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Resumo

Este trabalho incidiu na analise de cafeina por voltametria ciclica com o objetivo
estudar o desempenho de eléctrodos de trabalho compdsitos de grafite, 6xidos de metal e
resina epoxilica. Especificamente, pretende-se averiguar se o sistema voltamétrico permite a
analise de cafeina em amostras de café. Usaram-se 13 amostras de café adquiridas numa
superficie comercial, na forma de grdo e de varias origens: Angola, Brasil, Camardes,
Colombia, Costa do Marfim, Costa Rica, Guatemala, India, Portugal, Sio Tomé e Principe,
Timor Leste, Uganda e Vietnam.

Este estudo preliminar envolveu a construcdo de 13 elétrodos de trabalho com
composigoes diferentes e a selecdo de seis com maior sensibilidade a cafeina: C, C+PbO
7,5%, C+CuO 7,5%, C+PbO, 15%, C+Pb0O, 7,5% e C+Al,O3 15%. A composi¢do da
solucdo que melhor incrementava o sinal de cafeina foi de H,SO4 0,1 mol/L ¢ um pH de
1,25. A voltametria ciclica foi realizada no intervalo de potencial entre -2 ¢ +2 V, com
velocidade de varrimento de 0,4 V/s ¢ num intervalo de leitura da corrente de 10 mA/V. Os
eléctrodos de trabalho usados analisaram a solug@o redox de ferrocianeto/ferricianeto como
um processo quase-reversivel, mostrando bom desempenho eletroquimico. Na analise da
cafeina, os voltamogramas ciclicos mostram a presenga de 2 picos anddicos
(aproximadamente a +0,82 e +1,7 V) e 1 pico catddico (aproximadamente a -0,82 V) com
varia¢do na intensidade de corrente associada a varia¢do da concentracdo de cafeina na
solucdo, como se verificou nos estudos de calibragdo. Extratos de café foram analisados por
HPLC, tendo-se obtidos niveis de cafeina entre 0,38 e 1,90 mg/g de café. O café com maior
concentracdo de cafeina foi o de origem Costa do Marfim e embora o café¢ de Costa Rica
apresente o nivel minimo de cafeina, também as mostras de Brasil, Colombia, Guatemala e
Timor apresentaram niveis baixos. Na analise eletroquimica, verificou-se que a informagéo
voltamétrica tinha influéncia da matriz do extrato. No estudo da relagdo entre a informacéo
quantitativa da cafeina e voltamogramas ciclicos parciais, usando regressdo PLS, verificou-
se que os eléctrodos de trabalho selecionados permitem obter informacdo sobre a cafeina
nos extratos de cafeina. Em trabalho futuro, serd necessario otimizar o procedimento de
analise voltamétrica principalmente na analise dos extratos de café, onde a concentracao de
cafeina deve ser incrementada, e ter uma maior caracterizagdo quimica do extrato de para se

perceber a sua influéncia nos voltamogramas ciclicos e, por isso, na quantificacao.

Palavras-chave: Cafeina; café; elétrodos compositos; voltametria ciclica; HPLC.
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Abstract

This work focused on the analysis of caffeine by cyclic voltammetry with the
objective of studying the performance of graphite, metal oxides and epoxy resin composite
working electrodes. Specifically, it was intended to investigate if the voltammetric system
allows the analysis of caffeine in coffee samples. Thirteen coffee samples purchased on a
commercial surface, in the form of grain and from various origins, were used: Angola,
Brazil, Cameroon, Colombia, Ivory Coast, Costa Rica, Guatemala, India, Portugal, S&o
Tome and Principe, Uganda and Vietnam.

This preliminary study involved the construction of 13 working electrodes with
different compositions and the selection of six with higher sensitivity to caffeine: C, C +
PbO 7.5%, C + Cu0 7.5%, C + PbO; 15%, C + PbO; 7.5% and C + ALLO; 15%. The
composition of the solution that best enhanced the caffeine signal was with 0.1 mol/L of
H,SO,4 and a pH of 1.25. Cyclic voltammetry was performed in the potential range between
-2 and +2 V, with a scanning rate of 0.4 V/s and a current reading range of 10 mA/V. The
working electrodes analyzed the ferrocyanide / ferricyanide redox solution as a quasi-
reversible process, showing good electrochemical performance. In the caffeine analysis, the
cyclic voltammograms show the presence of 2 anode peaks (approximately at +0.82 and
+1.7 V) and 1 cathode peak (approximately at -0.82 V) with variation in current intensity
associated with concentration of caffeine in the solution, as found in the calibration studies.
Coffee extracts were analyzed by HPLC and caffeine levels were obtained between 0.38
and 1.90 mg/g coffee. The coffee with the highest concentration of caffeine was originated
in Ivory Coast, and although coffee in Costa Rica has the minimum level of caffeine, the
samples from Brazil, Colombia, Guatemala and Timor also had low levels. In the
electrochemical analysis, it was verified that the voltammetric information had influence of
the matrix of the extract. In the study of the relationship between quantitative caffeine
information and partial cyclic voltammograms using PLS regression, it was found that the
selected working electrodes allow to obtain information about caffeine in caffeine extracts.
In future work, it will be necessary to optimize the voltammetric analysis procedure mainly
in the analysis of the coffee extracts, where the concentration of caffeine must be increased,
and to have a greater chemical characterization of the coffee’s extract to see its influence on

the cyclic voltamograms.

Keywords: Caffeine; coffee; composite electrodes; cyclic voltammetry; HPLC.
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PREAMBULO

Enquadramento. A cafeina ¢ um composto que estd muito presente na vida e satide das
pessoas através de varias bebidas e medicamentos. Sendo um alcaloide natural, pode ser
encontrado em muitas espécies de plantas (folhas, sementes e frutos), salientando-se o
ché e o café. Como produto farmacologico, a cafeina ¢ um estimulante, resultando em
estado de humor mais descontraido, diminui¢do da fadiga, aumento do foco e em
pensamentos claros e mais rapidos. Geralmente, a cafeina ¢ prescrita como adjuvante
em formulagdes de farmacos por permitir a reducdo dos riscos de varias doencas
cronicas. Também ¢ utilizado em muitos refrigerantes, como agente de sabor,
contribuindo para a viciacdo neste produto. Considerando que se trata de um ingrediente
comum em uma variedade de bebidas e em formulagdes de drogas, o controlo analitico
¢ importante. Este trabalho ¢ neste ambito, desenvolvimento de eléctrodos voltamétricos

para estabelecer novas metodologias analiticas.

Objetivos. O objetivo geral deste trabalho consistiu na construgdo e verificacdo do
desempenho de elétrodos de trabalho compdsitos de grafite e 6xidos de metal com
resina epoxilica na andlise voltamétrica de cafeina, para posterior aplicagdo na medigao
de cafeina em amostras de café.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

* construcao de elétrodos de trabalho voltamétricos por mistura de grafite, 6xidos de
metal e resina epoxilica;

* estudar as condigdes experimentais para a analise de cafeina por voltametria ciclica e
cromatografia liquida de alto desempenho;

* estabelecer o intervalo dindmico de aplicagdo dos elétrodos de trabalho testados;

* estudar a precisdo e exatiddo da andlise por voltametria ciclica e cromatografia liquida
de alto desempenho;

« analisar amostras de café de diferentes origens pelas duas metodologias;

* estabelecer comparacdo entre as duas metodologias;

Estrutura do trabalho. Neste trabalho, o capitulo 1 apresenta uma breve apresentacido

sobre a importancia da cafeina e das suas carateristicas fisico-quimicas, bem como, para



a satde humana. Neste capitulo, também se insere a tematica do café, a sua composi¢ao
quimica geral, os efeitos na saide humana dando énfase ao principio ativo cafeina e os
aspetos sensoriais da bebida. Posteriormente, introduz-se os métodos analiticos mais
usados na analise da cafeina, salientando as aplicacdes de andlise de cafeina no café.

No segundo capitulo, apresenta-se toda a metodologia usada no trabalho laboratorial de
cromatografia liquida e voltametria ciclica, bem como os métodos estatisticos usados no
tratamento dos dados analiticos que foram usados no capitulo seguinte. No capitulo 3,
apresentam-se os resultados obtidos e a sua discussdo. O trabalho ¢ finalizado com as

conclusdes finais (capitulo 4) e a bibliografia utilizada.
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1. Introducao
A cafeina ¢ o composto que esta presente na vida humana didria por se tratar de
um ingrediente comum em uma variedade de alimentos (bebidas suaves e energéticas) e

em formulagdes de drogas (geralmente, em combinag¢do com outros farmacos).

1.1. Cafeina

A estrutura de 3,7-di-hidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona (nome da
IUPAC), trivialmente conhecida por cafeina (CAF, 1,3,7-trimetilxantina), ¢ um
alcaloide natural (compostos nitrogenados heterociclicos) que pertence a familia de
compostos organicos conhecidos como metilxantinas (derivados metilados da xantina).
As metilxantinas mais abundantes no reino vegetal sdo a CAF, teofilina e teobromina
(Figura 1), no entanto, a CAF e a teofilina sd3o as de maior interesse farmacéutico. A

teofilina e teobromina sdo xantinas bimetiladas (com dois grupos metilo).

O CHs O CH, o)
HsC \N)ﬁir\g HN | N/> Hsc\N)tH
o)\ N/ o)\rf N/ o)\ | N/>

w w
CH3 A CH3 B CH3 C

Figura 1 - Estruturas quimicas da: A) cafeina; B) teobromina; e, C) teofilina.
1.2. Propriedades fisico-quimicas da cafeina

A CAF (trimetilxantina), de massa molecular 194,194 g/mol, apresenta carater
basico mais pronunciado que as dimetilxantinas, mas sdo eletrolitos fracos. A
solubilidade em 4gua aumenta com a temperatura e com a adi¢@o de acido diluido como
o HCI e acido citrico. E também soliivel em édlcoois e solventes organicos clorados,
como o cloroformio. Os dados de solubilidade apresentados no Merck index (O'Neil,

2013) mostram que 1 g de CAF ¢ dissolvida em: 46 mL de 4gua; 5,5 mL de agua a 80



°C; 1,5 mL de dgua em ebuli¢do; 66 mL de etanol; 22 mL de etanol a 60 °C; 50 mL de
acetona; 5.5 mL de cloroformio; 530 mL de éter dietilico; 100 mL de benzeno; e,, 22
mL benzene em ebuli¢cdo. O composto € um p6 branco inodoro ou de agulhas brilhantes
brancas e de gosto amargo (O'Neil, 2013). Quando aquecido até decomposicdo liberta

gases toxicos de 6xidos de nitrogénio (Lewis, 2004).

1.3. Propriedades da cafeina

Ha vérios materiais de plantas que tem a CAF na sua composicdo como
constituinte, onde serve como um inseticida natural (paralisa e mata) de alguns insetos
que se alimentam da planta, por exemplo: folhas de cha, grdos de café, castanhas de
caju, cacau e feijao.

A CAF tem muitos efeitos fisiologicos importantes para a saide Humana pois ¢
uma substancia psicoativa. Devido as suas propriedades estimulantes nos sistemas
nervoso central e cardiovascular, a CAF ¢ usada quase em todos os paises do mundo na
forma de produtos alimentares como café, ché, refrigerantes e chocolates. Os efeitos
resultam em humor descontraido, diminuicdo da fadiga, aumento do foco e em
pensamentos claros e mais rapidos. O consumo moderado de CAF ajuda também na
reducdo dos riscos de varias doengas cronicas como, por exemplo: diabetes, doencas de
Parkinson, doenca do figado e coélon, cancer, além de melhorar a fung¢do imune.
Também atua como vasoconstritor, aumentando a pressdo arterial, estimulando a
secrecdo gastrica e aumentando os ciclos respiratorios. E também usado como diurético
pois pode causar vomitos e desidratagao.

Embora a dose fatal de CAF tenha sido avaliada em mais de 10 g (cerca de 170
mg kg de peso corporal), o consumo em excesso de CAF causa tremores, nauseas,
nervosismo, convulsdes e efeitos mutacionais de ADN. A CAF também ¢ considerada
um fator de risco para doenga cardiovasculares, asma, mau funcionamento renal e pode
afetar o comportamento causando depressao e hiperatividade.

A nivel farmacéutico (Svorc, 2013), a CAF ¢é prescrita como adjuvante
analgésico em formulagdes de farmacos para o tratamento de dor de cabega e dor
relacionada a cirurgia pos-parto, pds-operatoria dentaria e de terapéutica para o
tratamento da enxaqueca em combinagdo com outras drogas como o 4cido

acetilsalicilico (aspirina), paracetamol, 4cido ascorbico.



Considerando que o seu consumo em doses mais elevadas, pode levar a vérios
disttrbios fisioldgicos, a sua monitorizagdo em produtos alimentares de consumo diario
(por exemplo, café, cha, refrigerantes e chocolates) ¢ importante. Neste trabalho, para
demonstrar as capacidades analiticas dos eléctrodos de trabalho voltamétricos
construidos na analise da CAF em amostras reais, selecionou-se o café por ter uma
matriz complexa. O café ¢ uma das bebidas mais consumidas mundialmente devido as

suas caracteristicas sensoriais e aos beneficios para a saide humana.

1.4. O café

Em 2011, a produ¢do mundial de café¢ correspondeu a 131 milhdes de sacas,
aproximadamente. (Organizagdo Internacional do Café - OIC, 2012).

Dentro das vérias espécies conhecidas de café, as mais comercializadas sdo a
Coffea arabica e a Coffea canephora, comercialmente conhecidas por café arabica e
café robusta, respectivamente. O café ardbica, nome atribuido por o primeiro cultivo ter
sido feito pelos arabes, ocupa mais da metade da produ¢do mundial do grao e ¢ usada
como matéria prima de cafés mais requintados, com acidez e aromas acentuados,
resultando em uma bebida mais qualificada. O café robusta corresponde a uma bebida
mais robusta, ou seja, com mais corpo devido a sua maior quantidade de solidos
soluveis, faltando a acidez e complexidade do café arabica.

O café comum mais comercializado ¢ café expresso, seguido do descafeinado e,
mais recentemente, os cafés especiais. O café expresso ¢ obtido através de um processo
de extragdo sob pressdo usando café moido e teve origem na Italia, estando atualmente
muito bem consolidado no mercado mundial. O café descafeinado envolve a remogao
da CAF do café. A extragdo do alcaloide ¢ feita no grao ainda verde, sem passar pelo
processo de torrefacdo. Ao longo dos anos essa técnica tem evoluindo de forma a
reduzir a toxicidade do processo (os solventes mais comuns e vidveis apresentam uma
elevada toxicidade), usando-se atualmente didxido de carbono supercritico sob alta
pressdo para a extracdo do composto. Os cafés especiais diferenciam-se em algum
atributo qualitativo do produto, no processo de producdo ou pelo servigo a ele
relacionado (Zylbersztajn e Farina, 2001).

A qualidade da bebida esta dependente de varias caracteristicas, como: variedade

do caf¢, condi¢des edafo-climaticas, aspecto dos graos, procedimentos de colheita, tipo



de processamento, grau de torra, armazenagem do grdo, método de moagem, entre
outras. O processamento e torrefacdo do café sdo os passos determinantes para obter um

café de qualidade.

1.5. Processamento e torrefacao do café

O processamento de via umida € o mais aconselhdvel quando se deseja obter um
produto de maior qualidade, ja que preserva qualidade importante do grdo, mas ¢ um
processo que requer cuidados durante seu processo. Neste processo, a polpa do fruto ¢
removida e o grao deixado a fermentar durante 18 a 30 horas, para acentuar a acidez do
café, sendo de seguida, lavado e seco. Este processamento ¢ indicado para o café
arabica ja que esta espécie de café possui atributos sensoriais de maior qualidade. O
processamento por via seca ¢ mais simples, porém resulta num café de qualidade
inferior ao citado acima. Essa redu¢do na qualidade do café ¢ justificada pelo fato do
ndo despolpamento, que permite a passagem de agucares para o grao, e pela secagem ao
sol, que em muitas vezes ¢ feita na terra. Ambos os tipos de processamento do grao
podem ser ensacados e vendidos como café verde ou também chamado de grao cru.

Ap0s esta etapa de preparagdo do grdo, segue-se a torra do café ou torrefagdo,
processo que garante modificagdes quimicas nos graos e que permite obter uma bebida
de qualidade. Este processo ¢ dependente da temperatura e envolve reagdes quimicas de
grande complexidade, sendo responsavel pela diminuicdo da acidez, o surgimento de
aroma e sabor, além da pigmentacdo escura devido principalmente a reagdo de Mailard
e carameliza¢do. A degradagdo de compostos como CGA (4cido clorogénico) ¢ um dos
pontos responsaveis pelo amargor caracteristico do café. A classificagdo do grau de
torrefacdo do café estd descrita na Tabela 1, de acordo com a Associagdo brasileira de
industria de café¢ (ABIC), realgando as caracteristicas do café para os graus de torra

claro, média e escura.



Tabela 1. Classificacdo do grau de torra do café.

Grau de torra Caracteristicas Equipamento

Clara Acentuada acidez, Ideal para maquinas de
suavidade do aroma e o café expresso.
sabor, menos amargor.

Média Acentua o aroma e sabor. Ideal para coador de pano
ou filtro de papel.

Escura Diminui a acidez, acentua
sabor amargo, bebida mais
escura.

1.6. Composi¢ao quimica do café

O café ¢ uma bebida complexa que mostra grande variabilidade na sua
composi¢ao quimica, pois dependem de fatores como a espécie de café usada, regido de
cultivo, modo de cultivo (tradicionais ou organicas), técnicas pos-colheita (humidas ou
secas), armazenagem do grdo, grau de torra, tipo de café comercial ¢ método de
moagem sao apenas alguns dos fatores que influenciam a composi¢do quimica do fruto,
concentragdo de CAF e o grau da atividade bioldgica dos compostos encontrados na
bebida. Sdo os variados compostos no café, além da CAF, que conferem seu sabor e
aroma unico, como por exemplo, metilxantinas, flavonoéides, acidos fenolicos e ligninas.
Os compostos bioactivos presentes no café sdo metilxantinas (CAF, teobromina,
teofilina), alcoois diterpénicos (cafestol e kahweol), acidos clorogénicos (4&cidos
cafeiloquininicos, 4acidos feruloilquinicos e 4cidos p-cumaroilquinicos), &cidos
hidroxicinamicos (4cido ferulico, acido cafeico, acido p-cumarico), flavonoides
(catequinas, antocianinas), tocofer6is e melanoidinas. Sdo substincias que protegem as
plantas contra patdgenos e stress abidtico, como mudancas na temperatura, teor de agua,
exposicao a luz UV e deficiéncia de nutrientes minerais (Patay et al., 2016A). Estas
substancias  biologicamente ativas  apresentam  propriedades  antioxidantes,
hepatoprotetoras, antibacterianas, antivirais, anti-inflamatorios e hipolipidémicos (Patay
etal., 2016B).

Os aspectos sensoriais estdo dependentes da sua composi¢do quimica e sdo

importantes para a comercializagdo do produto que depende da aceitabilidade pelo



consumidor. A avaliacdo do café¢ expresso ¢ realizada ao nivel dos atributos: aroma,
dogura, amargor, acidez, corpo e sabor residual. O atributo de amargor ¢ proveniente
principalmente da presenca da CAF, devendo ser leve ou moderado para um café de
melhor qualidade. Um amargor bem acentuado geralmente ¢ encontrado em cafés de
pior qualidade. Por exemplo, o café robusta possui um teor de CAF mais alto (entre 2%

e 4,5%) que o caf¢ ardbica (Conselho Nacional do Café - CNC, 2010).

1.7. Saude humana e café

No relacionamento de doengas com o consumo de café inferem-se os inimeros
beneficios a satde pela ingestdo da bebida; por exemplo, a redugdo na incidéncia do mal
de Alzheimer, ou at¢ mesmo na reducdo do desenvolvimento de alguns canceres;
pesquisas levando em conta a diabetes tipo II demostraram uma redugdo significante no
risco de incidéncia da doenga e que a ingestdo isolada da CAF pode levar a diminui¢ao
da tolerancia da glicose (Saab, 2016). Para umas doencas como mal de Parkison
apresentam-se enfraquecidas relacionadas com o consumo da bebida. Em contrapartida
uma ingestdo excessiva do café pode gerar complicagdes relacionadas a tolerancia a
glicose ou a sensibilidade a insulina, isso se deve a grande quantidade de CAF no fruto.
Também esta referido que os compostos bioativos presentes no café, tais como acidos
clorogénicos, outros compostos fendlicos, magnésio e trigonelina, podem neutralizar
estes efeitos alterando a absorcdo de glicose, metabolismo da glicose no figado,
liberagdo de incretina e sensibilidade a insulina (de Meija, 2014). Mas, em geral, a
ingestdo aguda de café cafeinado tem efeitos na saide Humana semelhantes a da CAF.

Os estudos clinicos sobre o café sdo importantes e necessarios para o
conhecimento deste produto alimentar para se entender as diferengas entre café
cafeinado e café descafeinado e assim esclarecer a importincia dos compostos
polifendlicos na modulagcdo do metabolismo dos agucares. E também, as comparagdes
com as propriedades das substancias puras permitem verificar se as substancias do café
descafeinado ndo sdo apenas neutras, mas até protetoras (de Meija, 2014)

Sendo o café uma matriz complexa, com uma elevada variabilidade de
compostos, estabelecer os seus mais diversos efeitos no corpo humano ¢ um dos
principais desafios para as pesquisas em pros e contras para a saude em consequéncia

do consumo de café. Estes estudos estdo limitados por esta complexidade, podendo



ocorrer efeitos sinergéticos e antagénicos da mistura dos componentes, que se podem
sobrepor aos variados efeitos de cada composto.

Presentemente, considera-se que uma ingestdo moderada diaria de CAF <400
mg ndo estd associada a efeitos adversos em adultos saudaveis. Criangas e adolescentes
metabolizam a CAF de forma mais rapida do que adultos, porém em geral ingerem uma
quantidade menos significativa. Comumente esses dois grupos consomem mais CAF
em chas do que no proprio café, de qualquer forma o consumo excessivo de CAF deve
ser evitado devido ao desconhecimento dos efeitos que tal substancia pode causar no
desenvolvimento do cérebro. A quantidade de CAF necessaria para produzir efeitos
adversos varia de pessoa para pessoa, pois depende do peso, sexo, idade e sensibilidade
a substancia. (de Meija, 2014)

A exposi¢ao efetuada sobre o café mostra a importancia deste produto alimentar,
cuja qualidade resulta de todos os passos envolvidos desde a sua produgdo até a
obtenc¢ao do produto final. Mais, a complexidade da matriz do café mostra a relevancia
de se desenvolver novas metodologias analiticas mais simples, rapidas e de facil
utilizagdo para a determinacdo de pardmetros quimicos que possam avaliar a sua

qualidade, como a quantidade em CAF.

1.8. Métodos de analise

Nesta secc¢do faz-se uma introdugdo aos métodos instrumentais analiticos usados
na analise do café: espectrofotometria, cromatografia e voltametria. As duas primeiras
metodologias analiticas sdo as ferramentas mais comuns em laboratérios de andlise
quimica. Cada metodologia tem as suas vantagens e desvantagens de aplicagdo, e
permitem efetuar andlise qualitativa e quantitativa, mas requerem procedimentos de
tratamento da amostra diferentes. Neste ambito, a voltametria ¢ uma metodologia mais

simples por permitir a analise direta em amostras de café e com baixo custo.



1.8.1. Espectrofotometria

A espectrofotometria tem como principio de funcionamento a interacdo de
radiacdo electromagnética com o composto analisado. Os mais comuns sdo o0s
espectrofotometros de ultravioleta e infravermelho, onde compostos absorvem radiacao
e sofrem transi¢des eletronicas e vibracionais, respectivamente.

De um modo simples, um espectrofotdmetro tem uma fonte de emissao de onda
(depende da aplicagdo e pode ser da zona do ultravioleta, visivel e infravermelho) com
selecdo de comprimento de onda (radiagdo monocromatica cujo comprimento de onda
depende da substancia a analisar), o suporte onde a amostra ¢ inserida, e por fim o
detector onde a radiagdo emitida ¢ lida apds passar pela amostra. A espectrofotometria
pode ser usada para quantificacio de compostos por interacdo (depende das
propriedades Opticas da substancia) com a radiagdo através da deteccdo da radiagdo por
reflectancia, transmitancia, absorvancia, emissao e fluorescéncia. Globalmente, todos os
sistemas analiticos precisam de ser calibrados, usando solventes, reagentes e padrdes de
qualidade analitica para garantir a precisdes e exatiddes aceitaveis.

Na analise de café a espectrofotometria foi usada para: quantificar o kahweol
que ¢ um composto especifico do café¢ arabica e, por isso, pode ser usado para
discriminar entre espécies de café. A analise foi baseada em reagdes colorimétricas e
medidas espectrofotométricas ultravioleta e visivel (Dias et al., 2013); analise de CAF
por espectrofotometria UV-Vis (Belay et al.,, 2008); estudo das alteracdes nas
propriedades antioxidantes no café¢ robusta durante a torrefagdo por métodos

colorimétricos usando espectrofotometria Vis (Votavova et al., 2009).

1.8.2. Cromatografia

Na sequéncia de métodos de analise quantitativos, a cromatografia ¢ um dos
métodos de separacdo mais usados nos laboratdrios quimicos por permitir a analise de
multiparametros com precisdo e exatidao aceitaveis. Atualmente a cromatografia pode
ser aplicada com diferentes meios de intera¢do analito e fases médvel/estaciondria como
cromatografia liquida (LC), cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
cromatografia flash (FC), cromatografia de papel (TLC), cromatografia de fluido



supercritico (SFC), e cromatografia gasosa (GC). Todas as técnicas cromatograficas
citadas se baseiam no principio de interacdo do composto a analisar com a fase movel e
a fase estacionaria, envolvendo estados de equilibrio. A fase moével tem como funcao
principal fazer sair o analito da coluna na cromatografia gasosa.

As duas técnicas mais usadas sdo o HPLC e GC. O sistema de HPLC mostra-se
eficaz na separacdo de compostos organicos. A fase movel ¢ liquida e de polaridade
diferente do analitico, para que a separagdo possa ocorrer na fase estaciondria (coluna)
de polaridade semelhante. A fase estacionaria da coluna para HPLC ¢ selecionada tendo
em conta os compostos que se pretendem analisar, bem como as dimensdes da coluna e
das suas particulas, sendo de referir que as analises com particulas pequenas (aumento
da superficie de contato com os compostos a separar) permitem uma maior eficiéncia na
separacdo, mas com maior tempo de andlise. Os compostos sdo separados na coluna
devido aos tempos diferentes de interacdo com cada uma das duas fases. O equipamento
envolve uma bomba de alta pressdo, um sistema de inje¢do, a coluna, detectores € um
computador para registro dos dados. Os detectores mais usados s@o o de indice de
refragdo, ultravioleta e visivel e fluorescéncia.

Alguns trabalhos de andlise do café com HPLC sdo: quantificagdo de éacidos
clorogénicos em extratos de grdo de café verde por HPLC-UV réapido (Craig et al.,
2016); analise de tocoferdis e triglicéridos em graos de café verdes e torrados
pertencentes as variedades de café arabica e robusta, por HPLC, usando o detector de
indice de refragdo (andlise de triglicéridos) e fluorescéncia (andlise de tocoferois), com
finalidade de diferenciar variedades de café (Gonzales et al., 2001); analise de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), compostos indesejaveis que se forma
durante o processo de torrefaccdo do café¢ e que podem transferir-se para a cerveja de
café, usando HPLC com detector de fluorescéncia (Tfouni et al., 2013); determinacao
quantitativa de compostos fenolicos (oito acidos fenolicos e trés flavonoides) e CAF em
diferentes marcas de café no mercado argelino por HPLC com detector UV-vis
(Belguidoum et al., 2014); avaliacdo do efeito das condi¢des de torrefac¢do nos perfis
NIR e HPLC de amostras de café e também em funcdo da origem varietal dos graos
(café Arabica ou Robusta) (De Luca et al., 2016).

Na andlise de compostos orginicos volateis ou semivolateis, o GC ¢
frequentemente utilizado. Assim qualquer industria (petroquimicas, farmacéuticas e
alimenticia) que pretendem analisar os volateis em amostras, aplica esta metodologia

em seus laboratorios. Um cromatdgrafo de gas ¢ basicamente composto por fonte de gas
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(fase movel de arrasto), injetor de amostra, coluna cromatografica (fase estacionaria)
num forno para controlo da temperatura, um detector, € um computador para registro
dos dados obtidos com a separacao de componentes. O funcionamento desta técnica se
baseia no principio da interagdo do composto a analisar com a fase estacionaria, ou seja,
0s compostos que entram na coluna (que pode ser controlado pela temperatura do forno)
sdo separados na coluna devido aos tempos diferentes de interacdo com a fase
estacionaria, tendo a fase movel a funcdo de fazer sair todos os compostos injetado.
Neste caso, a fase movel ¢ chamada de gas de arrasto por ser inerte. Em geral usam-se
colunas capilares selecionados com fase estacionaria em funcdo dos compostos a
analisar. Os detectores mais usados na cromatografia gasosa sdo o detector por chama
ionizante (FID) e o detector de massa (MS).

Alguns estudos de aplicagdo de GC na analise do café sdo: autenticacdo de misturas de
café expresso italiano (entre café ardbica e robusta) através da razdo dos picos
cromatograficos entre kahweol e 16-O-metilcafestol, usando GC com detector FID
(Pacetti et al., 2012); determinacdo de compostos marcadores volateis de defeitos
comuns de café torrado (leve, queimado, escuro, cozido e subdesenvolvido) usando seis
perfis de tempo-temperatura, por GC com detector de massa (Yang et al., 2016);
identificar compostos aromaticos em péd de café para estudar a influéncia do tipo de
embalagem original no tempo de evolu¢do usando GC-MS (Brohan et al., 2009);
Analise do vestigios de pesticidas organoclorados em café¢ por GC com detector MS

(Bresin et al., 2015).

1.8.3. Voltametria

O primeiro passo para entender como a voltametria funciona ¢ analisar como a
reacdo de oxidagdo-reducdo ocorre. Separando em duas partes, a oxidagdo e a reducdo,
na primeira temos a perda de elétrao(des) do ido, do atomo ou da molécula e, na
reducdo ocorre o inverso, ou seja o ganho de eletrdo(des). Para este tipo de mecanismo
de reacdo oxidacdo-reducdo usa-se a abreviacdo redox. Este tipo de reacdo ocorre em
simultaneo, ou seja, se um composto A foi oxidado, necessariamente um composto B

deve ser reduzido por conta do nimero de eletrdes livres na solugao.
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Reacdo redox. Na reacdo redox existem dois agentes importantes, um agente oxidante
(“O”) e um agente redutor (“R”) (Ham e Bryan, 2016). O agente oxidante tem a
propriedade de receber eletrdes (e) segundo uma constante de velocidade de

transferéncia de electrdes ky (passo direto), tornando-se assim reduzida:

O+n. = R.

O agente redutor tem a propriedade de doar eletrdes, segundo uma constante de

velocidade de transferéncia de electrdes k; (passo reverso), tornando-se assim oxidada:

R =2 O+n..

A reagdo de oxidagdo e a de redug@o sdo denominadas cada uma de metade do

processo redox inteiro. A soma das metades da reagdo representa a reagdo redox:

O+n. €2 R,
onde, no equilibrio, kq = k;.

A partir desse principio da reacdo redox € possivel aprofundar um pouco mais e
entender a relagdo dele com a “eletricidade” e com o fluxo de eletroes. Caso a reacdo
redox esteja em um circuito ¢ possivel quantificar o fluxo de eletrdes na solugdo por
algum dispositivo capaz de medir tensdo como um galvanometro. A técnica mais
utilizada para obten¢do de informacgao de reagdes eletroquimicas ¢ a voltametria ciclica,
pois ¢ uma técnica rapida, precisa e permite obter dados termodinamicos e cinéticos da
reacdo redox. Voltametria ciclica ¢ muitas vezes a primeira técnica aplicada em estudos
eletro-analiticos. Particularmente, oferece uma rapida localizagdo do potencial redox de

espécies eletroativas e a praticidade de medicao do processo redox (Wang, 2006).

Sistema analitico de voltametria. Em geral, para a andlise voltamétrica precisa-se de
um potenciostato, equipamento que permite fazer varrimento de potencial e leitura de
intensidade de corrente e de uma célula electroquimica. A célula eletroquimica usada ¢
eletrolitica, que permite estudar os fenomenos de redu¢do e oxidagdo, em geral, sob a
acao de um potencial controlado externo, permitindo controlar a direcdo da reacdo e sua
intensidade. A andlise precisa de uma solugdo eletrolitica (eletrélito ou sal de suporte)

para reduzir a resisténcia do meio, eliminando a corrente de migragdo, e pode ser uma
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solucao tampdo se houver necessidade de manter constante o pH da solugdo. Em geral
usa-se uma célula de trés eléctrodos com um eléctrodo de referéncia (ER), um contra-
eléctrodo (CE) e um eléctrodo de trabalho (ET). No ET ocorrem as reacgdes de
oxidagdo-redug¢do e pode ser de metal (mercurio, platina ou ouro), carbono vitreo ou
pasta de carbono, ou qualquer um destes com superficies modificadas. O CE pode ser
de qualquer tipo (normalmente platina), mas deve ser um bom condutor e ndo deve
interferir com as reacdes que ocorrem na solugdo. O ER ¢ um eléctrodo de calomelano
saturado (Hg/Hg2Cl2) ou um eléctrodo de prata / cloreto de prata (Ag/AgCl) e tem um

potencial constante.
Voltametria ciclica. Na voltametria ciclica faz-se uma variacao linear do potencial do

eletrodo de trabalho, segundo uma onda de forma triangular, tal como apresentado na

Figura 2 (Wang, 2006), e mede-se a intensidade de corrente obtida.

+——Cycle 1—

Efinal

Reverse
scan

Potential

Switching
potential

Time

Figura 2. Excitacdo do sinal potencial-tempo num experimento de voltametria
ciclica (Wang, 2006)

Na Figura 3 mostra-se um exemplo de um voltamograma ciclico de um ciclo
potencial simples solu¢do com um composto que sofre reacdo redox reversivel. No
primeiro semi-ciclo ¢ aplicado um potencial a partir de um valor negativo até um valor
positivo, resultando em um pico anddico devido a oxidacdo do composto em analise na
forma oxidada “O” para a forma reduzida “R”. Ao terminar esta primeira parte, o ciclo é
invertido e a forma reduzida “R” ¢é re-oxidada para “O” em um pico catédico. O
voltamograma corresponde aos dois semi-ciclos, que sdo semelhantes por se tratar de

uma reacao reversivel.
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Figura 3. Voltamograma ciclico para solu¢do redox em sistema reversivel

(Wang, 2006).

Analisando os picos fornecidos pelo voltamograma ¢ possivel quantificar as
quantidades de componentes em amostras que sdo ativas em solugdo redox, como se
pode visualizar na Figura 4, que mostra os picos catddicos e anddicos aumentarem de
intensidade com a concentragdo do composto em analise. Alguns exemplos de trabalhos
de analise do café apresentados usando voltametria ciclica sdo, por exemplo, na
determinagdo de compostos fenolicos totais (Kilmartin e Hsu, 2003; Magarelli et al.,
2013) e avaliagdo das propriedades antioxidantes (Laskowska e Kurleto, 2011) por

estarem ambas associadas a espécies eletroativas. Como o objetivo deste trabalho ¢ a

analise de CAF, o estudo a seguir apresentado esta orientado s para este composto.

Current

0.5
Potential (V)

Figura 4. Exemplo de voltamograma ciclicos onde a intensidade de corrente

aumenta com a concentragdo do composto a analisar (Wang, 2006).
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Elétrodos de trabalho voltamétricos. Os métodos electroquimicos estdo sendo
bastante utilizados para a andlise quimica, em geral, varios tipos de eléctrodos metalicos
e de carbono. Os eléctrodos com base de carbono t€ém uma utilidade bem ampla, ja que
apresentam vantagens significantes como baixo custo, amplo intervalo de potencial,
além de possuir uma variabilidade e sensibilidade alta na detec¢do de componentes
diversos. Como aspecto negativo, tem uma baixa taxa de transferéncia na superficie do
eletrodo em relagdo aos eléctrodos metalicos.

Na construcdo dos eléctrodos ha muitos fatores que podem influenciar a
qualidade e eficiéncia da andlise. O tipo de carbono ou método utilizado na elaboracao
do eletrodo demonstram forte influencia na qualidade da analise. Alguns tipos de
carbono s3o de utilizagdo mais comum como carbono vitreo, pasta de carbono, fibra de
carbono, ou componentes como grafite e colas epoxy. Além da densidade de cada
material, a presenca de sujidades como grupos funcionais na superficie pode influenciar
negativamente a analise.

O eléctrodo de carbono mais utilizado ¢ o carbono vitreo devido as vantagens
apresentadas, como alta reprodutibilidade, boas propriedade quimicas e uma ampla

gama de potencial que pode ser lida.

Parametros de operacdo na voltametria ciclica. Durante a condug¢do de um
experimento de voltametria ciclica alguns pardmetros devem ser estabelecidos. Esses
parametros estdo dependentes de alguns fatores; por exemplo, o tipo de eletrodo de
trabalho a usar, solvente de preparagdo da amostra e amostra a analisar tem grande
influencia nesses parametros.

O primeiro parametro de opera¢do para a voltametria ciclica ¢ o intervalo do
potencial em que o eletrodo de trabalho selecionado ¢ capaz de trabalhar para aquele
tipo de amostra, sendo importante para determinagao dos pontos de inicio e fim de uma
reacdo redox. Outro parametro ¢ o intervalo de intensidade da corrente utilizada no
sistema, pois tem influencia na visualizagdo do pico para redugdo e, se possivel, da
oxidagdo. O valor utilizado vai variar de amostra para amostra assim como entre os
tipos de eléctrodos. Outro fator importante na voltametria ciclica ¢ a frequéncia dos
pontos a analisar, pois caso os pontos estejam muito separados pode ocorrer a
linearizagdo da curva, e se estiverem muito proéximos pode ocorrer muito ruido na

curva.



15

Na Figura 5 mostra-se um voltamograma ciclico para transferéncia reversivel de
eletrdes (sistema electroquimico de um composto redox reversivel) com os parametros
importantes a medir: E;., o pico do potencial catddico; E,,, o pico do potencial
anodico; E; e Ey, os potenciais inicial e o potencial de inversdo, respectivamente; L, 0
pico da corrente catddica; I,,, o pico da corrente anddica. No geral, em sistemas
reversiveis pode-se obter informacdo quantitativa por voltametria, através da equagao
Randles-Sevcik, que especifica a corrente anoddica (I,) ou catddica (I;) em fungdo da

concentragdo do composto a analisar:
i,-2,69 x 10°n’? AD"? V' C

onde, intensidade de corrente de pico (i,) em sistemas reversiveis é dada a partir da
equacdo de Randles-Sevcik, onde: n= nimero de electrdes envolvidos; A= éarea do
elétrodo (m?); D= coeficiente de difusdo (m?s); C= concentragdo (mol/L); e,

v=velocidade de varrimento (V/s).

Epa
.
pa _E,
Ir‘o'm
E _
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(b) E/V

Figura 5. Voltamograma ciclico para transferéncia de eletrdes reversivel (Wang, 2006).

Estes pardmetros voltamétricos dao informagdo sobre o desempenho de um
eléctrodo de trabalho num sistema contendo um composto redox reversivel a analisar.

Por exemplo:
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- o nimero dos electrdes (n) pode ser determinada pela separacdo entre os potenciais de

pico através da expressao
n X (Epa — Epe)= 59 mV;

- a razdo entre intensidade de corrente de pico catddico (I,c) € a do pico anddico (Ipa) €

unitaria, ou seja,
Ipc/Ipa =1 >

- 0 potencial redox (E’) para uma reacio reversivel, que significa que kq ¢ k; sdo iguais

quando o potencial aplicado ¢ E°, ¢ calculado por,

E’= (Epe+ Epa)/2 .

Voltametria ciclica da cafeina. O comportamento irreversivel da oxida¢dao da CAF foi
estudado no eléctrodo de diamante dopado com boro usando voltametria ciclica e
voltametria de varredura linear (LSV) por Spataru et al. (2002). O esquema do processo
global de oxidagdo da CAF proposto (Figura 6), que ¢ semelhante ao referido por
Hansen e Dryhurst (1971), envolve quatro electrdes (4¢) e quatro protdes (4H").

No mecanismo, o primeiro passo é uma oxida¢do 2e, 2H" da ligacio C-8 para
N-9 para dar o acido urico substituido, seguindo-se de uma oxidagdo imediata de 2¢,
2H" para o analogo de 4,5-diol do 4cido trico, que rapidamente fragmenta.

Na determinagdo de CAF temos exemplos de trabalho que mostram as
pontencialidade da técnica voltamétrica. Por exemplo, a analise de CAF: em
formulagdes farmacéuticas usando um elétrodo de diamante dopado com boro usando
voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV)
(Lourencao et al., 2009); usando eléctrodos de carbono vitreo e carbono vitreo
modificado com Nafion (polimero de permuta catidnica, derivado de
perfluorossulfonato de Teflon) por aplicagdo da voltametria ciclica (CV) e voltametria
de pulso diferencial (DPV), em bebidas comerciais e drogas, incluindo café (Torres et
al., 2014); com eléctrodo de pasta de carbono modificado com antraquinona, usando

parafina, por voltametria ciclica (CV) em farmacos (Tadessa et al., 2013); usando um



17

eléctrodo de lapis de grafite comercial simples e 0 método de voltametria de remocao
anddica de onda quadrada (SWASV) (Ly et al., 2004); por medicao indireta, usando
elétrodo de pasta de carbono modificado com 1,4-benzoquinona e voltametria de onda
quadrada e ciclica, que se baseia na supressdo da corrente de pico de 1,4-benzoquinona

na adi¢ao de CAF, em amostras de café (Aklilu et al., 2008).

O CH CH
3 OH ,7 3
HaC / HaC
3 \N N \N
| /> +3H0 — » >:O + 4H
y § Z
o le 'T‘ OH '\
CH, CHy

0
H\NJI/N>:
0
‘ O)\N/ N

|
| I Hlla  +H,0[Fast Mib

+H,0, - 4e, - 4H*
Further oxidation __ 0
and fragmentatlon %J\/U\/Lli >:

Figura 6 — Oxidacdo da CAF: A) reacdo global; B) mecanismo (Spataru et al., 2002)).
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De salientar que ndo foram encontrados trabalhos envolvendo eléctrodos de
grafite com 6xidos de metal e, por isso, hd grande relevancia no presente estudo por
estar associado ao desenvolvimento de novas metodologias de analise de CAF.

Na sec¢do seguinte apresentam-se os materiais, reagentes, solucdes e

procedimentos usados no trabalho experimental executado neste trabalho.



2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes e produtos quimicos
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As solugdes usadas neste trabalho foram todas preparadas com agua desionizada

(tipo II) e com reagentes analiticos de pureza adequada para analise. Os reagentes e

produtos quimicos que foram utilizados neste trabalho, apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2. Produtos quimicos utilizados no trabalho.

Composto Formula molecular Marca

Hidrogenofosfato de Potéssio K>;HPO,4 Panreac

Dihidrogenofosfato de Potassio KH,PO4 Fluka
Hexacianoferrato (III) de potassio Ks[Fe(CN)g] Acrds Organics
Hexacianoferrato (IV) de potéssio K4[Fe(CN)s].3H,O Acrds Organics

Cafeina CsH10N4O, Panreac
Acido perclérico HCIO4 Riedel-deHaen

Acetato de sodio CH3;COONa.3H,0 Merck

Acido acético CH;COOH Panreac

Acido sulfrico H,SO4 Panreac

2.2. Amostragem

As 13 amostras de café foram adquiridas numa superficie comercial, na forma de grao,
por pesagem e de varias origens: Angola, Brasil, Camardes, Colombia, Costa do
Marfim, Costa Rica, Guatemala, India, Portugal, S3o Tomé e Principe, Timor Leste,
Uganda e Vietnam. As amostras ndo tinham qualquer referéncia a respetiva variedade
de café. Os graos de café foram moidos no laboratério numa maquina de moer café
(Fagor Practica ML-300) até¢ a obtengdo de um pé fino e armazenados em recipientes
devidamente fechados e conservados a temperatura ambiente e no escuro. Ao contrario

das outras, a amostra Portuguesa foi adquirida em pacote de marca Torrié.
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2.3. Analise por HPL.C

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para determinar a

concentragcdo de CAF presente nas amostras de cafés de diferentes origens.

Equipamento de HPLC. O equipamento de cromatografia utilizado era constituido por
uma bomba ternaria da marca Varian , modelo 9010, um injetor automatico da marca
HTA modelo HT800L, um detetor Diode Array da marca Varian modelo Pro Star 330
utilizando um comprimento de onda de 280 nm, uma coluna da marca SUPELCO com
fase estacionaria Kromacil C185 com comprimento de 150 mm e 4,6 mm de diametro e
um forno da marca Jones Chromatography modelo 7981 a 30° C. o Fluxo da andlise foi
de ImL/min com dois eluentes misturados segundo um gradiente de eluente e com um
tempo de corrida de 30 minutos. O gradiente do eluente segue a propor¢ao de 70:30 de
eluente A e B, respectivamente, para o tempo inicial da analise; ao tempo de 20 minutos
a proporcao ¢ de 0:100; e, ao fim da analise em 30 minutos, a propor¢ao retorna ao
valor inicial (Dias et al., 2014). O software utilizado para obtencdo dos cromatogramas

era da marca Varian, Star Chromatograhy Work Station Versao 6.4.

Eluente. Na analise da CAF, o eluente A foi uma solugdo aquosa de acido formico a
0,1% e o ecluente B foi metanol com acido formico a 0,1%. Todos os eluentes
preparados para o HPLC foram filtrados com um sistema de filtragio da Phenomenex,
acoplado a uma bomba de vacuo da Laboport, usando filtros 0,2 pm de nylon da marca

Whatman, e desgasificados em ultrassons (Elma Transsonic 460/H), durante 5 minutos.

Solucdes padrao de calibracdo. Na calibracio do equipamento usaram-se solugdes
padrdo de calibracdo de CAF. Estas solugdes aquosas foram preparadas por diluicdo de
uma solu¢do padrdo com concentracdo de 5 g/L, obtendo-se solucdes padrao de

calibragcdo com concentragdes entre 24 ¢ 200 mg/L.

Solugdes de controlo de qualidade. Para criticar a precisdo e exatiddo da metodologia
desenvolvida prepararam-se 3 solu¢des de controlo de qualidade por diluicdo de uma
solug¢do concentrada de 0,5 g/100,0 mL, obtendo-se as concentragdes de 60, 100 e 170

mg/L.
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Extrato de café. A extracdo da CAF foi obtida por mistura de 2,0 g de café com 20 g de
agua desionizada e apds ebulicdo da mistura (100°C) durante 15 minutos, com agitagcdo
esporadica (metodologia alterada de Hecimovic et al., 2011). Apds o tempo da extragao,
a mistura foi deixada a arrefecer até alcancar a temperatura ambiente. Por pesagem, a
agua perdida na etapa de aquecimento foi resposta e posteriormente a mistura foi
filtrada com filtro Whatman. Apds esta etapa, 0,5 mL de cada extrato de CAF foi
diluido em baldes de 25 mL com 4gua desionizada, e filtrado em filtros de seringa
descartaveis de 0,2 um de nylon da marca Whatman, para andlise em HPLC. As

solucdes de café restantes foram congeladas para posterior analise por voltametria.

2.4. Construcao dos eléctrodos de trabalho

Para a construgdo dos eléctrodos de trabalho utilizou-se pastas resultantes da
mistura de resina epoxy da marca Araldite, grafite e diferentes 6xidos de metal. Cada
pasta obtida foi colocada numa das extremidades de um cilindro de acrilico (10 cm de
comprimento e 0,6 cm de diametros interno). No centro do tubo foi inserido um fio de
cobre que ficou em contato com a pasta e de tamanho suficiente para 2 cm ficarem fora
do tubo acrilico, para a transmissdo do sinal. Para vedar esta extremidade, usou-se a
resina epoxy. Na Figura 7 mostra-se uma fotografia dos eléctrodos construidos.

Treze eléctrodos foram construidos com diferentes percentagens de 6xidos de
metal - grafite - resina e, apds testados no seu desempenho na analise de CAF foram
selecionados seis eléctrodos. As percentagens dos compostos usadas na preparagdo dos

seis eléctrodos selecionado estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicao dos eléctrodos de trabalho usados na analise voltamétrica

Elétrodo Resina Carbono Oxido de Metal Oxido de Metal
(%) (%) (%) Utilizado
C 50.0 50.0 0.0 --
C _Pb07,5% 48.5 43.9 7.5 PbO
C_Cu,07,5% 48.6 43.9 7.5 Cu,O
C_Pb0O,15% 44.6 40.4 15.0 PbO,
C_Pb0,7,5% 48.5 44.0 7.5 PbO,

C_ALO315% 44.6 40.4 15.0 AlLO;
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Figura 7 — Imagem dos eletrodos construidos.

2.5. Célula eletroquimica

Para a montagem da célula eletroquimica foram utilizados os eléctrodos
construidos, como eléctrodos de trabalho, e dois eléctrodos obtidos comercialmente
(Biologic Science Instruments) um eletrodo de filamento de platina como eléctrodo
auxiliar (A-002233); e, o eléctrodo de referéncia Ag/AgCl, de juncgdo simples (RE-1B).
Os elétrodos eletroquimicos foram ligados a um equipamento potenciostato-
galvanostato PG580 (Uniscan Instruments Ltd), controlado com o Software UiEChem
versdo 1.34 (Uniscan Instruments Ltd), que foi instalado em um computador,

permitindo adquirir os sinais de voltametria.

2.6. Analises por voltametria ciclica

Solucio redox. Para verificar o comportamento dos eléctrodos construidos foi utilizada
uma solu¢do padrao redox de ferrocianeto/ferricianeto, que tem comportamento de
reacdo reversivel. Esta solugdo foi preparada com 0,4224¢g de K4[Fe(CN)g] e 0,3292g de
K;[Fe(CN)s] em 100 mL de solugdao tampao de fosfato (0,1 mol/L e a pH=7,00). A
solugdo tampao de fosfato foi obtidas por mistura das solugdes de KoHPO4 e KH,PO4,
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ambas de concentragdo 0,1 mol/L (dissolu¢ao de 17,418g e 13,609¢g das respectivas
massas em 1 litro de 4gua deionizada). O valor de pH foi confirmado através da leitura
do pH usando um eléctrodo de pH combinado (Hanna Instruments 30) e um pHmetro
(Hanna Instruments pH 211 Microprocessor pHMeter).

As condicdes estabelecidas para a voltametria ciclica foram: potencial inicial de
-2 V; potencial final de +2 V; velocidade de varrimento de 0,4 V/s; Volts por ponto
igual a 0,02 V; niamero de ciclos igual a 2; intervalo de leitura da corrente de 10 mA/V.
Os voltamogramas ciclicos obtidos foram analisados com o objetivo de recolher

informacgao sobre o pico anddico (Ipa e Epa) e catodico (Ipa e Epa).

Solucdes para estabelecer as condicOes de analise voltamétrica. Neste ponto
experimental procurou-se estabelecer qual o melhor meio i6nico e valor de pH para a
analise de CAF por voltametria ciclica. Varias solugdes foram preparadas com
concentragdo de 0,08 mol/L em CAF e diferentes valores de pH: pH 0,56 com &cido
perclorico 0,1 mol/L; pH 1,01 com é&cido sulfurico 0,1 mol/L; pH 1,87 com éacido
sulfurico 0,01 mol/L; pH 5,00 com solugdo tampao de acetato 0,1 mol/L; pH 7,00 com
solu¢do tampao de fosfato 0,05 mol/L. O meio i6nico destas solugdes foi obtido por
medi¢do de 5 mL da respectiva solucdo concentrada para um baldo de 25 mL onde se
adicionou a CAF. A solugdo de acido perclorico, de concentragdo 0,5 mol/L, foi
preparada medindo 21,5 mL do acido concentrado (70% e d=1,67) e diluindo a 500 mL,
com agua desionizada. A solucdo de acido sulfurico 0,5 mol/L foi obtida por medi¢do
na propor¢ao de 27,8 mL do &cido concentrado (98% e d=1,84) para 1 L de solugdo. Por
diluicdo desta solucdo (10 mL para um baldo volumétrico de 100 mL) preparou-se a
solucdo de acido sulfurico 0,05 mol/L. A solugdo tampao de acetato foi preparada por
dissolugdo de 136,0 g de acetato de s6dio num volume final de 2 L (0,5 mol/L), com
agua desionizada, e o valor de pH acertado com um eléctrodo de pH combinado (Hanna
Instruments 30) usando uma solu¢ao de acido acético preparada por dilui¢ao de 7,25 mL
do acido concentrado (96% e d=1,06) ao volume final 250 mL (0,5 mol/L). Com o
mesmo procedimento, a solugcdo tampdo de fosfato foi preparada por mistura de
solugdes de K;HPO4 0,1 mol/L (17,4 gem 1L) e KH,PO4 0,1 mol/L (13,6 gem 1 L).
Nestes ensaios, a voltametria ciclica foi aplicada com as condigdes
experimentais definidas para a medi¢ao da solug¢do redox, exceto no numero de ciclos
que foram 5. Como objetivo, mediram-se as intensidades de corrente do pico anoddico

nos voltamogramas ciclicos obtidos.
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Para o estudo de qual a velocidade de varrimento mais adequada para a analise
voltamétrica, usou-se uma solugdo de CAF 0,0312 mol/L preparada com o meio (pH)
selecionado no passo anterior. As velocidades de varrimento testadas foram: 0,1; 0.2;
0.3; 0.4; 0.5; e, 0.6 V/s. Nestes ensaios € nos a seguir apresentados, as condicdes
experimentais de voltametria ciclica mantiveram-se iguais as usadas anteriormente, pois
a velocidade de varrimento usada, correspondeu a selecionada, e os voltamogramas
ciclicos obtidos foram analisados de forma a obter a intensidade de pico anddico. A
velocidade de varrimento que permite obter o maior sinal de intensidade de corrente no

pico anodico foi selecionado e usado em todas as seguintes andlises voltamétricas.

Solu¢des padrio de calibracio. As solucdes padrao de calibragdo foram preparadas
por diluicdo de uma solucao de 0,5 g/100 mL de CAF, no intervalo de 8 a 2006 mg/L.
Todas as solugdes analisadas tinham o meio i6nico de H,SO4 0,1 mol/L. Os resultados
retirados dos voltamogramas ciclicos obtidos foram as intensidades de pico e a
respectiva meia area do pico (4rea da primeira metade do pico) para os picos onde
mostravam variacao no sinal em func¢do da concentragdo de cafeina. Com estes 2 dados
voltamétricos pretendeu-se qual o melhor pardmetro para estabelecer a relacdo linear

com a concentracao de CAF.

Extratos de café. Os extratos de café preparadas para a anélise por HPLC foram usadas
na andlise voltamétrica ciclica. Todas as solugdes foram preparadas por medi¢do de 5
mL do extrato de CAF, que foi preparado para os ensaios de HPLC, e 5 mL do meio
i6nico o meio idnico de H,SO4 0,1 mol/L para um baldo volumétrico de 25 mL, cujo

volume foi ajustado com agua desionizada.

2.7. Analise estatistica

O trabalho implicou a organiza¢do dos dados, calculo de médias, desvios
padrdes, outros parametros de avaliagdo de erros, bem como, a regressdo linear e todas
estatisticas associadas através do programa de célculo Excel.

Na andlise multivariada com regressdo pelo método dos minimos quadrados
parciais (PLS) usou-se o programa de estatistica R. Todos os procedimentos de

avaliacdo do modelo PLS, como as técnicas de validacao cruzada (LOOCYV e K-folds) e
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de divisdo dos dados em grupo de treino e teste foram também desenvolvidos com este
programa.

A regressao PLS ¢ uma técnica geralmente usada para previsdo e que tem a
capacidade de reducdo de informag@o usando componentes principais quer nas variaveis
independentes quer nas varidveis dependentes (Maroco, 2007). Uma grande vantagem ¢
ndo ser afetada pela multicolinearidade das varidveis independentes. Como nos
voltamogramas ciclicos se tem um grande niimero de varidveis explicativas, € muitas
destas correlacionadas, hd um elevado risco de se obter um modelo bem ajustado e com
pouco ou nenhum poder de predi¢do. Por isso, ¢ necessario verificar a capacidade de
previsdao para cada varidvel latente adicionado de forma a ndo incluir informacgao

redundante.
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3. Resultados

Nesta secc¢ao do trabalho apresentam-se os resultados obtidos da analise por HPLC e

por voltametria ciclica quer de solugdes padrao quer das amostras de café.

3.1. Analise por HPLC

Com o objetivo de determinar os niveis de cafeina em amostras de café
comegou-se por estabelecer a calibragdo do equipamento de HPLC. Na Figura 8 mostra-
se o cromatograma tipico obtido da andlise de uma amostra de café (amostra do Brasil),

onde se verifica que o pico da CAF elui ao tempo de retengdo 5,72+ 0,08 min.

0.14 ,
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0.08

Sinal

0.06
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- L/N\,\/K
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de retencao, min

Figura 8 — Cromatograma tipico de uma amostra de café

A calibracdo do HPLC foi efetuada no intervalo dindmico de concentracao de
CAF entre 24 e 200 mg/L. A relacdo entre a area do pico da CAF e a respectiva
concentragdo foi representada por um modelo linear de declive de 975x10%+£6x10°
(sensibilidade elevada) e ordenada na origem, de 15x10*+7x10*. Verificou-se que os
pontos experimentais da calibracdo seguem uma tendéncia linear quer visualmente quer

pelo coeficiente de correlagdo de 0,99990 (o coeficiente de determinagdo, R?, indica que
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99,99% da variabilidade dos dados sdo explicados pelo modelo linear). Os limites de
detec¢do e quantificacdo calculados a partir das estatisticas da reta de calibragdo foram
de 2,44 e 7,40 mg/L, respectivamente, estando a baixo do intervalo dinamico definido
para a calibracao.

Na verificagdo do desempenho de previsdo do modelo linear obtido usaram-se 3
solugdes de controlo de qualidade (SCQ) de concentragdes 59, 101 e 169 mg/L (niveis
baixo, médio e alto). No estudo da repetitividade, o método mostrou ser reprodutivel
pois as concentracdes médias obtidas para as trés SCQs (59,440,9; 106,7+0,6; e, 168+2
mg/L) tiveram desvios padrdo relativos percentuais (Sr%) inferiores a 1,7% (precisdes
aceitaveis). No caso do estudo da exatiddao obtiveram-se erros relativos percentuais
(Er%) de 0,6%, 5,5% e 0,7%, respetivamente, para as SCQs de concentragio crescente.
O resultado obtido para a solucdo de 101 mg/L ndo foi o melhor mas considerou-se
tratar de uma situacdo pontual, talvez na preparagdo da solugdo, uma vez que no estudo
de precisdo intermédia (andlise desta solu¢do em 5 dias diferentes), o Er% para esta
solugdo foi de 0,3% mostrando uma exatidao aceitavel. O Sr% para este estudo foi de
0,4%, que confirma a precisdo aceitavel da metodologia desenvolvida.

A qualidade analitica do método de HPLC também foi verificada com a amostra
Portuguesa de café que foi preparada 4 vezes, usando o procedimento descrito na sec¢ao
2.3, mas com diferentes tempos de ebulicdo (entre 15 a 40 minutos) para verificar se o
procedimento de preparacdo da amostra funciona. Os resultados mostram uma precisao
aceitavel (Sr%=4,7%), concluindo-se que quer a analise por HPLC quer a preparacdo da
amostra permitem resultados reprodutiveis.

Na Tabela 4 e Figura 9 apresentam-se os resultados médios obtidos, de trés
repetigdes, da andlise da CAF em solugdes de café que resultaram da extragdo de CAF
de 2, 0 g de cada amostra de café em 20 mL de agua desionizada, apds 15 minutos de
ebulicdo. Os resultados evidenciam uma grande variabilidade de concentracdo de CAF
nas amostras de café que variaram entre 18 e 95 mg/g de café, ou seja, niveis
percentuais entre 1,9% e 9,5% de CAF no café. O café com maior concentracdo de CAF
foi o de origem Costa do Marfim e, o de menor concentracdo, o café de Costa Rica.
Também as mostras de Brasil, Coldmbia, Guatemala e Timor apresentam niveis baixos.

Os niveis de CAF no café variam conforme o género do grao de café, a sua
origem geografica e o processo de torra aplicada. H4 estudos onde os niveis de cafeina
no café sdo baixos, como por exemplo, o estudo apresentado por Belguidoum et al.

(2014), onde os niveis de cafeina no café variaram entre 0,01 e 0,2%. Por outro lado, o
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trabalho de Hecimovic et al. (2011) apresentou niveis mais elevados de percentagem de
cafeina, variando entre 0,6 e 2,6 %, estando dependente do Pais de origem do café e do
grau de torra. Este trabalho serviu de referéncia para o procedimento de extracdo da
cafeina, com algumas modifica¢cdes. Na mesma ordem de grandeza, Silvarolla et al.
(2000) obteve niveis de cafeina a variar entre 0,46 e 2,82% em grdos de café¢ Ardbica

com proveniéncia da Etiopia.

Tabela 4 — Concentragdes médias de cafeina no café

Pais Concentracao, S, st% % no café
mg/g de caf¢  mg/g de café

Angola 46,1 0.8 1.8 4,6
Brasil 21 1 6.2 2,1
Camaroes 27,0 0,3 1,3 2,7
Colombia 20,1 0,3 1,6 2,0
Costa do Marfim 95 4 4,0 9,5
Costa Rica 18,7 0,5 2,6 1,9
Guatemala 22 1 4.4 2,2
fndia 51 2 4,5 5,1
Portugal 61 3 4.7 6,1
Sao Tomé 71 2,5 3,5 7,1
Timor 19,4 0,8 4,1 1,9
Uganda 34 1 3.9 34
Vietnam 40 1 3,4 4,0

s — desvio padrio; sr% - desvio padrdo relativo percentual
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Figura 9 — Concentragdes médias de cafeina no café
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Neste trabalho obtiveram-se niveis superiores a 2,8% de cafeina no café¢ em 7
das amostras analisadas (Angola, Costa do Marfim, India, Portugal, Sdo Tomé, Uganda
e Vietnam), o que leva inferir, considerando que sdo resultados médios provenientes de
ensaios independentes, que realmente sdo amostras com elevados niveis de cafeina. A
Figura 9 mostra que as amostras analisadas apresentam variabilidade aceitavel para

proceder com estudo de andlise de cafeina por voltametria ciclica.

3.2. Analises por voltametria ciclica

3.2.1. Solucdo redox

No estudo do comportamento dos eléctrodos construidos usou-se a solugdo padrio
redox de ferrocianeto/ferricianeto preparada com solucio tampao de fosfato a pH=7,00.
Na Figura 10 mostra-se um exemplo tipico do voltamograma ciclico obtido para esta
solugdo com o eléctrodo C. A figura permite verificar que os picos anddicos e catddicos
sdo semelhantes, indicativo de que o composto analisado mostra uma reagao proxima da
reversivel. Na Tabela 5 apresentam-se os parametros médios (resultados de 3
repeti¢des) da intensidade de corrente do pico anddico e catddico, bem como, os

respetivos valores de potencial medidos nos voltamogramas ciclicos das solu¢des redox.
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Figura 10 — Voltamograma ciclico tipico para a solugdo redox obtido com o eléctrodo C

(V=0,4 V/s; Elétrodo de referéncia Ag/AgCl)
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Os dados apresentados mostram que a razdo das intensidades de corrente do pico
anddico e catodico, Ipa/lpc, foram préximos da unidade, esperado para um sistema
reversivel. Também se verificou que a diferenga entre os potenciais dos picos anddico e
catoédico (AE = Epa - Epc) sdo altos (por exemplo, o de carbono vitreo ¢ de 102 mV)
mostrando que ha um afastamento da reversibilidade (quanto menor ¢ este valor, mais
reversivel é o processo). De salientar que para o sistema redox usado, onde ocorre a
transferéncia de um electrao, o valor de AE deveria ser de 59 mV. Assim, todos os
resultados mostraram que os eléctrodos de trabalho usados analisaram a solugdo redox

de ferrocianeto/ferricianeto como um processo quase-reversivel.

Tabela 5 — Parametros obtidos dos voltamogramas ciclicos da analise a solu¢do redox

com os eléctrodos construidos

Eléctrodo Ipa/Ipc AE =Epa—Epc, E°=(Epc+ Epa)/2,
mV mV
C 1.02+0.02 500+£10 193+6

C Pb0O7,5% 0.92+0.02 473423 203£12
C_Cu07,5% 1.09+0.03 35549 208+5

C _Pb0O,15% 0.97+0.04 365+10 212+10
C_Pb0,7,5% 1.04+0.06 347+12 21346
C_ALO315% 0.92+0.02 387+12 202+15

Neste ponto, os eléctrodos C Cu,07,5%, C PbO:15%, C Pb0O,7,5% e
C_Al,0315% mostram melhor desempenho eletroquimico do que C Pb0O7,5% e C,
cujos valores de AE sdo superiores a 470 mV. Em relagdo aos valores de E°, o potencial
redox para uma reacdo reversivel em equilibrio, os 6 eléctrodos de trabalho mostraram
resultados semelhantes como esperado, por terem sido preparados com o mesmo

material de base: grafite e resina epoxilica (Araldite).

3.2.2. Condicoes voltamétricas para andlise de cafeina
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Para a andlise de CAF por voltametria ciclica foi necessario estabelecer qual o
meio i6nico e valor de pH mais adequado. Neste estudo usaram-se varias solugdes de
CAF de concentracdao de 0,08 mol/L e com diferentes meios idnicos para estabelecer
diferentes valores de pH na solucao: pH 0,56 com &cido perclérico 0,1 mol/L; pH 1,01
com acido sulfarico 0,1 mol/L; pH 1,87 com acido sulfurico 0,01 mol/L; pH 5,00 com
solugdo tampdo de acetato 0,1 mol/L; pH 7,00 com solu¢ao tampao de fosfato 0,1
mol/L.

Na Figura 11 mostram-se, para cada valor de pH, os voltamogramas ciclicos de
todos os eléctrodos de trabalho selecionados. Os voltamogramas ciclicos mostram 3
picos representativos da oxidacdo da CAF (confirmado na sec¢do 3.2.3; voltamogramas
de uma reagdo nao reversivel), comuns aos seis eléctrodos selecionados, mas
dependente do valor de pH do meio.

Como a figura mostra, os trés picos referidos estdo presentes nos voltamogramas
ciclicos das solu¢des com pH 0,56 e 1,01, em todos os eléctrodos selecionados. O pico 3
perde intensidade de sinal a medida que o valor de pH aumenta. Também se verificou
que este pico mostra melhor perfil ao pH 1,01 do que ao pH 0,56. Os eléctrodos
C Pb0O7,5%, C Cu207,5%, C PbO215% e C Pb0O27,5% mostraram um pico extra
numa posicdo que depende do eléctrodo usado, mas, em geral, aparece dentro do
intervalo de -0,4V e +0,4V. Este pico corresponde ao ido metalico que resulta da
dissolugdo 4cida do 6xido de metal presente na superficie do eléctrodo de trabalho.

Na Figura 12 mostram-se as relagdes encontradas entre a intensidade de corrente
do pico anddico e o respectivo valor de pH para os seis eléctrodos de trabalho, usando a
informagdo do picol. Tal como se visualiza, os sinais mais elevados foram obtidos para
as solugdes de dacido sulfurico (pH 1,01 ou 1,87). Por isso, todos os ensaios
voltamétricos a seguir apresentados foram realizadas com o acido sulftrico 0,1 mol/L
por permitir ter sinais com valores de intensidade de corrente aceitaveis e picos (1, 2 e
3) melhor definidos em todos os eléctrodos de trabalho.

No estudo da velocidade de varrimento e usando as melhores condigdes de meio
e pH (4cido sulfurico 0,1 mol/L e pH 1,01) selecionadas pelo passo anterior e testaram-
se as velocidades de varrimento do potencial de 0,10 a 0,60 V/s. As restantes condi¢des
experimentais, concentragdo em CAF e pardmetros para a voltametria ciclica, mantem-

se iguais as usadas anteriormente.
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Na Figura 13 fez-se a representacdo grafica da relacdo entre a intensidade de
corrente do pico anddico 1 e os valores da raiz quadrada da velocidade de varrimento do
potencial. A figura mostra evidéncia de que s6 a partir da velocidade de varrimento 0,40
V/s (WV=0,6 V""*/s""), o valor de intensidade de corrente do pico se mantem constante.
Por isso, selecionou-se este valor para ser usado em todas as seguintes analises
voltamétricas, por permitir uma transferéncia rapida de eletrdes na superficie do
elétrodo de trabalho e a intensidade de corrente obtida estar limitada pela difusdo do

composto em analise para a superficie do elétrodo.
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Figura 13 - Intensidade de corrente do pico anddico 1 e os valores de velocidade de

varrimento do potencial com a raiz quadrada
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3.2.3. Calibracdao voltamétrica

Solu¢des padrio de calibracio. As solucdes padrao de calibragdo foram preparadas
por diluicdo de uma solugdo de 0,5 g/100 mL de CAF, no intervalo de 20 a 2006 mg/L.
Todas as solucdes analisadas tinham o meio i6nico de H,SO4 0,1 mol/L. Na Figura 14
mostram-se voltamogramas ciclicos das 5 solugdes padrio de calibragdo mais
concentradas para cada um dos eléctrodos de trabalho selecionados. Todas as figuras
mostram 2 picos anddicos (aproximadamente a +0,82 e +1,7 V) e 1 pico catddico
(aproximadamente a -0,82 V) com variacdo na intensidade de corrente associada a
variagdo da concentragio de CAF na solugcdo. Nos voltamogramas ciclicos dos
eléctrodos de trabalho C_Pb07,5%, C PbO,15% e C Pb0,7,5% aparece outro pico
anddico, a aproximadamente a -0,3V, que corresponde ao ido metalico que se dissolve
do 6xido de metal que faz parte da composicao da superficie do eléctrodo. No eléctrodo
C Cuy07,5%, este pico aparece a potencial mais elevado, a aproximadamente +0,28 V.

Também se pode verificar que voltamogramas obtidos para os eléctrodos
C Pb0,7,5% e C_AlO3;15% apresentam maior consisténcia com a variagdo das
concentragdes de CAF nas solu¢des padrdo de calibragdo analisadas nos trés picos
identificados como resultantes da analise da CAF.

Para salientar este facto, na Figura 15 apresentam-se 3 graficos evidenciando a
zona de varia¢do do sinal intensidade de corrente em fun¢do do potencial de cada um
dos trés picos, para as 5 solugdes padrao de calibragdo, obtidos para o eléctrodo
C_ALOs15%.

Os dados retirados de cada um dos trés picos dos voltamogramas ciclicos
obtidos da analise as soluc¢des padrdo de calibragdo foram a intensidade de pico anddico
e a respectiva meia area do pico. Na Tabela 6 mostram-se os parametros obtidos das
calibragdes efetuadas usando estes dados. Como se esperava, a maior parte dos
eléctrodos mostraram uma tendéncia linear entre os sinais de intensidade de corrente do
pico anddico ou a respectiva meia area do pico e as concentragdes de CAF, para os trés
picos identificados. De salientar que, o software do potenciostato ndo permitiu nas
solugdes com concentracdo mais baixas em CAF medir o valor da intensidade de
corrente do pico nem o da meia area do pico, mesmo com o pico definido, dificultando a

calibragdo a valores mais baixos.
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concentradas para cada um dos eléctrodos de trabalho selecionados.



0.004 7
—
<
S 0003 -
[
)
c
g
= .002 1
5 000
(8]
o
°
o ]
S o0.001
©
)
w
=
7] 0
L o
£
0.0045 1
<
3 o003 |
o
=
© 0.0025 -
S
g
o
(8]
@ 0.0015 -
°
o
®
g 00005 -
w
g
< -0.0005 -
£
0.0035 1
—  0.003 -
]
= 0.0025 -
o
=
g 0002 -
S
S
9 0.0015 -
s
o 0.001 1
®
5 0.0005 ]
e
S 0
<
= -0.0005 -
-0.001 -

C_Pb0215%

=

C_Pb027,5%

C_Al20315%

36

===2000 mg/L
1500 mg/L
771000 mg/L
=600 mg/L
400 mg/L

===2000 mg/L
1500 mg/L
“7771000 mg/L
=600 mg/L
—400 mg/L

===2000 mg/L
1500 mg/L
7771000 mg/L
=600 mg/L
=400 mg/L

0.8 0.3

Potencial (V)

2.2

Figura 14 - Voltamogramas ciclicos das 5 solu¢des padrdo de calibracio mais

concentradas para cada um dos eléctrodos de trabalho selecionados (continuagao).



37

Pico 1 Pico 2 Pico 3

0.001 72000 mg/L 0.0035 1

C_A|20315% ——1500 mg/L °]

0.003 -
0.0008 - 1000 mg/L -0.0002 -
600 mg/L 0.0025 |

| 400 mg/L
0.0006 0.002 -0.0004 -

0.0004 - / k 00015 1 -0.0006 -
/
0.001 |
0.0002 - -0.0008
0.0005 |
0 T T ) 0 T . T ) 0.001 -

0.6 0.8 1 12 12 14 16 18 2 1.3 ER| 0.9 0.7 0.5
Potencial (V) Potencial (V) Potencial (V)

Intensidade de corrente (uA)

Figura 15 — Voltamograma ciclicos evidenciando cada um dos trés picos obtidos para o

eléctrodo C_Al,0315%.

Os resultados dao evidéncia, como ja tinha sido referido anteriormente, que os 3
picos analisados estdo diretamente dependentes da concentragdo de cafeina em solucao.
As diferengas nos resultados sdo evidentes pois a relagdo linear obtida com os dados de
intensidade de corrente do pico sdo superiores aos obtidos com os da drea do meio pico.
Por esta razdo, na avaliagdo do desempenho dos modelos obtidos usaram-se somente os
dados referentes as intensidades de corrente do pico.

As calibragdes mostraram que nos eléctrodos C, C_Pb0,7,5% e C_Al,0315% os
resultados do pico 1 sdo coerentes com a variacdo da concentragdo de cafeina nas
solugdes padrao de calibragdo, mas com menor variagdo dos pontos a reta ajustada.
Estes dois ultimos eléctrodos e o eléctrodo C_Cu,07,5% permitiram medigdes lineares
no pico 2 para concentragdes superiores a 2,0 mmol/L ou 400 mg/L, ao contrario dos
restantes eléctrodos considerando que a curvatura do pico ndo estd bem definida (ver
Figura 14) e, por isso, ndo foi possivel estabelecer o potencial correto do pico. De
salientar que os valores de intensidade de corrente obtidos no pico 3, mostraram uma
relacdo linear evidente, com exce¢do do eléctrodo C que mostrou uma relagdo

polinomial de 2° grau e do eléctrodo C_Cu207,5%, que ndo mostrou pico mensuravel.



Tabela 6 - Parametros obtidos das calibracdes lineares efetuadas usando os dados voltamétricos medidos.
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Intensidade de corrente do pico, HA

Area do meio pico, pA?

Intervalo de Intervalo de
Eléctrodo Concentracdes, uM Declive Ord.Orig. R Concentracdes, uM Declive Ord.Orig. R
Pico 1
C [40; 2006] 0.101 89.7 0.910 [40; 2006] 0.0234 6.2 0.937
C_Pb07,5% [40; 2006] 0.185 103.6 0.946 [40; 2006] 0.0421 6.0 0.952
C_Cu,07,5% [401; 2006] 0.106 96,2 0.979 [401; 2006] 0.0501 -16.4 0.970
C_Pb0,15% [101; 2006] 0.140 84.9 0.956 [101; 2006] 0.0269 5.5 0.987
C_Pb0,7,5% [101; 2006] 0.197 89.3 0.953 [101; 2006] 0.0374 1.9 0.991
C_Al,0315% [40; 1500] 0.204 70,39 0.981 [40; 2006] 0.0189 6.0 0.981
Pico 2
C Nd nd nd nd [40; 2006] 0.127 18.2 0.985
C_Pb0O7,5% Nd nd nd nd [40; 2006] 0,217 20.4 0.987
C_Cu,07,5% [201; 2006] 0.632 216.6 0.990 [201; 2006] 0.229 11.9 0.991
C_Pb0,15% [401; 2006] 0.295 317.1 0.856 [101; 2006] 0.154 22.9 0.983
C_Pb0,7,5% [1003; 2006] 0.448 336.8 0.986 [1003; 2006] 0.168 54.3 0.986
C_Al,0315% [401; 2006] 0.323 262.0 0.997 [40; 2006] 0.141 23.8 0.977
Pico 3
C [401; 2006] -0.072 -26.6 0.986 [401; 2006] -0.0151 -11.3 0.987
C_Pb07,5% [602; 2006] -0.087 -32.5 0.982 [601; 2006] -0.0269 -10.1 0.995
C_Cu,07,5% Nd nd nd nd nd nd nd nd
C_Pb0,15% [601; 2006] -0.110 12.7 0.989 [601; 2006] -0.0275 1.9 0.994
C_Pb0,7,5% [601; 2006] -0.150 40.7 0.984 [601; 2006] -0.0393 12.92 0.983
C_Al,0315% [601; 2006] -0.075 -29.5 0.999 [601; 2006] -0.0201 -10.36 0.989

nd — ndo definido
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Na globalidade, os eléctrodos C_Cu,07,5%, C_Pb0,7,5% e C_Al,0315% foram
0s que apresentaram maior consisténcia na analise quantitativa atendendo que
mostraram possibilidade de estabelecer modelos de calibragdo para, pelo menos, dois
picos com resultados razoaveis ao nivel do modelo ajustado e com maior proximidade
dos pontos experimentais a reta ajustada. De entre estes trés eléctrodos salienta-se o de
C_Al0O315%, que mostrou ser mais robusto as variagdes laboratoriais.

No estudo quantitativo com estes ultimos eléctrodos quer com solucdes de
controlo de qualidade, para avaliar a precisdo e exatiddo dos modelos de calibragao
obtidos, quer com as solu¢des de extrato de cafeina das amostras de café obtiveram-se
resultados com erros elevados. Considerando a qualidade dos modelos apresentados na
Tabela 6, esta situacdo era esperada, justificando-se pelo facto de as andlises
voltamétricas terem sido efetuadas em diferentes dias em condigdes de temperatura
ambiente ndo controladas, onde as varia¢des foram mais de 10 °C.

No sentido de mostrar que os voltamogramas ciclicos das amostras de café tém
informagdo quantitativa da cafeina, no estudo seguinte correlaciona-se esta informagao
com as concentragdes de cafeina obtidas por HPLC, usando métodos estatisticos de

calibragdo multivariada.

3.2.4. Anadlise de amostras de café

As amostras de café preparadas para a analise por HPLC foram usadas na
analise voltamétrica ciclica. Todas as solugdes foram preparadas por diluicdo de 5 mL
da solucdo de extragdo de cafeina e de 5 mL de H,SO4 0,5 mol/L a 25 mL. Na Figura 16
mostram-se os voltamogramas ciclicos das 13 amostras obtidos com cada um dos
eléctrodos de trabalho selecionados.

Os voltamogramas mostram que a matriz do extrato de café alterou o aspecto do
voltamograma principalmente no intervalo de potenciais entre 0,5 e +1,3 V, que
corresponde a zona do pico 1. De referir que a matriz do extrato de café poderd também
estar a influenciar a informacao da CAF nos picos 2 e 3.

Foi no sentido de averiguar estas possibilidades que se pretendeu verificar se era
possivel correlacionar os voltamogramas ciclicos dos extratos de café com a informacgao
quantitativa da cafeina obtida por HPLC. Para simplificar o estudo usou-se apenas a
informacgdo do voltamograma correspondente ao pico 1 e 2, ou seja, ao intervalo de

valores de potencial anodico entre 0 e +2 V.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos das 13 amostras para cada um dos eléctrodos de

trabalho selecionados. ANG — Angola; BRA — Brasil; POR — Portugal; CAM — Camardes; COL —

Coldémbia; CDM — Costa do Marfim; CR — Costa Rica; GUA — Guatemala; IND — india; ST — Sdo Tomé
e Principe; TIM — Timor; UGA — Uganda; VIE — Vietnam.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos das 13 amostras para cada um dos eléctrodos de
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Como exemplo, na Figura 17 mostra-se a informagdo presente nos
voltamogramas ciclicos parciais das amostras obtidos pelo eléctrodo C_Al,0315%. A
figura mostra que os voltamogramas ciclicos das diferentes amostras de café sdo
semelhantes no perfil e que as variagdes podem apresentar informagao sobre os niveis

de cafeina presentes.
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos parciais obtidos pelo eléctrodo C_Al,0315% para

13 amostras analisadas no intervalo anddico de 0 a +2 V. ANG — Angola; BRA — Brasil; POR
— Portugal; CAM — Camardes; COL — Colombia; CDM — Costa do Marfim; CR — Costa Rica; GUA —
Guatemala; IND — India; ST — Sdo Tomé e Principe; TIM — Timor; UGA — Uganda; VIE — Vietnam.

Para confirmar esta possibilidade usou-se o método supervisionado PLS para
obter modelos de estimacdo, uma vez que, se verificou que os dados de concentracdo de
CAF obtidos por HPLC mostravam alguma discordancia com os da voltametria ciclica.
Para diminuir a variabilidade dos dados usou-se as médias das concentragdes e
voltamogramas ciclicos parciais em cada amostra. Para efeitos comparativos fixou-se
em 9, o nimero de componentes principais para os modelos PLS. Na Tabela 7
apresentam-se os parametros de estimagdo provenientes da regressdo PLS para os dados
obtidos de cada eléctrodo selecionado.

De forma homogénea, a percentagem de varidncia explicada da varidvel

independente, ou seja, da informacdo presente nos voltamogramas ciclicos parciais, foi
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superior a 99,9%, indicativo que o modelo mostra um bom ajuste aos dados

eletroquimicos.

Tabela 7 — Parametros da regressdo PLS entre as concentragdes e voltamogramas

ciclicos parciais das amostras de café

Elétrodos % VarX % VarY Declive+s ICpecive EPR Rz.djusmdo Valor de p
C 99,93 75,01 1,00+0,08 [0,83; 1,17] 26,15 0,9293 <0,001
C_Pb07,5% 99,92 88,54 1,00+0,05 [0,89; 1,111 17,7 0,9676 <0,001
C_Cu,07,5% 99,98 98,38 1,00+0,02 [0,96; 1,04] 6,66 0,9954 <0,001
C_Pb0,15% 99,95 86,81 1,00+0,05 [0,88; 1,12] 18,99 0,9627 <0,001
C_Pb0,7,5% 99,95 85,65 1,00+0,06 [0,88; 1,12] 19,81 0,9594 <0,001
C_Al,0315% 99,88 80,10 1,00+0,07 [0,85; 1,15] 23,33 0,9437 <0,001

% Var X — percentagem de variancia explicada das variaveis independentes; % Var Y - percentagem de
variancia explicada da variavel dependente; S — desvio padrio; IC — Intervalo de confianga a 95%; EPR —
Erro padrio residual; R” — coeficiente de determinagio; p — probabilidade.

No caso, das concentracdes médias de HPLC, a percentagem de varidncia
explicada esteve entre os valores de 75,0 e 88,6%, valores baixos, com exce¢do do
eléctrodo C_Cu,07,5%, que apresentou um valor mais elevado, 98,4%. Na globalidade,
estes resultados, traduzem-se em modelos PLS de estimacdo fracos, com excecao deste
ultimo eléctrodo, mas, todos significativos na tendéncia linear (valor de p < 0,001). Das
relacdes lineares entre os dados de concentracdo obtidos por HPLC (valores esperados)
e os estimados pelos modelos PLS obtidos verificou-se que os:

- declives sdo proximos do tedrico (a unidade) e com erros razoaveis, como se pode
verificar nos intervalos de confianca;

- valores das ordenadas na origem nao sdo significativos para o modelo linear pois os
valores de p foram sempre superiores a 0,05;

- coeficientes de determinagdo ajustados foram inferiores a 0,99 (com exceg¢do do
elétrodo C_Cu,07,5%) e, por isso, traduzem-se em modelos lineares fracos;

- erros dos modelos levam as mesmas conclusdes, ou seja, em geral elevados e
indicativos de um modelo linear fraco por os pontos estarem afastados da linha de
ajuste.

Com o objetivo de obter modelos de previsdo, os dados analiticos foram testados
no ajuste por regressao PLS com validagdo cruzada, por exemplo, K-folds com ou sem
repeti¢do, bem como, com a divisdo das amostras em grupo de treino e teste. Qualquer

tentativa demonstrou que os modelos obtidos eram também fracos na explicagdo da
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variancia da varidvel dependente (concentracdes de CAF na solugdo) e, por isso, 0s
resultados nao foram apresentados.

Todos os resultados demonstraram que os eléctrodos de trabalho selecionados
permitem obter informacdo sobre a CAF em soluc¢do quer pelos voltamogramas ciclicos
que apresentaram os 3 picos que foram confirmados na sec¢do das calibragdes quer por,
na relacdo de voltamogramas ciclicos parciais com as concentragdes obtidas por HPLC,
terem-se obtido modelos PLS de estimagao com relagdo linear evidente.

De realcar que esta informacgao ¢ relevante para o trabalho futuro pois demonstra
que os eléctrodos selecionados poderdo ser usados na analise de CAF, sendo necessario
otimizar o procedimento analitico principalmente na analise dos extratos de café, onde a
concentragdo de CAF deve ser incrementada. Com maior variagdo dos sinais nos
voltamogramas ciclicos e nas concentragdes espera-se ultrapassar as dificuldades que
foram encontradas neste trabalho. Também sera relevante reunir mais informagdo da
composi¢do nos extratos de café para se perceber a sua influéncia nos voltamogramas

ciclicos e, por isso, na quantificagdo.
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4. Conclusoes

O presente estudo apresenta resultados preliminares da anélise de cafeina e extratos de
café com elétrodos compdsitos de grafite, 6xidos de metal e resina epoxilica. O
desempenho eletroquimico destes elétrodos foi verificado com uma solugdo redox
reversivel e confirmado como aceitavel. Na andlise da cafeina foi possivel identificar 3
picos nos voltamogramas ciclicos que sdo de processo redox da cafeina, indicativo que a
analise voltamétrica permite obter informag¢do de presenca de cafeina em solugdo.
Verificou-se ainda, diferengas acentuadas entre as medi¢des de solugdes sintéticas e
extratos de cafeina. Neste seguimento, este trabalho preliminar de observagdo do
desempenho dos eléctrodos compositos nos extratos de café permitiu definir as
orientacdes do trabalho futuro. Apos otimizar a extra¢dao da cafeina em niveis superiores
aos usados neste trabalho, uma das linhas de investigacdo serd a andlise de cafeina no
extrato de café por calibracdo com adicdo de padrdo (adi¢do de uma solug¢do padrdo
sintética) e, a outra, desenvolver a analise multivariada de calibragdo, linear ou nao
linear, para andlise de cafeina usando somente amostras de extratos de café e os

respectivos voltamogramas ciclicos.
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