois antioxidantes maioritarios
presentes no café verde e a sua atividade eletroquimica, com um elétrodo BDD, ja se
encontra estudada e descrita [50,51]. Contudo, a influéncia do pH do meio no
comportamento eletroguimico destas espécies eletroativas € um fator importante e nado
totalmente estudado.

A voltametria ciclica foi a técnica utilizada para o estudo do comportamento
eletroguimico do 5-CQA e da cafeina, encontrando-se os parametros selecionados para
a obtencdo dos voltamogramas, para ambos os analitos, descritos na tabela 8. As
solucdes utilizadas para a realizagdo deste estudo foram preparadas como descrito no
ponto 2.2.3. Durante a realizagdo do estudo foi percetivel que a auséncia de um
condicionamento prévio a cada ensaio conduz a instabilidade do sinal eletroquimico dos
analitos, uma vez que 0s ensaios nao foram repetiveis. Esta observacdo motivou a
necessidade de adicionar duas etapas de condicionamento a serem aplicadas antes de
cada ensaio. Primeiramente foi realizada a aplicacdo de uma diferenca de potencial de
+1,6 V (60 s), para ativagdo do elétrodo BDD, seguida da aplicacao de 0 V (15 s).

Tabela 8 — Condicdes de andlise selecionadas para realizagdo dos ensaios voltamétricos.

o Diferenga de potencial 16V
1° Condicionamento
Tempo 60 s
Diferenca de potencial oV
2° Condicionamento
Tempo 15s
Einicio ov
E1° vértice ov
Varrimento E2o vertice +1,8V
Estep 4,88 mV

Velocidade de varrimento 0,1V-st
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Os voltamogramas obtidos para o 5-CQA e para a cafeina encontram-se
representados nas figuras 8 e 10, respetivamente. Em ambos os analitos, é percetivel
que o aumento do pH do meio contribuiu para a diminui¢do da intensidade dos sinais de
oxidacdo. Relativamente ao 5-CQA é possivel observar que, mesmo se obtendo um
sinal de oxidacdo com maior intensidade no meio mais acido, o sinal de oxidacao
permanece mais largo e menos definido do que o obtido para a cafeina em condicdes
semelhantes. Considerando o meio mais acido estudado e as condicbes de analise
descritas previamente, o 5-CQA apresenta um potencial de oxidacdo de +1,2 V,
encontrando-se a equacao quimica que traduz a reacéo deste analito descrita na figura
9 de acordo com N. Alpar et al. [51]. Ao contrario da cafeina, este analito ndo apresenta
um valor de potencial de oxidacdo consensual na literatura [50,51]. Estas diferencas
podem ser justificadas pelo impacto que o processo de condicionamento tem na detecao
do 5-CQA [51].

1,25x10° 4

1,00x10°°

7,50x10° -

5,00x10° -

2,50x10° -

Intensidade de corrente (A)

0,00

-2,50x10°6 r T r T . T T T T T T T
0,0 0,9 1,5 1,8
Potencial (V)

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos na analise de uma solugao padrédo de 5-CQA, com concentragdo

de 1x10° mol-dm, em trés meios com diferentes valores de pH: (—) pH<1, (—) pH=4 e (—) pH=7.

o -2H" -2e” o
———
_—
HO. \ +2H* +2e- o] \
5
HO o)

Figura 9 — Equacgédo quimica que traduz a reacéo de oxidacdo do 5-CQA, proposta por N. Alpar et al. [51].
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A cafeina por outro lado, apresenta um sinal de oxidacdo bastante claro e
definido, verificando-se uma diminui¢do do potencial de oxida¢cdo com o0 aumento do pH
do meio. O potencial obtido para este analito, nas mesmas condicfes em que se obteve
o potencial de oxidacéo do 5-CQA, foi de +1,5 V e a equacao quimica que traduz esta
reacdo de oxidac&o encontra-se descrita na figura 11 de acordo com L. Svorc [52]. O
potencial da cafeina encontra-se em concordancia com os valores descritos na literatura
para este analitico, em meio acido, com um elétrodo BDD [47,48], bem como a

diminuicéo deste potencial com o aumento do pH do meio [53].

2,5x10°

2,0x10°°

1,5x10°° 1

1,0x10°°

5,0x10°

Intensidade de corrente (A)

0,0

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 15 1,8
Potencial (V)

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos obtidos na analise de uma solucédo padrédo de cafeina, com concentragéo

de 1x10-3 mol-dm-3, em trés meios com diferentes valores de pH: (—) pH<1, (—) pH=4 e (—) pH=7.

0]
CHa Q CHjy
H / OH /
H3C-~.__\_\ // ‘\h\ /N H3C\ N
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/
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P K 4H*  -de O)\N N
| | OH
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Figura 11 — Equagao quimica que traduz a reagéo de oxidag&o da cafeina, proposta por L. Svorc [52].
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3.1.2. Estudos de cromatografia de baixa pressdo com detecéo

amperometrica

Apés a avaliacdo do comportamento eletroquimico do 5-CQA e da cafeina, com
o elétrodo BDD, em meios com diferentes valores de pH, estudou-se a retencéo do 5-
CQA e da cafeina num sistema cromatografico de baixa pressdo com uma coluna
monolitica C1g de 1 cm.

A retencdo da cafeina foi estudada por Santos e Rangel [54], hum sistema
cromatogréfico de baixa pressdo em que se ilustra a retencdo destes compostos
utilizando uma fase mével de composi¢do agua:acetonitrilo, 98:2 (v/v). Essas condi¢des
experimentais serviram de base para 0s ensaios que em seguida se descrevem. Assim,
para a realizacdo do estudo da retencdo do 5-CQA e da cafeina, no sistema LPC-ED
implementado, avaliaram-se diferentes composicdes de fase movel, preparadas
conforme descrito no ponto 2.2.4., nomeadamente com 0,1% (v/v) de HCOOH, HCl para
obtencéo de pH = 2,5; acetonitrilo nas proporc¢des 95:5, 97:3 e 98:2 (v/v). A acidificacao
da fase mével tem por objetivo manter a espécie 5-CQA na forma protonada, conforme
anteriormente referido. Durante a realizacdo destes ensaios recorreu-se a utilizagéo de
uma solucéo ajustadora de forga iénica, de HCI 1 mol-dm3, para a obtenc&o de um meio
acido para a detecdo amperométrica, que foi confirmado pelos ensaios de voltametria
ciclica ser o meio que contribui para a obtencdo de melhores resultados.

A detecdo amperométrica nestes ensaios foi realizada, com a aplicagdo de uma
diferenca de potencial de +1,6 V, valor ao qual é possivel observar os sinais de oxidagao
do 5-CQA e da cafeina, tendo-se selecionado como intervalo de tempo para o registo
da intensidade de corrente ao longo da andalise o menor permitido pelo equipamento,
0,1 s. As condices utilizadas para a obtencéo destes resultados encontram-se descritos
na tabela 9.
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Tabela 9 - Condigdes de analise utilizadas para a obtengéo dos primeiros resultados de extrato de café verde
no sistema LPC-ED.

ISA e FM

Solucéo ajustadora de Composicéo HCI (1 mol-dm=)

forcaidénica Caudal 0,14 mL-min-t

ACN (5% (v/v)) e HCOOH (0,106 mol-dm-®)

Composicao*
Fase mével pH=25

Caudal 0,71 mL-mint?

Detecdo amperomeétrica

Diferenca de potencial +1,6 V

Intervalo de tempo entre medicdes da 01
s
intensidade de corrente

*Composicao de fase mével selecionada para os ensaios de otimizacédo da solugdo ISA

Recorrendo ao sistema LPC-ED e as condicbes de andlise referidas
anteriormente, obtiveram-se 0os cromatogramas, de uma solucdo modelo de 5-CQA e
de cafeina (resultados ndo apresentados), para as diferentes fases moveis estudadas.

Por comparacéo dos diferentes resultados obtidos concluiu-se que a utilizacdo
de uma fase movel mais rica em acetonitrilo conduz a uma retencédo semelhante do 5-
CQA e da cafeina, e a fase movel com 2% de acetonitrilo € que apresenta a maior
separacao entres estes dois compostos, ainda que ndo seja completa.

Com a confirmacao de que é possivel realizar a detecao e retencédo do 5-CQA e
da cafeina no sistema LPC-ED implementado procedeu-se a um estudo mais
aprofundado da constituicdo da fase movel, para a otimizagédo da separacéo destes dois

antioxidantes.

3.2. Otimizagéao das condicdes de analise

A otimizacao das condi¢cdes de analise foi realizada de acordo com as seguintes
etapas: (1) estudo da composicao da solucdo ISA; (2) constituicao da fase mével e; (3)

avaliacdo do valor das diferencas de potencial a aplicar durante a analise.
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3.2.1. Selecédo da solucéo ISA

O estudo da solucdo ajustadora de forca idnica foi o primeiro passo na
otimizacdo das condi¢cdes de analise, tendo sido estudadas trés solucdes ISA,
previamente descritas no ponto 2.2.2.

Estes ensaios foram realizados de modo a observar o comportamento
eletroquimico dos antioxidantes presentes no extrato de café verde em meios com
diferentes valores de pH. Como o obijetivo é estudar todos os compostos do café verde
possiveis de identificar no sistema LPC-ED, e ndo apenas o 5-CQA e a cafeina,
recorreu-se a fase movel estudada com maior quantidade de acetonitrilo, 5% (v/v),
contribuindo também para um menor tempo de analise. As condi¢des utilizadas para a
realizacdo destes ensaios encontram-se descritas na tabela 9 e os cromatogramas
obtidos encontram-se descritos na figura 12.

A amostra de café verde selecionada para os estudos de otimizacao foi a espécie
robusta, uma vez que esta apresenta quantidades superiores de antioxidantes,

comparativamente a espécie ardbica. Os extratos analisados foram preparados na

concentracdo de 0,5 g/ 100 mL.
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Figura 12 — Cromatogramas de um extrato de café verde, obtidos por LPC-ED, para as diferentes solu¢des
ISA estudadas: (—) pH<1, (—) pH=4 e (—) pH=7.

Numa primeira comparacado é possivel excluir a solugédo ISA pH=7 para ensaios
futuros uma vez que os sinais obtidos, sobretudo os sinais do 5-CQA e da cafeina, sdo
muito menores que 0s obtidos nos ensaios realizados com solugédo ISA pH<1 e ISA
pH=4. Os resultados obtidos, utilizando as solu¢des ISA pH<1 e ISA pH=4, sdo muito
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semelhantes, contudo, com a utilizacdo da solugdo ISA pH=4, observou-se uma
diminuicdo na intensidade dos sinais dos compostos antioxidantes nos ensaios em que
se injetou repetidamente a mesma amostra, o0 que revelou uma irrepetibilidade na
resposta. O mesmo comportamento foi observado nos ensaios realizados na auséncia
de solucédo ISA, fazendo-se passar a fase mével pelo canal da solucéo ISA, para que
as condi¢Bes dos ensaios se mantivessem 0s mais semelhantes possiveis.

Uma vez que, com a utilizacdo da solucdo ISA pH<1, ndo se verificaram
alteracBes na intensidade dos sinais com a repeticdo dos ensaios, foi esta a solucdo

ISA escolhida para os ensaios futuros.

3.2.2. Otimizacao da composicao da fase movel

Apoés a selecdo da solucao ISA, que permitiu a obtencéo de melhores resultados
nos estudos efetuados, procedeu-se ao estudo da composicdo da fase movel. Este
estudo foi realizado com o objetivo de melhorar a separa¢éo dos sinais cromatograficos
da cafeina e do 5-CQA. A otimizacdo da fase movel dividiu-se em duas etapas: o estudo
do &cido utilizado e a quantidade de solvente organico presente na fase moével.

3.2.2.1. Selec¢édo do acido presente na fase mével

Segundo M.C. Garcia et al, a seletividade da coluna é influenciada pelo acido
utilizado na fase mével [55]. Os autores deste trabalho avaliaram o efeito da adicao de
3 &cidos na composicédo da fase movel, acido trifluoroacético, acido férmico e &cido
acético, na separacgéo de proteinas por cromatografia liquida de fase reversa, tendo sido
observado que o tempo de retencdo destas proteinas era afetado consoante o &cido
adicionado a fase mével.

Para o estudo da influéncia de diferentes &acidos no comportamento dos
compostos presentes no extrato de café verde selecionaram-se dois &cidos: acido
férmico, j& utilizado nos ensaios anteriores, e acido acético, ambos compativeis com
ensaios ESI-MS [55]. Para a realizacdo destes estudos recorreu-se as fases moveis

descritas na tabela 10, que foram preparadas conforme descrito no ponto 2.2.4.
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Tabela 10 — Composicao das fases moveis utilizadas para avaliar a influéncia do &cido adicionado a fase mével

no comportamento dos componentes presentes no extrato de café robusta verde.

Fase movel Composicéo Concentracéao
A ACN 5% (v/Iv)
HCOOH 0,0265 mol-dm-3(0,1% (v/v))
ACN 5% (v/v)
® CH3COOH 0,0265 mol.dm=(0,15% (v/v))

Os ensaios foram realizados recorrendo as condi¢Bes de analise previamente

utilizadas e descritas na tabela 9, com as fases moveis acima descritas. Os resultados

obtidos estéo representados na figura 13.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por LPC-ED, do extrato de café verde robusta de concentragéo 0,5 g/ 100

mL, para o estudo do &acido presente na fase mével. Constituicdo da fase movel: (—) acetonitrilo 5% (v/v) e acido férmico

0,0265 mol-dm3; (—) acetonitrilo 5% (v/v) e acido acético 0,0265 mol-dm3.
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Por comparacéo dos resultados obtidos, foi possivel verificar que a utilizagao de
acido acético na fase mével conduziu a separacgao parcial dos sinais cromatograficos do
5-CQA e da cafeina, ao contrario do observado com a utilizacdo de acido férmico, onde
0s sinais relativos a estes dois compostos apresentaram tempos de retencdo muito
semelhantes, coeluindo como um Unico sinal. A andlise de uma solu¢do modelo de 5-
CQA e cafeina, na concentracédo de 1x10° mol-dm=, com a utilizagdo de fase mével B
(tabela 10), permitiu verificar que 0 5-CQA € o primeiro antioxidante a ser eluido nestas
condi¢cbes, com um tempo de retencdo proximo aos 100 s, seguido da eluicdo da

cafeina, que apresentava um tempo de retencao perto dos 110 s.

3.2.2.2. Selecao do teor de acetonitrilo na fase mével

O estudo realizado anteriormente permitiu concluir que, numa fase mével com
5% (v/v) de acetonitrilo, a presenca de acido acético favorece a separagdo, mesmo que
ainda parcialmente, dos sinais cromatograficos do 5-CQA e da cafeina. Contudo,
também a quantidade de solvente organico na composi¢cao fase moével tem influéncia no
tempo de retencdo dos analitos ao longo da analise.

Com o objetivo de obter uma separacdo completa entre 0s sinais
cromatogréficos do 5-CQA e da cafeina estudaram-se trés fases méveis com diferentes
quantidades de acetonitrilo na sua constituicdo: 5 (v/v), 3 (v/v) e 2% (v/v), tendo sido
estes estudos realizados para ambos os acidos estudados anteriormente. Os ensaios
foram realizados de acordo com as condi¢Bes descritas na tabela 9, com excecado da
composi¢do da fase movel, e os resultados obtidos encontram-se reproduzidos nas
figuras 14 e 15.

A utilizacdo de &cido férmico, na concentracdo de 0,0265 mol-dm=, na fase
mével ndo conduziu a uma separacao total do 5-CQA e da cafeina, mesmo que a fase
movel utilizada apresentasse um valor minimo de 2% (v/v) de acetonitrilo, como seria
de esperar pelos resultados obtidos com as solucdes modelo, em condi¢cdes
semelhantes. A utilizacdo de &cido acético conduziu a separacdo parcial dos sinais
cromatogréficos destes dois antioxidantes com uma fase moével de 5% (v/v) de
acetonitrilo, sendo esta separacédo total quando a quantidade de solvente organico na

fase mével foi de 2% (V/v).
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos no estudo da variagéo de ACN na fase
movel, com HCOOH (0,0265 mol-dm™). Quantidade de ACN na fase mével: (—) 5%
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Figura 15 — Cromatogramas obtidos no estudo da variacdo de ACN na fase

mével, com CH3COOH (0,0265 mol-dm). Quantidade de ACN na fase mével: (—) 5%
(VIV), (—) 3% (viv) e (—) 2% (VIv).
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A utilizacdo de uma fase moével com 2% (v/v) de acetonitrilo e 0,15% (v/v) de
acido acético foi a que apresentou a melhor separacao do 5-CQA e da cafeina. No
entanto, com o objetivo de diminuir o tempo de analise, sem comprometer a separacao
cromatogréfica dos sinais do 5-CQA e da cafeina, estudou-se outra fase mével com
2,5% de acetonitrilo. Apresenta-se na figura 16 um cromatograma tipico obtido nestas

condicdes.
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Figura 16 — Cromatograma obtido por LPC-ED, para um extrato de café robusta verde, com uma fase movel

de composic¢éo 0,0265 mol-dm= CH;COOH e 2,5% ACN.

Como é possivel observar, a ultima fase mével estudada foi a mais adequada
para dar continuidade aos estudos, permitindo a separacdo completa do 5-CQA e da

cafeina e com um tempo de analise menor.

3.2.3. Estudo dos potenciais aplicados ao elétrodo de trabalho

para detecdo amperométrica

Apoés a otimizacdo das solugdes, ajustadora de forca ionica e fase movel,
utilizadas no sistema LPC-ED para a andlise de extratos de café verde, procedeu-se ao
estudo dos potenciais aplicados no elétrodo de trabalho para a realizagdo da detecao
amperométrica dos antioxidantes.

A obtencéo de resultados, nos ensaios anteriores a este estudo, foi conseguida
pela utilizacdo da amperometria, com a aplicacdo de uma diferenca de potencial de +1,6
V, com registo da intensidade de corrente a cada 0,1 s. Assim, estudou-se o intervalo
de potencial compreendido entre +1,6 V até ao valor minimo de potencial ao qual ndo

fossem observaveis sinais de oxidacdo de nenhum antioxidante presente do extrato de
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café verde. O estudo deste intervalo de potenciais foi realizado com uma diminui¢do de
100 mV entre ensaios para um melhor acompanhamento do comportamento dos
diferentes antioxidantes. Apresenta-se, todavia, uma versdo mais resumida destes
resultados correspondente a uma diminuicdo de 200 mV entre ensaios.

Devido aos baixos valores de potencial estudados houve necessidade de realizar
um condicionamento do elétrodo antes de cada analise. As condicBes de analise
utilizadas para a realizacdo deste estudo encontram descritas na tabela 11, e os
cromatogramas obtidos encontram-se representados na figura 17A.

Nestas mesmas condicbes analisou-se uma solu¢cdo modelo de 5-CQA e

cafeina, cujos cromatogramas obtidos encontram-se representados na figura 17B.

Tabela 11 - Condigdes de andlise para o estudo da influéncia da diferenga de potencial aplicado no elétrodo
de trabalho.

Etapa Diferenca de potencial / V Tempo /s
Condicionamento +1,6 60
Andlise +16/+1,4/+1,2/+1,0/+0,8 0,1

A comparacao entre os cromatogramas das figuras 17A e 17B permitiu observar
que, os sinais C e D da figura 17A sofreram um abaixamento da intensidade de corrente
para valores de potencial aplicados inferiores, similar aos compostos 5-CQA e cafeina,
respetivamente, e que, provavelmente, mais nenhum composto coeluiu com estes dois
antioxidantes, uma vez que a variacdo da altura dos sinais e 0 comportamento
eletroguimico foram semelhantes.

A intensidade do sinal eletroquimico da cafeina foi o primeiro a diminuir
consideravelmente com a realizagdo do ensaio com uma diferenga de potencial de +1,4
V. Aintensidade do sinal de oxidacao do 5-CQA apresentou uma diminuigdo progressiva
aquando da aplicacdo de valores de diferenca de potencial, ao elétrodo de trabalho,
progressivamente menores, desde a aplicacdo de +1,2 V até o seu desaparecimento
total a +0,6 V.

A diminuic&o prolongada da intensidade do sinal relativo ao 5-CQA, ao longo da
diminuicdo dos potenciais, encontra-se de acordo com o0s resultados obtidos por
voltametria ciclica nos ensaios preliminares, uma vez que o sinal de oxidacéo obtido
para este antioxidante era mais alargado e menos definido que o da cafeina.

O comportamento eletroquimico similar entre alguns sinais auxiliou na sua
identificacdo. Varios sinais do extrato de café verde apresentaram um comportamento

muito semelhante ao do 5-CQA, nomeadamente quanto a diminui¢cdo prolongada da

34



FCUP | 35
Resultados experimentais e discussdo

intensidade do sinal ao longo da aplicagdo de menores diferencas de potencial. Estas
semelhancas de comportamento entre os diferentes compostos apontaram para que 0s
antioxidantes nao identificados apresentassem uma estrutura quimica semelhante a do
5-CQA, o que esta de acordo com o descrito na literatura relativamente a presenca de

outros acidos clorogénicos no café verde.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos por LPC-ED para: A) extrato de café robusta verde na concentragdo de
0,5 g/ 100 mL: B) solugdo modelo de 5-CQA e cafeina, ambos na concentragéo de 1x10*mol-dm= com a aplicagéo de

diferentes potenciais no elétrodo de trabalho: mével: (—) +1,6 V, (—) +1,4V, (—) +1,2V, (—) +1,0V e (—) +0,8 V.
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3.3. Identificacdo de antioxidantes do extrato de café verde
por HPLC-DAD-ESI-MS/MS

Com a concluséo dos estudos das condi¢des de eluicdo e detecao eletroquimica
iniciaram-se os estudos para a identificacdo dos compostos detetados no sistema LPC-
ED. Estes estudos foram realizados recorrendo a um sistema HPLC-DAD-MS/MS, onde
a coluna monolitica utilizada ao longo este trabalho foi acoplada a este equipamento.
As condicGes de analise utilizadas foram idénticas as condi¢cbes escolhidas para o
sistema LPC-ED. A detecdo por ESI-MS foi realizada em modo positivo e em modo

negativo. Os resultados encontram-se descritos na tabela 12.

Tabela 12 — Fragmentos de massa obtidos apés analise de um extrato de café verde por HPLC-DAD-ESI-

MS/MS e correspondente proposta de identificacdo dos compostos.

Pico MS MS?2 Composto Solugao paéréo !
referéncia
A 205*
B 353 191 (100), 179 (50), 135 (10) 3-CQA [56]
C 353 191 (100), 179 (5) 5-CQA Solucao padrdo
D 195* 138* Cafeina Solucao padréo
E 353  173(100), 179 (95), 191 (20), 135 (10) 4-CQA [56]
F 353 191 (100), 179 (5) Cis-5-CQA [57]
G 367 191 (100), 193 (10), 173 (2) 5-FQA [58]

*modo positivo de detegdo

Numa primeira analise, foi possivel verificar que os fragmentos de massa 353,
em modo negativo, encontraram-se distribuidos por 4 sinais do cromatograma, como é
possivel observar na figura 18. Este fragmento é tipico dos acidos cafeoilquinicos,
subgrupo dos acidos clorogénicos, e a diferenciacao entre os isémeros, em analises por
espectrometria de massa, € obtida realizando-se uma segunda fragmentacdo que, nas
andlises realizadas, conduziram aos resultados de MS? descritos na tabela anterior.
Esta segunda analise permitiu confirmar a presenca de 4 isdmeros dos &cidos
cafeoilquinicos: 3-CQA, 5-CQA, 4-CQA e cis-5-CQA. A identificacao do sinal C como 5-
CQA foi baseada na analise de uma solucao padréo deste antioxidante, nas mesmas
condicbes experimentais, que apresentou um tempo de retencdo e perfil de
fragmentagdo semelhantes ao observado na analise do extrato. O sinal F apresentou

também o mesmo perfil de fragmentacdo que o 5-CQA, confirmando a presenca do
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isomero cis-5-CQA, referido previamente por Mehari et al. [57]. Os sinais B e E foram
identificados como sendo o0s outros dois isomeros existentes, 3-CQA e 4-CQA,
respetivamente, por comparacao dos perfis de fragmentagcéo de cada composto com 0s
que se encontram descritos na literatura.

A andlise por MS? foi também realizada para o fragmento de massa 367,
associado aos acidos feruloilguinicos, permitindo a identificacdo do isémero 5-FQA no
sinal G.

A identificacdo do sinal C como cafeina foi baseada na andlise dos fragmentos
e comparacdo dos mesmos com 0s resultados obtidos na andlise de uma solucao

padréo deste antioxidante.
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Figura 18 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, em modo negativo, relativamente a distribui¢do

dos fragmentos 353 num extrato de café robusta verde.

3.4. Parametros cromatograficos do 5-CQA e cafeina

Apo6s a identificagdo dos compostos antioxidantes presentes no extrato de café
verde procedeu-se a caracterizacdo e avaliacdo dos parametros cromatograficos da
metodologia desenvolvida, com base num cromatograma tipico obtido para a andlise de
um extrato de café robusta verde. Estes parametros foram calculados para o 5-CQA e
a cafeina, dois dos antioxidantes identificados e que foram posteriormente

quantificados, e os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 13.

37



FCUP
Resultados experimentais e discussdo

Tabela 13 — Parametros cromatogréaficos para o 5-CQA e a cafeina.

Analito
Parametro

5-CQA Cafeina
Tempo de retencéo / s 235 310
Assimetria 2,1 1,8
Resolucao* 1,7 1,7
N# 667 622
H&/m 1,50x10° 1,61x10°

* Valor calculado relativamente ao sinal cromatografico mais préoximo
# Numero de pratos tedricos

& Altura do prato tedrico

Os sinais cromatograficos obtidos para estes dois antioxidantes apresentaram
um valor de resolugéo igual a 1,7, o que ilustra a separacdo quantitativa das areas dos
sinais nas condi¢des de eluicdo adotadas.

Relativamente aos parametros de assimetria, nUmero de pratos tedéricos e altura
de prato tedrico, constatou-se que os respetivos valores sdo semelhantes para os dois
analitos referidos, bem como similares aos obtidos num trabalho anterior referente a
determinacédo da trigonelina num sistema LPC-ED semelhante ao implementado [44].

O tempo de andlise de um extrato de café verde, para a determinacdo dos
diferentes antioxidantes identificados é de, aproximadamente, 18 minutos, permitindo
um ritmo de 3 analises por hora. Este ritmo € superior ao encontrado normalmente em
metodologias de HPLC-DAD, com colunas de 10 cm, para a determinacdo dos mesmos
antioxidantes, onde o ritmo de andlise é ca. 2 h™.

Relativamente ao volume de efluente gerado, tendo por base o tempo de cada
andlise, o caudal da fase mével, 0,71 mL-min?, e a constituigdo da mesma em
acetonitrilo, 2,5% (v/v), observou-se um gasto de 0,325 mL de acetonitrilo por analise.
Este valor é também inferior ao normalmente encontrado em metodologias

tradicionalmente utilizadas para a determinagéo dos mesmos analitos.
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3.5. Avaliacdo da seletividade do método

A cafeina e os acidos clorogénicos séo os principais antioxidantes presentes no
café verde, encontrando-se os ultimos divididos em varios subgrupos com variados
tempos de retencdo quando analisados por cromatografia de fase reversa.

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo dos resultados obtidos
por LPC-ED com os cromatogramas descritos na literatura para um extrato de café
verde. Tendo como base de comparacdo os cromatogramas de acidos clorogénicos
obtido por cromatografia de fase reversa com colunas de tamanho igual ou superior a
10 cm [59,60], é possivel verificar que a ordem de eluicdo dos CGA é semelhante a
obtida no método desenvolvido. Os diferentes acidos cafeoilquinicos sao os primeiros a
ser eluidos, com sinais de intensidades superiores aos restantes acidos clorogénicos,
apresentando o is6mero 5-CQA a maior intensidade entre todos os &cidos
cafeoilquinicos.

Os &cidos feruloilquinicos sdo o segundo grupo a ser eluido, observando-se
apenas o isémero 5-FQA. Na analise do fragmento 367 em ESI-MS identificou-se a
possivel presenca do isémero 3-FQA, a um tempo de retencdo entre 0 5-CQA e a
cafeina. Porém, a concentragdo deste isomero no café verde é muito reduzida ndo tendo
sido por isso considerada como interferéncia durante a determinacéo do 5-CQA e da
cafeina.

De acordo com diversos autores [59,60], os diCQA sao o ultimo grupo dos acidos
clorogénicos a ser eluido que, apesar de ndo terem sido detetados na metodologia
desenvolvida, ndo vao interferir na determinacéo dos restantes compostos identificados
uma vez que o seu tempo de elui¢cao é superior ao de analise.

Todas estas observacdes, em conjunto com as conclusfes obtidas por analise
do comportamento eletroquimico dos diferentes compostos (em 3.2.3.), bem como com
o perfil de fragmentacdo obtido, permitem corroborar a seletividade da metodologia

desenvolvida para os compostos identificados.
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3.6. Quantificacdo dos antioxidantes 5-CQA e cafeina em

extratos de café verde por LPC-ED

Com base na metodologia desenvolvida ao longo deste trabalho realizou-se a

guantificacdo de alguns dos antioxidantes identificados nos extratos de café verde de

amostras de café arabica e robusta. Realizou-se assim um conjunto de ensaios nas

condicbes experimentais descritas na tabela 14, para a obtencdo das curvas de

calibracdo dos compostos antioxidantes 5-CQA e cafeina e, posteriormente, para a

determinacédo dos diversos parametros cromatograficos.

Tabela 14 - Composicédo das solugdes ISA e FM, condi¢Bes do extrato de café e parametros da detecédo

amperomeétrica ap6s otimizacdo das condi¢des de andlise.

ISA e FM
Solugéo Composigdo HCI (1 mol-dm-3)
ajustadora de
L 0,14 mL-min‘t
forgaidnica Caudal !
o ACN (2,5% (v/v)) e CH3COOH (0,0265 mol-dm)
Composicgéo
Fase movel pH=2,5
Caudal 0,71 mL-mint
Extrato
Amostra Robusta / arabica verde
Concentracéo 0,59 /100 mL

Meio de extragcéo

ACN (2,5% (v/v)) e CH3COOH (0,0265 mol-dm-3)

Alca de injecéo 34 uL
Dete¢do amperométrica
Diferenca de potencial +1,6V
Intervalo de tempo entre medicdes 01s

da intensidade de corrente

3.6.1. Curvas de calibracéo do 5-CQA e da cafeina

Para a quantificacéo dos antioxidantes 5-CQA e cafeina prepararam-se solucfes

modelo contendo ambos 0s compostos com concentragdes compreendidas entre 1x10

4 e 3x10* mol-dm=. Na figura 19 encontram-se os cromatogramas tipicos obtidos na

analise destas soluc6es modelo.
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3,8x10°

3,4x10°°

3,0x10°

2,6x10°

Intensidade de corrente (A)

2,2x10°

1,8x10° v r T . T r
0 100 200 300 400

Tempo (s)

Figura 19 — Cromatogramas tipicos, obtidos com a andlise de solu¢gdes modelo de 5-CQA e cafeina com
concentragdes: (—) 3x10* mol-dm=, (—) 2,5x10* mol-dm3, (—) 2x10* mol-dm, (—) 1,5x10* mol-dm= e (—) 1x10*

mol-dm.

E possivel observar que os sinais obtidos para cada analito apresentam o mesmo
tempo de retengéo e perfil que os sinais do cromatograma representado na figura 17A
identificados como 5-CQA e cafeina. Com os resultados obtidos foi possivel realizar a
construcdo das respetivas curvas de calibracdo e posterior determinacdo dos

parametros analiticos associados a cada uma delas.

3.6.1.1. Curva de calibracdo do 5-CQA

Os dados obtidos referentes a area e tempo de retencdo de cada uma das
solugBes modelo de 5-CQA analisadas encontram-se descritos na tabela 15.

Tabela 15 - Dados, referentes ao 5-CQA, obtidos com a analise das solu¢cdes modelo preparadas (n=3).

Concentragéo / mol-dm Area*/ A-s Tempo de retencdo*/s
1,00x10+# (1,32 £ 0,02)x10° 2476 £0,5
1,50x10+4 (2,05 + 0,02)x10° 245,0+0,5
2,00x104 (2,75 + 0,02)x105 2419+0,5
2,50x104 (3,35 + 0,02)x10° 241,7+0,8

3,00x10+ (4,11 £ 0,02)x10° 239,4+0,2
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A andlise deste conjunto de resultados permitiu a construgdo de uma curva de
calibracdo para o 5-CQA, com um coeficiente de correlagéo linear de 0,9994. Na figura
20 encontra-se a representacdo grafica desta curva de calibracdo e na equacdo 1
encontra-se a relacao linear entre as concentracdes de 5-CQA analisadas e as areas
dos respetivos sinais obtidos. Esta relacdo linear apresenta como valores de declive e
ordenada na origem, 0,138 + 0,009 A-s-moll-dm?® e (-0,363 * 1,81)x10° A:s,

respetivamente.

4,5x10°
4,0x10°°
3,5x10°5 -

3,0x10°

Area (A.s)

2,5x10° -
2,0x10°5 -

1,5x10°

1,0x10°

T T T T T
1,0x10* 1,5x10™ 2,0x10™ 2,5x10* 3,0x10*

Concentragéo (mol.dm™)

Figura 20 - Curva de calibracéo tipica obtida para o 5-CQA.

Area,.s) = 0,138 X [5-CQA] (o1.gm-3) — 3,63 X 1077 (equagéo 1)

A partir da curva de calibracdo procedeu-se a determinacdo dos parametros
descritos na tabela 16, tendo os mesmos sido calculados de acordo com o descrito por
Miller e Miller [61].

Tabela 16 — Parametros associados a curva de calibragéo do 5-CQA.

Pardmetros da curva de calibracdo do 5-CQA*

Coeficiente de correlagéo linear 0,9994
Declive 0,138 + 0,009 A-s-mol1-dm3
Ordenada na origem (-0,363 + 1,81)x10° A-s
Limite de quantificagédo 3,08x10° mol-dm-3
Limite de detecdo 9,25x10% mol-dm-3
Intervalo de linearidade estudada 1x10* a 3x10* mol-dm-

*pardmetros calculados segundo Miller e Miller [61].
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3.6.1.2. Curva de calibracao da cafeina

A concentragdo de cafeina de cada solugdo modelo analisada, bem como os
valores respetivos da area e tempo de retengdo, encontram-se descritos na tabela 17.

Tabela 17 — Dados, referentes a cafeina, obtidos com a analise das solu¢cdes modelo preparadas (n=3) .

Concentracdo / mol-dm- Area/A-s Tempo de retencéo / s
1,00x104 (2,30 £ 0,07)x10% 324,4+0,9
1,50x10+ (3,33 +0,03)x10% 321,0+0,5
2,00x104 (4,41 £ 0,03)x10® 317,6 £0,3
2,50x104 (5,61 £ 0,04)x10° 317,5+0,6
3,00x10# (6,70 £ 0,06)x10° 314,6 £ 0,6

A partir dos resultados obtidos foi possivel estabelecer para o sinal da cafeina
uma relacdo de linearidade entre a concentracdo deste analito e a area do sinal obtido.
A curva de calibracéo, representada na figura 21, foi obtida para concentracdes de
cafeina compreendidas entre 1x10* e 3x10* mol-dm=3, tendo-se obtido um coeficiente
de correlacao linear de 0,9997. A relacgéo linear entre a concentracdo de analito e a area
do sinal medido encontra-se descrita pela equacéo 2, tendo-se obtido valores de 0,22 +
0,01 A-s:mol! -dm® e (0,387 + 2,12)x10° A-s para o declive e ordenada na origem,

respetivamente.

7x10°
6x10°

5x107°

Area (A.s)

4x10°

3x10°

2x10°°

T T T T T
1,0x10* 1,5x10* 2,0x10* 2,5x10* 3,0x10*

Concentragéo (mol.dm™)

Figura 21 - Curva da calibracéo obtida para a cafeina.

Area y.s) = 0,22 x [Cafeina] 3) + 3,87 X 1077 (equagéo 2)

(mol-dm~
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A partir da curva de calibracéo foi possivel determinar pardmetros como o limite
de detecéo e o limite de quantificacdo da cafeina na metodologia desenvolvida. Estes e
outros parametros associados a curva de calibracdo encontram-se descritos na tabela

18, tendo os mesmos sido calculados de acordo com o descrito por Miller e Miller[61].

Tabela 18 - Parametros associados a curva de calibragdo da cafeina.

Parametros da curva de calibracéo da cafeina*

Coeficiente de correlacéo linear 0,9997
Declive 0,22 + 0,01 A-s-molt-dm?
Ordenada na origem (0,387 + 2,12)x10°¢ A's
Limite de quantificacéo 2,24x10° mol-dm-
Limite de detegdo 6,73x10- mol-dm-3
Intervalo de linearidade estudada 1x10* a 3x10*4 mol-dm-

*parametros calculados segundo Miller e Miller[61].

3.6.1.3. Estudos de repetibilidade do sinal dos antioxidantes 5-
CQA e cafeina

Para o estudo da repetibilidade do sinal dos dois antioxidantes quantificados
realizaram-se 5 inje¢cbes consecutivas de uma solugdo modelo preparada, na
concentracdo de 2x10“ mol-dm3, para o 5-CQA e a cafeina. Os resultados obtidos para
cada analito, relativamente ao tempo de retencdo, altura e area do sinal obtido,

encontram-se descritos na tabela 19.

Tabela 19 — Dados, referentes a area, altura e tempo de retencéo dos sinais do 5-CQA e da cafeina, obtidos

com a analise de uma solugdo modelo de 2x10“*mol-dm=, para ambos os analitos (n=5).

Analito Area/A-s Altura/A Tempo de retencéo /s
5-CQA (2,75 £ 0,02)x10° (1,15 + 0,01)x10¢ 2419 +0,7
Cafeina (4,41 £ 0,03)x10° (1,34 £ 0,01)x10® 317,8+0,7

Com base nestes dados foram calculados os coeficientes de variacdo (CV),
segundo Miller e Miller [61], para os trés pardmetros registados, para os dois analitos

referidos. Os valores de CV obtidos encontram-se representados na tabela 20.
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Tabela 20 — Coeficientes de variacéo calculados para os parametros area, altura e tempo de retengédo de uma

solugéo modelo de concentragdo 2x10* mol-dm= de 5-CQA e cafeina (n=5).

Parametros da repetibilidade — CVv*

Analito Area do sinal Altura do sinal Tempo de retencéo
5-CQA 0,79% 0,84% 0,30%
Cafeina 0,67% 0,71% 0,22%

*parametros calculados segundo Miller e Miller[61].

3.6.2. Determinacéo dos antioxidantes 5-CQA e cafeina no extrato

de café verde

Apbs a obtencdo das curvas de calibracdo, para o 5-CQA e a cafeina, e
determinacdo dos respetivos parametros associados procedeu-se a determinacao
destes antioxidantes em graos de café verde.

Foram selecionadas as espécies de café arabica e robusta por serem as mais
comercializadas no mercado do café [2]. A degradagéo elevada dos &cidos clorogénicos
durante o processo de torra levou a que apenas se estudassem graos de café verde.
Os graos de café verde estudados séo provenientes de cultivos no Brasil e Honduras,
no caso da espécie arabica, e da Indonésia, Uganda e Vietname, no caso da espécie
robusta. A determinagdo da humidade destas amostras, para efeitos da determinacao
da matéria seca, foi realizada de acordo com a norma ISO 6673 [49] e os resultados

obtidos encontram-se descritos na tabela 21.

Tabela 21 - Percentagem de humidade determinada para cada amostra estudada.

Espécie Robusta Arabica
Proveniéncia Indonésia Uganda Vietname Brasil Honduras
% de Humidade 11,3 10,7 10,2 13,6 11,0

A determinacdo do 5-CQA e cafeina nas amostras de café verde foi realizada
apos a preparacao de extratos na concentracdo de 0,5 g / 100 mL, conforme descrito
no ponto 2.3.2. Estes extratos foram analisados de acordo com a metodologia
desenvolvida e os analitos quantificados com recurso as curvas de calibracao
previamente determinadas. Os resultados associados a esta quantificacdo encontram-

se descritos na tabela 22.
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Tabela 22 - Valores obtidos para os teores de 5-CQA e cafeina nas diferentes amostras estudadas (n=3)

Espécie Proveniéncia| 5-CQA (% (m/m))* cv Cafeina (% (m/m))* Ccv

Indonésia 3,94 + 0,05 1,15 2,42 + 0,02 0,98

Robusta Uganda 4,88 + 0,02 0,39 2,64 £ 0,01 0,14

Vietname 5,56 + 0,06 1,10 2,90 £ 0,03 1,13

o Brasil 4,50 £ 0,02 0,49 1,53 + 0,02 1,63
Arabica

Honduras 4,38 + 0,04 0,93 1,44 + 0,03 1,91

* resultados expressos em “g de analito / g de amostra seca x100”

Os teores de 5-CQA, obtidos para as diferentes amostras analisadas,
encontram-se de acordo com o descrito na literatura, com valores proximos de 4,5%
(m/m) para as espécies aradbica e valores proximos a 5% (m/m) para as espécies
robusta, com excec¢do da amostra proveniente da Indonésia. Esta amostra apresenta
um teor de 5-CQA inferior ao esperado, contudo, a composicao do café verde é afetada
por diversos fatores, entre os quais se encontram, por exemplo, o clima e as préticas
agricolas [62].

Os teores de cafeina obtidos encontram-se igualmente de acordo com o descrito
na literatura, tendo sido obtidos valores superiores para as espécies robusta, com
valores proximos a 2,5% (m/m), enquanto que as espécies arabica apresentam valores
préximos a 1,5% (m/m).

Adicionalmente, foi realizado um ensaio de recuperagdo com uma das amostras
analisadas, a espécie robusta proveniente na Indonésia, para verificar o possivel efeito
de matriz do café verde. Para a realizagcéo deste estudo adicionou-se uma concentragédo
de 1x10* mol-dm, de 5-CQA e cafeina, ao extrato de café verde, apds a preparacao e
filtracdo do mesmo. Os resultados obtidos, referentes a concentragdo dos analitos no
extrato antes e depois da adi¢cdo padrao e a percentagem de recuperagdo, encontram-

se descritos na tabela 23.

Tabela 23 — Concentragdo de 5-CQA e cafeina num extrato de café verde robusta (Indonésia), de concentragédo

0,59/ 100 mL, antes e apds a adi¢do padréo, e percentagem de recuperagao registada.

5-CQA Cafeina
Concentragao sem adicao padrao) X104 / mol-dm- 1,85+ 0,10 1,99 + 0,07
Concentragao apss adicao padrao) X104/ mol-dm-3 2,84+ 0,14 2,95 + 0,08
Concentracéo adicionada x104/ mol-dm™3 1,00 1,00

% de recuperacédo 98,6 96,1
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Como é possivel observar, para ambos os analitos estudados, a percentagem
de recuperacao obtida é superior a 96%, confirmando a auséncia de um efeito matriz
durante a andlise dos extratos de café verde, o que reforca a seletividade da

metodologia desenvolvida.
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4.Conclusao

A implementacdo de um sistema cromatografico de baixa pressdo com detecdo
amperométrica revelou-se eficaz para a separacdo e identificacdo de compostos
antioxidantes presentes no café verde. A separagdo cromatogréafica foi realizada com
recurso a uma coluna monolitica de 1 cm, enquanto que a detecdo amperométrica foi
realizada com recurso a um sistema de 3 elétrodos, recorrendo-se ao elétrodo de
diamante dopado com boro como elétrodo de trabalho.

Os ensaios de voltametria ciclica realizados com os dois antioxidantes mais
predominantes do café verde, o 5-CQA e a cafeina, permitiram observar os sinais de
oxidagdo destes analitos em meios com diferentes valores de pH. Verificou-se que os
sinais de oxidagdo dos analitos em estudo apresentavam maior intensidade em meios
mais &cidos. Os valores de potencial de oxidag&o foram de +1,2 V e +1,5 V para o 5-
CQA e a cafeina, respetivamente.

No estudo do ajuste do pH e da forga i6nica do eluato, constatou-se que a
solucédo de 1 mol-dm= de HCI foi a que melhor correspondeu aos objetivos pretendidos.
A utilizacdo de um meio &cido no momento de detecao revelou ser importante para um
aumento da sensibilidade do elétrodo de trabalho e estabilidade de resposta.

A separacgao cromatografica dos sinais relativos ao 5-CQA e a cafeina foi obtida
quando se utilizou uma fase mdével de constituicao 2,5% (v/v) de acetonitrilo, 0,15% (v/v)
de CHsCOOH e HCI para obtencéo de pH=2,5.

A detecdo amperométrica dos analitos foi realizada por aplicagdo de uma
diferenca de potencial de +1,6 V, valor ao qual foi possivel observar os sinais de
oxidacdo do 5-CQA e da cafeina.

As condi¢bes selecionadas para a realizacdo dos ensaios cromatograficos
permitiram a separagdo de sete antioxidantes presentes no café verde, tendo-se
identificado seis destes: 3-CQA, 5-CQA, cafeina, 4-CQA, cis-5-CQA e 5-FQA. A
identificacdo destes compostos antioxidantes baseou-se nos resultados obtidos no
estudo do comportamento eletroquimico de cada espécie identificada e na comparacao
dos fragmentos obtidos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS com os descritos na literatura.

Com a metodologia desenvolvida ao longo deste trabalho realizou-se a
quantificagdo do 5-CQA e da cafeina recorrendo ao método da curva de calibracdo
construida a partir de uma gama de concentracdes compreendida entre 1x10* e 3x10*
mol-dm=. Para o 5-CQA, os valores obtidos para o limite de quantificacéo (L.Q.) e de
detecdo (L.D.) foram de 30,8 pmol-dm?® e 9,25 pmol-dm=3, respetivamente, e o

coeficiente de correlacao linear obtido foi de 0,9994. Para a cafeina, o coeficiente de
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correlacdo linear obtido foi de 0,9997 e os valores de L.Q e L.D foram 22,4 ymol-dm3e
6,73 ymol-dm3, respetivamente.

A quantificacdo destes dois antioxidantes foi realizada em 5 amostras de café
verde, duas da espécie ardbica e trés de espécie robusta, todas de diferentes origens
de cultivo. Os teores de 5-CQA obtidos para as amostras de café robusta sdo, na sua
maioria, valores préximos de 5% (m/m), enquanto que nas amostras de café arabica
estes valores encontram-se préximos de 4,5% (m/m). A quantificac@o da cafeina, nestas
mesmas amostras, evidenciou uma maior concentracdo deste antioxidante em amostras
de café robusta, de valor préximo a 2,5% (m/m), comparativamente as amostras de café
ardbica, cujos teores obtidos foram préximos de 1,5% (m/m).

A metodologia desenvolvida ao longo deste trabalho permitiu a separacao,
identificacdo e determinacdo de 6 compostos antioxidantes conhecidos do café verde,
podendo ser uma alternativa valida as metodologias de HPLC-DAD, normalmente
utilizadas para este efeito. A substituicdo de uma metodologia HPLC-DAD por LPC-ED
contribui para uma diminuicdo dos custos com 0s equipamentos e reagentes envolvidos,

bem como uma reducado no tempo de analise e reducdo dos custos por analise.
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