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RESUMO

O Acido Clorogénico (ACLO) representa um dos principais antioxidantes naturais
amplamente distribuido em dietas de origem vegetal. Neste trabalho a reducio
eletroquimica desta substancia foi estudada em meio aquoso utilizando-se as técnicas
de Polarografia de Pulso Diferencial (PPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ).
Os polarogramas e voltamogramas mostraram um pico de reducdo do ACLO em
potenciais bastante negativos, pouco definido e muito préximo a descarga do
eletrolito. Varios tipos de surfactantes (anidnico, neutro, cationico) foram estudados
na reducdo eletroquimica do ACLO, mas somente o surfactante catidnico brometo de
cetiltrimetil amonio (BrCTA) proporcionou o deslocamento dos potenciais de pico
do ACLO para valores menos negativos, aumento da defini¢do e corrente de pico.
Utilizando este surfactante e otimizando outros parametros desenvolveu-se duas
metodologias para determinagdo de ACLO. Nas melhores condig¢des, valores de
LOQ de 2,15.107 mol.L™" e 2,74.10® mol.L"! foram obtidos para metodologias de
PPD e VOQ, respectivamente. Bons valores de recuperacao foram encontrados para
analise do padrao de ACLO na presenca das amostras de café e cha, os quais
variaram entre 96,53 e 106,79%. Os métodos propostos apresentaram bons valores
de precisdao e exatiddo, de modo que podem ser excelentes alternativas para
determinacdo de ACLO em amostras de café e cha. Além disso, o uso de surfactante
proporcionou a reducdo polarografica do ACLO e &cido caféico (ACAF) em
diferentes potencias de picos. Assim uma metodologia para determinacao simultanea

destes acidos também foi desenvolvida.

Palavras-Chave: Acido Clorogénico, antioxidantes, café, chéa, determinacao

eletroanalitica;
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ABSTRACT

The Chlorogenic acid represents one of the main naturals antioxidants widely
distributed in vegetal diets. In this work the electrochemical reduction of these
substances was studied in aqueous medium by Pulse Differential Polarography and
(PDP) e Square Wave Voltammetry (SWV) techniques. The polarograms and
voltamograms showed an ACLO reduction peak in at very negative potentials, not
well defined and very close to the electrolyte discharge. Several types of surfactants
(anionic, nonionic, cationic) were studied in the ACLO electrochemical reduction.
However, only the cationic surfactant, cetyltrimethylammonium bromide (CTABTY),
shifted the ACLO peak potentials to values less negative, increased the definition and
peak current. Using this surfactant and optimizing others parameters, two
methodologies for ACLO determination were developed. In the bests conditions,
values of LOQ 2.15 x 107 mol.L"' ¢ 2.74 x 10® mol.L"! were obtained for PPD e
VOQ methodologies, respectively. Good values of recovery were found for analysis
of ACLO standard in presence of the coffee and tea samples, which varied between
96.53 e 106.79%. The proposed methods showed good values of precision and
accuracy therefore they can be an alternative for ACLO determination in coffee and
tea samples. Besides, the surfactant allowed the polarographic reduction of ACLO
and caffeic acid (ACAF) at different peak potentials. Therefore a methodology for

simultaneous determination of those acids was also developed.

Keywords: Chlorogenic acid, antioxidants, coffee, tea, electroanalytical
determination;
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1.INTRODUCAO

O 4cido 5-cafeoilquinico também denominado genericamente por Acido
Clorogénico ¢ um composto polifendlico, reconhecido como um popular
antioxidante natural, o qual esta amplamente distribuido no Reino Vegetal,
principalmente na forma de um bioproduto gerado a partir do metabolismo de
plantas. Sendo, portanto encontrado facilmente e em grande quantidade em dietas de

origem vegetal como frutas, legumes, graos e bebidas como cha, café, vinho e sucos

de fruta. !'-°]

1.1. Aspectos gerais dos compostos polifendlicos

Do ponto de vista quimico, os compostos polifendlicos podem ser definidos
como espécies de ocorréncia natural, que possuem no minimo um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxila ligados, no entanto estes grupos podem ser

substituidos por ésteres, metil ésteres, glicosideos, ete. 171

A natureza quimica destes compostos ¢ muito heterogénea e incorpora uma
ampla variedade de estruturas ou familias, que podem variar a partir de estruturas
livres a conjugadas (polifenolicos ligados a outros compostos pertencentes a outras

classes, ndo relacionadas a estas estruturas, como por exemplo, os glicosideos).!"]

1.2. Classificagdo dos compostos polifendlicos

Os compostos polifendlicos constituem uma miscelanea de grupos de
estruturas organicas, e por isto varias propostas para a classificacdo deste compostos
tém sido apresentadas, no entanto uma bastante simples e util, pode ser feita através

do peso molecular ! destes (Tabela 1)
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Através desta classificagdo, pode-se observar que os acidos hidroxibenzobicos e
hidroxicinamicos estdo incluidos entre o grupo de polifenolicos de baixo peso
molecular; os flavonodides estdo entre os representantes dos compostos de peso
molecular intermedidrio, enquanto que os taninos sdo um exemplo de compostos de

alto peso molecular.

Tabela 1: Principais classes dos compostos polifendlicos em fun¢do do peso

molecular.
Peso Molecular Estrutura  cyuce Fendlica
Cs-C4 Acidos Hidroxibenzoicos
Baixo C¢-Cs Acidos Hidroxicinamicos
Cs-C5-C Flavonodides
Intermediario T30
(C6-Ci)n Taninos Hidrolizaveis
Alto (C6-C3-C¢)n  Taninos Condensados

Onde Cg = anel aromatico

1.2.1. Acidos Hidroxicinamicos

Os Acidos Hidroxicindmicos constituem o mais amplo grupo de compostos
conhecidos como fenilpropandides encontrados abundantemente em dietas de origem
vegetal .l

R2

R1 C=C-C=0
R3 OR

Figura 1: Estrutura Geral dos Acidos HidroxicinAmicos
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O maior representante dos acidos hidroxicindmicos é o éster do Acido Caféico
(18916 qual é chamado de Acido Clorogénico. Dentre outros representantes
importantes desta classe destacam-se: os acidos cinamico, caféico, fertlico, p-
coumdrico e sinapico (Figura 2). Além destes, existem outros dacidos

hidroxicinamicos, os quais sdo constituidos destes principais acidos, quimicamente

associados a outros tipos de compostos, como o 4cido quinico.t"*!"
Figura 2: Estrutura dos principais Acidos Hidroxicindmicos.
HO
@CH :CH_?:O HO CH==CH—C =0
OH OH
Acido Cinimico Acido Caféico
MeO
HO@CH :CH—C|3 =0
oq HO CH :CH—<|3:O
OH
Acido p-coumarico Acido Feriilico
MeO HO
HO CH :CH—C|3:O HO CH—CH—C—O0
MeO OH H O
Acido CO0
Clorogénico
A -d S- r__e
cido Sinapico OH OH

OH
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O acido clorogénico foi isolado pela primeira vez em 1907, na forma de um
complexo cristalino, a partir do qual preparou-se o 4cido puro. A estrutura quimica
deste composto foi estabelecida por Fischer como &cido 3-cafeoilquinico (atualmente

denominado de 4acido 5-cafeoilquinico, de acordo com a IUPAC).!!

No entanto, atualmente o termo acido clorogénico (ACG) ¢ utilizado para
designar a familia de ésteres formados pela esterificacdo de um ou mais derivados do
acido trans-cinamico, com o dacido quinico (&cido 1L-1(OH),3.,4,5-tetra-
hidroxiciclohexanéico)*!'"'%l. Os isdmeros cis dos derivados do 4cido cinamico ja
foram detectados em produtos processados, porém ndo tem sido detectados naqueles

in natura.

Os principais grupos de ACGs sdo:

1. Acidos cafeoilquinicos - (ACQ): éster do acido caféico com acido quinico
(isomeros 3-; 4-; 5-);

2. Acido dicafeoilquinico - (diACQ): éster de dois residuos de acido caféico
com um 4cido quinico (isomeros 3,4-; 3,5-; 4,5-);

3. Acido feruloilquinico (AFQ): éster do acido ferulico com acido quinico

(isomeros 3-; 4-; 5-)

R

10 )—onmon—c—o

Acido Quinico

Figura 3: Estrutura geral dos acidos clorogénicos: Acido cafeoilquinico (R = OH,
isomeros 3-, 4-, 5-), Acido dicafeoilquinico (R = OH, isomeros 3,4-, 3,5-, 4,5-),
Acido feruloilquinico (R = OCH3, isémeros 3-, 4-, 5-).

Na natureza o grupo mais abundante dos ACGs ¢ o ACQ, e dentre o

representante majoritario desta classe encontra-se o acido 5-cafeoilquinico, por esta

razdo, este grupo ¢ o que tem sido mais amplamente estudado.
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Além disso, como destaca De Maria e Moreiral*), outros grupos de familias de
ACGs também foram propostas, tais como 4cidos sinapoilquinicos,
cumaroilquinicos, € os conjugados do &cido caf€ico com diacidos alifaticos (exemplo

acido oxalico e succinico), e acidos cafeoilferuloilquinico!'"]

. No entanto, ao
contrario dos ACQs, estes grupos tem representagdo bastante restrita e desta forma

tém sido muito pouco estudados.

1.3. Propriedades dos polifendlicos

Os compostos polifenodlicos exibem multiplos efeitos biologicos, propriedades
farmacologicas, além de efeitos fisiologicos e propriedades relacionadas a qualidade

dos alimentos.

Estes compostos sdo muito importantes para o ciclo de vida das plantas, pois
participam diretamente do seu metabolismo, sendo sintetizados durante
desenvolvimento normal, contribuindo para o seu crescimento. Além disso, sao
gerados também, em resposta a infeccdes e ferimentos causados por
microorganismos, além de atuarem como agentes protetores contra radiacoes UV,

dentre outros.!"> &1

A presenca dos polifenodlicos nos alimentos de origem vegetal pode contribuir
para certas propriedades tais como: amargura, adstringéncia, cor, sabor, odor e

estabilidade oxidativa dos produtos. !> &14-1¢]

Quanto as propriedades fisioldgicas, ¢ necessario enfatizar que a presenca dos
grupos hidroxila permite a estes compostos a associagdo a proteinas e carboidratos,
desta forma reduzindo a disponibilidade destes macro-nutrientes. No entanto, ¢ a
solubilidade destes, que determina conclusivamente seus efeitos fisiologicos. Os
compostos polifendlicos soltveis sao absorvidos e metabolizados no trato
gastrointestinal, enquanto que os insoluveis sdo simplesmente excretados através das

feses [

Os polifenolicos sdo amplamente conhecidos pela sua atividade e seu poder
antioxidante. Sendo esta habilidade antioxidante intimamente relacionada as
propriedades de captura de radicais livres e espécies altamente reativas de oxigénio,

bem como de quelagdo com ions metalicos (como os metais de transi¢do ferro e o
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cobre), os quais sao conhecidos por catalisar muitas reacdes de formacao de espécies

reativas de oxigénio. ['72°!

Além disso, a presenca dos polifendlicos na dieta humana pode exercer uma
série de efeitos benéficos a saude, pois estes exibem multiplos efeitos biologicos e
propriedades  farmacoldgicas tais como: antiinflamatoria, antialérgica,

antimutagénica e anticarcinogénica.l'~ 42333

Monteiro ' descreve que nas tltimas décadas, muitos estudos in vitro ¢ in vivo
tem levado os pesquisadores a atribuir diferentes propriedades farmacoldgicas aos
ACGs, tais como: atividade inibitoria sobre as integrases que participam da
replicacao do virus HIV; inducao da diminui¢ao dos niveis sanguineos de glicose,
por meio da inibicdo da glicose-6-fosfatase; ligagdo com centros opidides do

cérebro; caracteristicas antimutagénicas; dentre outros.

1.4. Distribuicio de Acidos Clorogénicos em alimentos

Como ja mencionado, os compostos polifenolicos sdo caracteristicos de muitas

plantas, e sdo encontrados praticamente em todos os alimentos de origem vegetal,
portanto estdo presentes consideravelmente na dieta humana. !'!
Os acidos clorogénicos estdo entre os acidos hidroxicindmicos mais

[1,2,36-37] [1,2,36] [1-6.38-39] ,

amplamente distribuidos em frutas , vegetais , cereais

[1,2,40]

bebidas como,sucos de frutas, vinhos , chas de diversas ervas, como a erva mate

[1-241-42] o o g5 [124.11,43-58]

A batata inglesa também ¢ uma importante fonte de acido clorogénico
fornecendo, 50-120 mg por 100g de matéria seca [*!. Como descreve De Maria e
Moreira ' em seu artigo de revisdo, a maga, a casca da jaca, a polpa do marmeleiro
e da graviola também apresentam consideraveis quantidades de ACGs. Além disso,

este acido também estd presente em frutos de acerola °*]

[60]

, péra, laranja, amora,

ameixa ", cereja, uva, tomate dentre outros.

A bebida do café ! % *+11:441 ¢ yma das principais fontes de acido clorogénico
na dieta humana, isso por que este ¢ facilmente solubizado em agua quente. Uma
xicara desta bebida (200mL) pode conter de 20-675 mg, dependendo da espécie de

café e das condigdes de processamento’" ¥
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Os acidos clorogénicos estdo em entre os principais compostos nao-
volateis presentes no café. Sendo que seu contetdo total normalmente varia

conforme a espécie e variedade deste grio. 4344 52-3]

Durante a torrefacao do café os ACGs sofrem degradacao, produzindo
acidos fenolicos livres, e por conseguinte &cidos fendlicos volateis os quais

contribuem para a formagio do sabor e aroma do café processado. [+344 301, 343

A presenga residual destes acidos apos o processamento do café também
pode ser benéfica, tendo em vista a atividade antioxidante destes compostos.[>¢"
Entretanto, teores elevados destes compostos podem promover um impacto
sensorial negativo, como a adstringéncia, provocando assim a desvalorizagao da
qualidade deste produto %51,

Como mencionado no artigo de Moreira e Trugo**!, os acidos

cafeoiquinicos estdo entre os maiores representantes dos acidos clorogénicos no
café, tanto para o robusta quanto para o arabica. E dentre este grupo, o acido 5-
cafeoilquinico esteve presente predominantemente representando 66% do

conteudo total de ACGs no café arabica e 56% no robusta.

Todos os fatos relacionados acima tém contribuido para realizacdo de
inameros estudos envolvendo esses compostos, além de justificarem a realizagao
de novos estudos, quer seja para analise destes compostos no café, assim como em

outros tipos de matrizes.

1.5. Métodos de Andlise dos Acidos Clorogénicos

Intmeros trabalhos tém sido reportados na literatura envolvendo os ACGs,
isso devido as suas propriedades, bem como a grande diversidade de amostras em
que sdo encontrados. Desta forma, serdo apresentados nesta revisao apenas alguns
destes estudos, no intuito de demonstrar as véarias técnicas quem tém sido

utilizadas para analise destes compostos.
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Considerando as varias propriedades destes acidos, assim como as quantidades
consideraveis com que estes compostos sdo encontrados nas dietas alimentares de
origem vegetal, varios métodos tém sido propostos para a analise destes compostos

em diferentes matrizes e através de diferentes técnicas analiticas.

1.5.1. Gravimetria e Volumetria

Como descreve De Maria Y, Charaux desenvolveu o primeiro método
analitico para quantificacdo do acido clorogénico em derivados de plantas. O seu
método foi baseado na precipitagdo seletiva do acido clorogénico com sal de chumbo
neutro, hidrolise acida do clorogenato de chumbo, saponificagdo e extracao com éter.
Apds evaporagdo do éter e o conteudo de acido clorogénico foi determinado por

gravimetria, este método foi bastante utilizado até o final da década de 30.

Um método volumétrico semi-quantitativo do contetdo de acido clorogénico,
foi desenvolvido por Slotta e Neisser, como também descreve De Maria¥. O
método consiste na extragdo aquosa do café seco e desengordurado, precipitacdo com
acetato de chumbo neutro formando o clorogenato de chumbo, este ¢ posteriormente
hidrolisado com acido sulfurico, seguido da adi¢do de solugdo de iodo e a geracao
de iodato através da adicdo de hidréxido de sdédio, para que a solugdo possa ser
titulada com tiossulfato de so6dio. O inconveniente deste método foi a super
estimativa do conteudo de acido clorogénico em decorréncia da reagdo de outros

compostos fenolicos.

1.5.2. Espectrofotometria

Um método espectrofotométrico de baixo custo para andlise de dcidos
clorogénicos em cafés verde e torrado foi desenvolvido por Moores®! ¢
colaboradores, o método desenvolvido ¢ baseado na absorcdo secletiva destes
compostos na regido do ultravioleta (UV). Este método consiste em submeter a
matriz desengordurada a extracdo aquosa, € entdo analis-la sob o comprimento de
onda de 324 nm; em seguida ¢ adicionada ao extrato, uma solucdo de acetato de
chumbo basico, para precipitacdo do clorogenato de chumbo. Apds esse processo o
extrato ¢ novamente submetido a andlise espectrofométrica, € o que se observa ¢ o

desaparecimento de 98% da absorcao, indicando que esta corresponde a presenca de
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compostos da familia de acido clorogénico na matriz. Conseqlientemente, o conteido
de acido clorogénico no café¢ ¢ determinado sob este método pela diferenca na
absor¢cdo no comprimento de onda de 324 nm, antes e depois da precipitagdo com
acetato de chumbo. O inconveniente deste método também ¢ a super estimativa do

conteudo de ACLO, em virtude da reag¢ao de outros fenolicos presentes na matriz.

Ap6s algumas pequenas modificagdes realizadas por Weiss, como descreve De
Maria " 0 método de Moores foi adotado oficialmente pela ”Association of Official

Analytical Chemists” (AOAC).

1.5.3. Cromatografia Gasosa

De Maria e Moreira *também descrevem que cromatografia gasosa foi
utilizada em 1958 pela primeira vez para analises dos isdmeros individuais de ACQ e
diACQ, onde o extrato de café liofilizado foi submetido a derivatizacao com trimetil-
cloro-silano ou hexametil-disilazano, este foi entdo injetado em uma coluna recheada
de cromatografia gasosa. A analise permitiu uma separacdo razoavel destes dois
grupos de ACGs, tendo sido bastante demorada. O detector utilizado foi o de
ionizacao de chama, e a quantificacdo foi realizada pelo método de padronizagao
externa. Os isdmeros foram identificados pelo acoplamento com a espectrometria de

massas.

Esses mesmos autores também destacam que o desenvolvimento da coluna
capilar de silica fundida permitiu Hughes e Thorpe uma analise em tempo menor do
conteudo de ACQ no café, com maior resolugdo dos isdmeros através das técnicas

CG/EM e CGDIC
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1.5.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Walter ¢ colaboradores %! utilizando a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) isolaram compostos fenolicos da batata doce. As analises foram
realizadas em uma coluna de fase apolar do tipo C18 fase reversa, com deteccao
espectrofométrica operando no comprimento de onda de 313nm. A fase movel
utilizada foi 40% de metanol e 60% de tampao fosfato, pH 3,0. Atravésdesta
metodologia, foram encontrados os isOmeros dos acidos cafeoilquinico e

dicafeoiquinico na amostra de batata doce.

Houve um grande avango na analise dos isomeros das diferentes familias de

[4]

acidos clorogénicos através da CLAE com o desenvolvimento de fases

estaciondrias contendo microparticulas.

[63

Trugo e Macrae [®], por exemplo, obtiveram sucesso nas separagdes

cromatograficas das diferentes familias de ACG (ACQ, AFQ, diACQ ) em amostras
de café soluvel, utilizando uma coluna de fase apolar do tipo 5-ODS. O método
desenvolvido por eles consiste na extragdo do café com (metanol/ dgua 40/60, v/v), e
posterior clarificagdo do extrato com reagente de Carrez (ferrocianeto de potassio +
acetato de zinco), este ¢ entdo submetido a filtracdo em papel quantitativo, e o
filtrado ¢ entdo submetido a andlise cromatografica. As melhores condig¢oes
encontradas para elui¢do foram: um gradiente de metanol em solug¢io 0,01 mol.L™! de
citrato de potassio ajustada para pH 2,5 com solugao de acido cloridrico, aumentando

de 20 para 70%.

Esta metodologia foi aplicada recentemente por Nogueira ¢ Trugo °*! para
analises do contetido de ACGs em cafés soluveis brasileiros e por Monteiro e Trugo

1} em cafés torrado brasileiros.

Ky " ¢ colaboradores utilizando a CLAE como método de anlise,
compararam 5 métodos de extracdo e de acidos clorogénicos presentes em café.
Dentre os métodos utilizados o proposto por Trugo e Macrae > foi 0 mais adequado
no que se diz respeito a pardmetros de repetibilidade, precisdo, rapidez e baixo custo
de andlise. Eles constaram que o reagente de Carrez foi fundamental para
precipitacdo coloidal, particularmente de proteinas e polissacarideos que interferem

nas analises.
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Shahrzad e Bitsch!'" desenvolveram um método de analise simultanea dos
acidos clorogénico, café€ico, fertlico, géalico e elagico, através da CLAE com
detecc¢ao ultravioleta. O método desenvolvido foi baseado em uma eluic¢ao isocratica,
utilizando uma fase moével incluindo 95,6% de dgua. A metodologia apresentou um

limite de deteccao de 0,1 mg/L e foi aplicada em amostras de sucos de uva e cereja.

Além disso, muitos trabalhos tém utilizado CLAE acoplada a um detector
do tipo DAD “diode array detector” para separacdo, identificagdo e quantificacdo de
ACGs, como ¢ o caso de Dawes e Keene > que identificaram a presenca do ACG

além de outros polifendlicos em sucos do fruto kiwi.

Também utilizando a CLAE acoplada a um detector do tipo “diode array

detector”, Mattila e¢ Kumpulainen [

identificaram e quantificaram o &cido
clorogénico (5-ACQ) e outros compostos, em alimentos de origem vegetal (maga,
tomate, batata, café dentre outros), com um limite de deteccao de 0,02-0,07 pg mL,
para os fendlicos estudados; Chang!®”) ¢ colaboradores também utilizaram esta
técnica para determinar polifendlicos como o 5-ACQ em amostras de plasma de rato,

com um limite de detec¢io para este acido de 0,04 pg .mL™" .

Também utilizando a CLAE com detector UV “photodiode array detector”

Filip [*!1 ¢ colaboradores analisaram os 4cidos clorogénico, dicafeoilquinicos e

caféico em amostras de erva mate, com um limite de quantificagdo de 1 ppm.

37] ¢ colaboradores também utilizando esse tipo de detector desenvolveram

Amakura !
uma metodologia através da eluicdo isocratica para determinagao dos acidos
clorogénico, caf€ico, fertilico, galico e eldgico em amostras de sucos de uva, ameixa
e maca. Utilizaram como fase mével uma solugdo dihidrogenofosfato de potassio e

acetonitrila (82:18). Os limites de deteccdo encontrados estiveram entre 0,015-0,03

g

A CLAE acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM) também tem

[68] ytilizando esta técnica

sido uma ferramenta bastante util. Nielsen e Sandstrom
acoplada uma interface de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica e propuseram
uma metodologia para analise de acido clorogénico total, caféico, hidroxicinamatos e
catequinas em amostras urina de seres humanos submetidos a uma dieta rica em

frutas. O limite de detec¢do e quantificacdo encontrados para o conteido de ACGs
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foi 3 e 10 ng.mL", respectivamente. Carini [*”! e colaboradores, também utilizaram
essa técnica para identificarem os compostos polifendlicos antioxidantes em plantas
do tipo Helichrysum stoechas, conhecida por suas propriedades medicinais. Entre os
10 constituintes fendlicos estavam presentes todos os isdmeros do grupo ACQ e dois
isomeros dos diACQ.

A CLAE-EM com ionizagdo por “eletrospray” foi utilizada por Cremin ["!
e colaboradores para desenvolver uma metodologia para determinagdo de acido
caféico, fertlico e 5-ACQ em plasma e urina humana, recolhidos de voluntarios que
consumiram 100 g de ameixa. O método foi capaz de monitorar os niveis destes

acidos induzidos pela dieta. O limite de detec¢ao encontrado para 5-ACQ foi 12,5

nmol. L.

1.5.5. Quimiluminescéncia

Utilizando a inibicdo da reagcdo de quimiluminescéncia do luminol-
hexacianoferrato de potassio por acido clorogénico, He e colaboradores!’!!
propuseram um novo método para determinagdo no contetido total de ACG em

cigarros. O limite de detecgio encontrado por eles foi 5,2 ng. mL™.

1.5.6. Eletroforese Capilar

Sheu ! ¢ colaboradores desenvolveram dois métodos: um de eletroforese
eletrocinética micelar e o outro de eletroforese por zona capilar. Estes foram
utilizados para separacdo de 12 constituintes de uma erva chinesa (Artemisiae
Capillaris Herba). Contudo, somente a eletroforese por zona capilar apresentou
sucesso na analise do 5-ACQ, simultaneamente aos outros 11 constituintes, este
método também pode ser utilizado para determinar a concentragao de alguns
compostos, dentre eles o acido clorogénico, com um limite de deteccao de 0,27-1,24

pg.mL’’ para estes constituintes.
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[73] ¢ colaboradores utilizaram a cromatografia eletrocinética

Polimio
micelar para determinar simultaneamente xantinas e 5-ACQ, em amostras de erva
mate. O detector utilizado foi o do tipo “diode array detector”, cada componente foi
recolhido separadamente e entdo identificado através da espectrometria de massas

(EM). O limite de detecgio encontrado foi de 10'°-10"7 mol.L™".

A eletroforese por zona capilar também foi utilizada por Vaher e Koel ["*,
para separarem e identificarem compostos polifendlicos antioxidantes de ervas

japonesas, cultivadas na Estonia. O 5-ACQ esteve entre os compostos identificados.

1.5.7. Técnicas Voltamétricas

Blasco [7°

I'e colaboradores utilizaram a voltametria de pulso diferencial em
eletrodo de carbono vitreo para caracterizacao analitica de antioxidantes naturais
polifendlicos (acidos hidroxicinamicos e flavonoides). A oxidacdo eletroquimica dos
acidos caf€ico e clorogénico (conteudo total) foi favorecida em tampao Britton
Robinson pH 2. No entanto, este estudo ndo permitiu a discrimina¢do de cada um
destes compostos, pois o potencial de pico foi 0 mesmo para ambos. Além disso,

esta metodologia s6 pode ser aplicada qualitativamente para identificacdo destes

acidos, em amostras comercias de suco de péra e maga.

Kilmartin e¢ Hsu® também utilizaram técnicas voltamétricas como a
voltametria ciclica para o estudo de alguns polifenolicos, como o 5-ACQ. Eles
caracterizaram o comportamento ciclovoltamétrico dos compostos estudados em
eletrodo de carbono vitreo (tampao fosfato pH 7,0). Através da comparagdo das
respostas voltamétricas dos padrdes com as amostras de café e chd, identificaram a
presenca de algumas destas substincias nas matrizes analisadas. Como foi o caso de
5-ACQ, o qual foi identificado no café. Uma estimativa do contetido de 5-ACQ foi
realizada através da comparacao da corrente da amostra com a do padrao.

[77) ¢ colaboradores desenvolveram uma metodologia para

Souza
determinagdo do contetido total de acido caf€ico e clorogénico em suco de laranja.
Este método baseia-se na eletrodeposi¢ao destes compostos sob a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo previamente ativada em bicarbonato de sd6dio. Embora
ndo seja possivel discriminar separadamente estes acidos, este método oferece a

vantagem de ser seletivo, pois através desta ativagao, nao ha a interferéncia do acido
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ascorbico na analise. O limite de detec¢io encontrado foi 1.10° mol.L™!, e o contetido
de acido clorogénico/ caféico nos sucos analisados esteve de acordo com os valores
reportados na literatura.

Além destes, varios outros estudos tem sido dedicados ao ACGs!™*
15,1822.27, 78-81] ytilizando técnicas voltamétricas, no entanto, o enfoque dado a estes
trabalhos tem sido a investigagdo do comportamento eletroquimico destes compostos
e ndo a determinacgdo. Sendo estes trabalhos de grande importancia na elucidagdo dos

mecanismos de oxidagdo destes compostos.

Como pode ser observado, varios métodos para determinagdo dos acidos
clorogénicos tém sido propostos no decorrer dos ultimos anos, no entanto, mesmo
com uma grande diversidade de técnicas empregadas neste intuito, a participacdo das
técnicas voltamétricas ainda ¢ muito pequena se considerado a sua grande

versatilidade.

Além disto, ndo existem estudos reportados para determinagdo
voltamétrica destes compostos utilizando a sua redugdo eletroquimica. Somente um

{nico trabalho foi encontrado na literatura 3%

reportando o desenvolvimento de uma
metodologia para andlise o acido cinamico (ACIN), baseada na sua redugdo. Neste
trabalho, analisou-se eletroquimicamente (eletrodo de Hg) este acido em amostras de
urina, com limite de detec¢ao de 0,1 pg.mL'l. O sucesso no desenvolvimento dessa
metodologia ocorreu em virtude do uso sais de amodnio quaternario, como o

surfactante brometo de cetiltrimetilamodnio (BrCTA).

1.6. Surfactantes

Sao moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofobica (apolar)
e uma porg¢ao hidrofilica (polar).[ 831

A porcao apolar ¢ freqlientemente uma cadeia hidrocarbonada também
chamada de “cauda”, e consiste de uma ou mais cadeias hidrocarbonicas, usualmente
com 6-22 4tomos de carbono, sendo que essas cadeias podem ser lineares ou

ramificadas.!®*%]
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A porgao polar, também denominada de “cabeca” a qual pode ser iOnica
(anidnica ou catidnica), ndo-idnica e anfotera. (835

Em funcao da presenca de grupos hidrofilicos e hidroféobicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (6leo/agua e dgua/dleo). A formagdao de um filme
molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensao interfacial e superficial, sendo
responsavel pelas propriedades tUnicas dos surfactantes. Estas propriedades fazem
com que os surfactantes sejam adequados para uma ampla gama de aplicagdes: nas
industrias como fun¢do de detergéncia, emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade
espumante, solubilizagdo e dispersdo das fases, flotacdo mineral, inibi¢do de corrosao

[83-85

e em eletroquimica 1. onde tém contribuido consideravelmente nos mais diversos

estudos, como € descrito mais a frente.

Quando a concentragao de surfactantes soliveis ¢ aumentada em agua,
propriedades fisicas tais como condutividade e tensdo superficial apresentam um
formato descontinuo, essas descontinuidades indicam a formacdo de agregados
dinamicos de moléculas de surfactantes, chamadas micelas. Para valores abaixo da
Concentracao Micelar Critica (CMC) os surfactantes encontram-se na forma de
mondmeros. 4

Valores de CMC para surfactantes comumente utilizados estdo na faixa de
10* a 102 mol.L™!. A adicdo de sais a solu¢do normalmente diminuem o valor da
CMC.

Acima da CMC, a estrutura micelar ¢ considerada sendo globular ou
esférica e cilindrica, em presenca de agua. Sua estrutura apresenta-se com parte
hidrofobica voltada para o centro da micela, enquanto a cabeca (porg¢ao hidrofilica) ¢
voltada para o solvente, contudo, a estrutura exata das micelas ainda € controversa.
[84]

Quando os surfactantes sdo dissolvidos em solventes apolares formam

agregados com a cauda em face com o solvente, sdo as chamadas micelas reversas.
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Figura 4: Estruturas de surfactantes: (a) monomeros, (b) micela esférica, (c) micela

cilindrica, (d) micela esférica reversa, (¢) micela cilindrica reversa.

1.6.1. Classificacdo dos surfactantes

Uma classificacdo bastante aceita e cientificamente encontrada para os
surfactantes ¢ baseada na dissociacdo destes compostos em agua. 5>

a) Surfactantes anionicos: sdo dissociados em agua na forma de um anion
(parte hidrofobica), e um cation, o qual geralmente ¢ um metal alcalino (Na*, K) ou
amoOnio quaternario.

b) Surfactantes nao-idnicos: ndo ionizam em solug¢do aquosa, porque o
seu grupo hidrofilico ¢ de um tipo nao-dissociavel, tal como alcool, fenol, éter, éster,
ou amida.

¢) Surfactantes cationicos: sdo dissociados em 4gua em um cation e um
anion, normalmente, um halogénio. Uma grande por¢do dessa classe corresponde a
compostos de nitrogénio, tal como amoénio quaternario, com uma ou varias cadeias
do tipo alquila.

d) Surfactantes anféteros: Sao moléculas que se dissociam tanto em

cations, como anions. E o caso de produtos sintéticos como betainas ou sulfobetainas

e substancias naturais tais como aminoacidos e fosfolipideos.
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1.6.2. Uso de surfactantes em estudos eletroquimicos

As solugdes de surfactantes t€ém encontrado aplicagdes na eletroquimica ha
mais de 50 anos.3**¢]

Em polarografia, surfactantes tais como Triton X-100 tem sido utilizados
como agentes supressores de maximos polarograficos. No que diz respeito as
aplicacdes modernas dos surfactantes, estes tém sido incluidos em sinteses
eletroquimicas, catalise, decomposicao de poluentes, andlises e decomposi¢do de
filmes, dentre outros. 343¢]

A presenca de surfactantes em reagdes de transferéncia eletronica entre
sustancias eletroativas e eletrodo pode ter grande efeito na cinética de transferéncia
eletronica dessa reagdo, [3436-881

No entanto, a maior influéncia dos surfactantes na velocidade de
transferéncia eletronica esta relacionada ao bloqueamento dos eletrodos por estas
moléculas, ou pelas interacdes eletrostaticas entre solutos e moléculas de
surfactantes adsorvidas na superficie eletrodica. (345!

A adsor¢do de surfactantes em eletrodos e solubilizacdo de compostos em
agregados micelares pode significar variagcdes no potencial redox, na corrente de
pico, variacao dos coeficientes de transferéncia de carga, nos coeficientes de difusdao
dos processos eletrodicos, assim como a estabilizacdo de intermediarios

eletrogerados. [ 8 4 ’ 8 6 871
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1.7. OBJETIVOS

Considerando a grande potencialidade das técnicas
eletroquimicas no desenvolvimento de metodologias para analises de
diversas substancias eletroativas a baixas concentracoes, a caréncia de
estudos eletroquimicos envolvendo a reducio do acido S-cafeoilquinico
(ACLO) (Estrutura Quimica-Pagina 4), assim como a grande
importancia desse antioxidante natural amplamente distribuido em
dietas de origem vegetal, este trabalho tem por objetivo:

» Desenvolver metodologias eletroanaliticas para determina¢do do antioxidante
ACLO em matrizes alimentares amplamente consumidas no dia a dia, como café
e cha, visando obter um método simples, rapido, de baixo custo e
suficientemente sensivel para determinar o teor desse antioxidante nessas
amostras.

» Investigar a interacdo desses antioxidante com diferentes surfactantes,
considerando o sucesso do uso destes compostos na reducdo do &cido cinamico
(ACIN).

» Investigar o comportamento eletroquimico para redugdo do ACLO através de
técnicas voltamétricas em meio aquoso sobre a superficie do eletrodo de
mercurio, comparando com compostos da mesma classe como o &cido cinamico
(ACIN) e o acido caféico (ACAF).

» Investigar o desenvolvimento de uma metodologia para determinacdo simultanea
dos ACLO com ACAF através da reducao destes; considerando o fato de que
metodologias para determinacdo baseadas na oxidagdo ndo obtiveram sucesso na
distincdo do conteudo desses compostos, quando presentes em uma mesma

amostra.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e solugoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua foi purificada
com um sistema de purificagdo Milli-Q Plus (Millipore).

As solugdes dos padroes de ACAF E ACLO, ACIN (Sigma Aldrich) foram
preparadas separadamente na concentragdo 1,0.10> mol L™ em baldo volumétrico de 10
mL, através da pesagem de quantidades apropriadas das substincias, e dissolu¢do em
metanol. As solugdes foram estocadas em vidro escuro e mantidas sob refrigeracao até a
sua utilizagdo.

As solucdes de trabalho foram preparadas por diluigdo da solugdo estoque em
metanol, momentos antes da utilizagdo ou por adi¢do de aliquotas da solucdo estoque
diretamente na célula eletroquimica contendo o eletrolito suporte.

As solucdes dos surfactantes, cationico brometo de cetiltrimetil amoénio
(Serva), anidnico lauril - dodecil sulfato de sédio (Sigma) e neutro Triton X-100
(Riedel-de-Haén) foram preparadas através da pesagem direta e/ ou dissolucdo até a
concentragdo pretendida em balao volumétrico com agua do sistema MILLI-Q.

As solucdes dos tampdes usadas como eletrdlito suporte foram preparadas da
seguinte forma:

Tampio Britton-Robinson 0,04 mol. L™': foram misturados, 4cido acético
0,04 mol.L! (Merck), acido borico 0,04 mol.L™' (Merck), acido ortofosforico 0,04 mol
L' (Merck). O ajuste do pH desejado foi realizado com hidréxido de sodio 0,2 mol. L™!
(Merck).

Tampao acetato 0,04 mol. L': acido acético 0,04 mol L' (Merck) e NaOH
0,2 mol.L™' (Merck) para ajuste de pH.

Tampao fosfato 0,04 mol L' acido ortofosférico 0,04 mol. L™! (Merck) e
NaOH 0,2 mol. L' (Merck) para ajuste de pH.

[89-90

O reagente de Carrez ! utilizado para tratamento e limpeza da amostra de

café solivel ¢é constituido de duas solugdes:
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Solugao 1: Solucdo de acetato de zinco (Laboratory Chemicals) 21,9% (p/v),
contendo 3 % (v/v) de acido acético glacial (Merck), solubilizado em agua.
Solucdo 2: solugdo 10,6% de ferrocianeto de potassio (Q.M." F. Maya S. A.

Industria e Comércio) solubilizado em agua.

2.2. Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato pAutolab TYPE II (ECO CHEMIE BV) acoplado a um
sistema de multi eletrodos Metrohm 663 VA Stand equipado com um software GPES
para aquisi¢ao dos dados. O eletrodo de trabalho, o eletrodo de mercurio foi usado no
modo de gota pendente (HMDE) para medidas de Voltrametria de Onda Quadrada e no
modo gotejante (4rea: 0,52 mm?) para a as medidas de Polarografia de pulso Diferencial,
Ag/AgCl foi utilizado como eletrodo de referéncia e carbono vitreo como eletrodo
auxiliar.

As medidas de pH foram realizadas em um titulador automatico Titroline alpha
(Shott) no modo “MEDIDAS de pH”, o qual ¢ dotado de um agitador magnético TM
125 Shott.

Um ultra-som UNIQUE modelo ultrasonic cleaner foi utilizado para dissolugado

dos reagentes e para descongelamento das solugdes antes das analises.

2.3. Procedimento para medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas geralmente foram realizadas em uma cela
eletroquimica, contendo 10 mL do eletrélito suporte, este foi entdo desaerado por 10
minutos com N, para minimizar a presenca de oxigénio em solucdo. Utilizando entdo o
eletrolito desaerado, foram registradas as medidas polarogréaficas e voltamétricas, no
intervalo de potencial de trabalho mais adequado para cada medida.

Ap6s registradas as medidas para o eletrdlito suporte, foram entdo adicionadas

solugdes padrao na concentracdo desejada de ACLO e/ ou ACAF, dependendo do estudo
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em questdo, a solugdo foi entdo desaerada novamente, por um tempo de 20

segundos e entdo novas medidas eletroquimicas foram entdo registradas.

2.4. Procedimento para tratamento da amostra de café soluvel

Aproximadamente 0,1g da amostra de café soluvel foi dissolvida em
aproximadamente 5 mL de uma solu¢do de metanol/agua (40% v/v) em um baldo
volumétrico de 10mL com auxilio de banho ultrassonico por 5 minutos. A esse extrato
foi entdo adicionado 400 |L de cada uma das solugdes do reagente de Carrez, apds isso,
o volume foi entdo completado com a solu¢do metanol/ dgua, a solugdo foi entdo agitada
vigorosamente ¢ deixada em repouso por 10 minutos. Esta solugdo foi filtrada em papel
de filtro quantitativo (Schleicher & Schiill) de porosidade 90 mm e em seguida foi
filtrada em filtro 0,45 pm (Pré-Anélise). Para as andlises, o filtrado foi adicionado
diretamente a cela eletroquimica (ja contendo o eletrolito suporte- 10mL) quando
possivel, e quando necessario para efetuar as determinagdes (alta concentragdo do

analito), foi diluido com solu¢ao metanol/agua (40%).

2.5. Procedimento para obteng¢do da amostra de cha de erva mate.

Aproximadamente 0,3 g do cha foi pesado e em seguida aproximadamente 7 mL
de metanol foram adicionados sob essa massa; esse contetido foi levado entdo a um
banho ultrassonico por 10 minutos.Apos esse processo, o extrato foi entdo filtrado em
papel filtro quantitativo (Schleicher & Schiill) de porosidade 90 mm, sendo o filtrado
obtido entdo transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 mL, e o
volume completado com metanol. Para as andlises, essa solugdo foi adicionada
diretamente a cela eletroquimica (ja contendo o eletrolito suporte- 10mL) quando
possivel, e quando necessario foi entdo diluida adequadamente com metanol para assim

poder efetuar as analises.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Reducio eletroquimica do Acido Clorogénico

A reducdo eletroquimica de ACLO foi investigada inicialmente em meio
aquoso de tampao fosfato pH 6,01 (0,04 mol. L), através das técnicas de Polarografia

de Pulso Diferencial (PPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ).

Como pode ser observado na Figura 5, apds varredura no intervalo de -1,20 a
-1,80 V versus Ag /AgCl, o ACLO (2,14.10™* mol.L™") apresentou um unico pico de
reducdo em ambas as técnicas utilizadas, em aproximadamente -1,64 V para PPD e -

1,68 V para VOQ.
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T

-1500

T

T

-1000
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E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 5: Redugcio eletroquimica de ACLO (2,14. 10* mol. L") através das técnicas de:

(a) PPD e (b) VOQ, em presencga do eletrdlito tampao fosfato pH 6,01 (0,04 mol. LY, 0

qual ¢ mostrado pelo polarograma (c) e pelo voltamograma (d).
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O potencial altamente negativo e muito proximo a descarga do eletrolito
contribuiu para a pouca defini¢do do pico de redugdo deste composto, sob as condi¢des
estudadas. Este comportamento mostrou-se bastante similar ao obtido para redugdo do
Acido Cinamico.!®?!

O ACLO, assim como outros derivados dos &cidos hidroxicinamicos (Figura
2) apresentam sua redu¢do bastante dificultada em virtude do efeito indutivo de elétrons
dos grupos hidroxila orto/para na dupla ligacdo, a qual ¢ conjugada ao anel
aromatico.””!

Esse efeito indutivo é responsavel pelo aumento da densidade eletronica na
dupla ligacdo, dificultando a sua redugdo. Esse comportamento ¢ entdo refletido em um
potencial de pico altamente negativo para reducio desses compostos |’} caracteristica
essa que levaria a supressao do sinal analitico, quando fosse aplicado em analises de
amostras reais.

Assim, na tentativa de proporcionar condi¢des favoraveis para redugao do
ACLO, e considerando o sucesso do uso do surfactante catidnico brometo de

82]

cetiltrimetilaménio - BrCTA (Figura 6) na redugdo do Acido Cinamicol®?, investigou-

se a influéncia deste surfactante na redu¢ao de ACLO.

P S U U S
RN

Figura 6: Estrutura quimica do surfactante brometo de cetiltrimetilamoénio (BrCTA).

O estudo da influéncia do surfactante BrCTA 2,02.10* mol.L™!, na reducdo de
ACLO foi realizado em meio aquoso, tampao fosfato pH 6,01 (0,04 mol. L") através das
técnicas de PPD e VOQ.

Como observado naFigura7, o surfactante catidnico influenciou
marcantemente a redugdo do ACLO, para ambas as técnicas utilizadas, PPD e VOQ. A

presenca de BrCTA na redugdo deste 4&cido ndo somente aumentou a corrente de pico
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(Iy), como também promoveu um grande deslocamento no potencial de pico (E,),
aproximadamente 219 mV para PPD e 203 mV para VOQ.

Como apresentado na Figura 8, em concentragdes menores a reducdo de
ACLO nao foi observada. Somente quando adicionado o surfactante catidnico foi
possivel visualizar o pico de reducao deste antioxidante, ja bastante deslocado da
descarga do eletrdlito em aproximadamente -1,43 V para PPD e -1,38V em VOQ, em
virtude da acdo de BrCTA, como demonstrado anteriormente.

Portanto, o uso do surfactante BrCTA para o desenvolvimento de uma
metodologia para determinacdo de ACLO através da sua reducdo, mostra-se de
fundamental importancia, j4 que ndo somente promove o deslocamento do E, para
valores menos negativos afastando da descarga do eletrélito suporte, como também
favorece a reducdo deste 4cido em concentracdes menores, proporcionando condigdes
para sua aplicacdo em matrizes como café e chd, visto que ndo ha interferéncia da

descarga do eletrolito com o pico de redugdo do ACLO.
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Figura 7: Reducdo eletroquimica de ACLO (2,14.10 mol.L™!) através das técnicas de
(A) PPD e (B) VOQ, onde: (a) na auséncia do surfactante, (b) na presenga de BrCTA
2,02.10% mol.L!, (c) e eletrdlito tampao fosfato pH 6,01 (004 mol.L'l),

respectivamente.
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Figura 8: Reducio eletroquimica de ACLO (1,96.107° mol. L!) através das técnicas de
(A) PPD e (B) VOQ, onde: (a) na auséncia do surfactante, (b) na presenga de BrCTA
2,02.10* mol.L™", (c) somente BrCTA 2,02.10* mol.L", (d) eletrélito tampdo fosfato pH
6,01 (0,04 mol.L'l), respectivamente.
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3.2. Influéncia de diferentes tipos de surfactantes

Considerando o sucesso do uso do surfactante cationico BrCTA na reducdo de
ACLO, avaliou-se também a influéncia de outros tipos de surfactantes neste processo,
para isso foram utilizados os surfactantes anionico e neutro, dodecil sulfato de sodio
(SDS) e o surfactante neutro Triton X-100, respectivamente (Figura 9).

No entanto, nenhum deste surfactantes contribuiu satisfatoriamente para o
processo de redu¢ao de ACLO como pode ser observado na Figura 10.

O surfactante SDS ndo promoveu nenhum deslocamento significativo no E,,
enquanto que, o surfactante Triton X-100 promoveu o deslocamento de E,, para valores
ainda mais negativos. Esse comportamento provavelmente ocorre em virtude da
adsorc¢ao do surfactante Triton X-100 a superficie eletrddica, dificultando a reducdo de
ACLO e, portanto deslocando seu E, para valores mais negativos. No caso do
surfactante SDS, o mesmo comportamento nao € observado provavelmente em virtude
de repulsdes eletrostaticas, ou seja, a adsor¢do do surfactante anidnico ¢ impedida, pois
a superficie eletrodica ja se encontra carregada negativamente.

Desta forma, o uso do surfactante cationico BrCTA mostrou-se mais adequado

na redugdo eletroquimica do ACLO, do que os surfactantes neutro e anidnico.

/\/\/\/\/\/\OSO- Na*

3

o-f CH,CH,0],,—OH

Figura 9: Estrutura quimica dos surfactantes: (a) Anidnico: dodecil sulfato de sédio

(SDS) e (b) Neutro: Triton X100.
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Figura 10: Redugdo eletroquimica de ACLO (2,14. 10 mol. L") através das técnicas de
(A) PPD e (B) VOQ, onde: (a) na auséncia de qualquer surfactante, (b) na presenca de
SDS, 2,02. 10 mol.L™!, (c) na presenca de Triton X-100, 2,02. 10 molL™" e (d)

eletrdlito tampdo fosfato pH 6,01 (0,04 mol. L"), respectivamente.
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3.3. Influéncia de surfactantes e sais de amonio quaterndrio.

A influéncia do tamanho da cadeia carbdnica dos ions de amdnio quaternario
sobre a redugiio do ACLO (2,55. 10 mol. L") foi analisada em tampdo fosfato 0,04
mol.L' pH 6,02, utilizando-se os seguintes compostos: brometo de tetrametilaménio
(BrTMA), brometo de tetraectilamoénio (BrTEA), brometo de tetradeciltrimetilamonio
(Br'TDTA) e brometo de cetiltrimetilamonio (BrCTA) (Figura 11).

A diferenca entre os valores de potencial de pico na auséncia e na presenga dos
respectivos sais de amonio quaternario sao apresentados na Tabela 2 e na Figura 12.
Observou-se a partir desses resultados que, quanto maior o tamanho da cadeia carbdonica
do sal utilizado, maior ¢ o deslocamento para potencias de pico menos negativos para
reducdo de ACLO.

Como também ¢ possivel observar nas Figuras 12, 13, 14, 15 e 16 os sais de
amonio de cadeia carbonica menor, BrTMA e BrTEA favoreceram muito pouco a
reducdo do ACLO, enquanto que os de cadeia maior, BrTDTA e BrCTA, foram
responsaveis por um maior efeito sob a redugdo deste acido, ja que proporcionaram um
maior deslocamento dos potenciais de pico para valores menos negativos.

Além disso, os surfactantes BrTDTA e BrCTA também contribuiram para a
maior definicdo do pico de redugdo e portanto maior corrente de pico do ACLO, sendo
que para ambas as técnicas utilizadas, PPD e VOQ, esse processo foi constatado.

Esse comportamento pode ser explicado através da adsorcdo e formagao de
filmes condensados de surfactantes cationicos de amonio quaternario sob a superficie do
eletrodo de mercurio, em regides de potencial altamente negativo!®'®?! Nestas
condi¢gdes a parte polar da molécula estd orientada para a superficie do eletrodo,
enquanto que as cadeias hidrocarbonicas apontam para a solu¢ao, ocorrendo assim a
interacao entre as caudas das moléculas, sendo esta interacdo de “empilhamento” das
cadeias carbdnicas, responsavel pela estabilizagdo da camada de sais de amonio criada

sob a superficie eletrodica. 1
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Figura 11: Estrutura quimica dos sais de amoénio quaternario, onde (a) brometo de
metiltrimetilamoénio, (b) brometo de tetraetil amonio, (c) brometo de tetradeciltrimetil

amonio, (d) brometo de cetiltrimetil amonio.

As interagdes hidrofobicas entre as cadeias carbOnicas se sobrepdem as
repulsdes eletrostaticas entre as cargas dos d&tomos de nitrogénio na superficie eletrodica.
Essa repulsdo ¢ atenuada devido a presenca de grupos metil ligados aos atomos de
nitrogénio. !}

Desta forma, embora os sais de amonio interajam de forma bastante similar
com a superficie de Hg (atracdo eletrostatica), eles ndo apresentam a mesma
similaridade nas interagdes hidrofobicas, em virtude dos diferentes tamanhos de cadeia
carbonica.

Assim, as maiores constantes de adsor¢ao apresentadas para os sais de cadeias
carbonicas maiores sao resultado de uma maior hidrofobicidade, a qual resulta em uma

interagdo mais favoravel ente as cadeias dos ions dos surfactantes adsorvidos ao eletrodo

de Hg, levando a uma maior estabilidade do filme formado sob a superficie eletrodica.
[91]
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Esse comportamento ¢ confirmado por PARIA (88] que ressalta que quanto
maior a cadeia hidrocarbdonica, maiores sdo as for¢as de agregacdo entre as moléculas de
surfactantes. Além disso, este autor ressalta que em interfaces solido-aquosa, interagdes
hidrofobicas podem existir tanto entre os surfactantes e a superficie, quanto lateralmente,

entre as proprias moléculas dos surfactantes adsorvidos.

Com base em todas essas informacgdes ¢ possivel propor que a reducdo do
ACLO foi mais favoravel na presenga dos surfactantes Br-TDTA e BrCTA, por que
esses compostos possuem cadeias carbonicas maiores que BrTMA e BrTEA, sendo
assim adsorvidos mais efetivamente no eletrodo de Hg, o que permite a este 4cido
interagir mais efetivamente com a superficie eletrodica (sofrendo pré-concentracao), e

portanto ser reduzido mais facilmente.

Tabela 2: Influéncia de sais de amonio quaternario (2,42.10"* mol.L™") no potencial de
pico para redugio de ACLO 2,55. 10 mol. L' em tampdo fosfato, pH 6,02 (0,04
mol.L ™), sob as técnicas de PPD e VOQ.

E,/V (PPD) E,/V (PPD) AE,/V E,/V E,/V (VOQ) AEy/V
Surfactan sem com (PPD) (VOQ) sem com (VOQ)
te surfactante surfactante surfactante surfactante
BrTMA -1,61 -1,60 0,01 -1,66 -1,64 0,02
BrTEA -1,61 -1,58 0,03 -1,66 -1,62 0,04
BrTDTA -1,61 -1,39 0,22 -1,66 -1,45 0,21
BrCTA -1,61 -1,38 0,23 -1,66 -1,42 0,24

Onde: BrTMA = Brometo de tetrametil amonio; BrTEA = Brometo de tetraetil amoénio; BrTDTA =

Brometo de tetra deciltrimetil amoénio; BrCTA = Brometo de cetiltrimetil amonio.
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Figura 12: Influéncia do tamanho da cadeia carbonica (nimero de carbonos) dos sais de
aménio quaternario (2,42.10™ mol.L™") no deslocamento do potencial de pico (AE,) para
reducio de ACLO (2,55. 10* mol. L!); em tampdo fosfato, pH 6,02 (0,04 mol.L™"), sob
as técnicas de PPD e VOQ. Onde AE, = E, do ACLO na auséncia do sal de amoénio - E,

de ACLO na presenca do sal de amonio.
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Figura 13: Influéncia do sal de amodnio quaternario brometo de tetrametilamonio
BrTMA (2,42.10 mol.L'") na redugio do ACLO 2.,55.10* mol.L"'. Onde: (a) ACLO
sem BrTMA, (b) com BrTMA, (c) eletrdlito tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02, em
ambas as técnicas estudadas, PPD (A) e VOQ (B), respectivamente.
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Figura 14: Influéncia do sal de amonio quaternario brometo de tetractilamonio BrTEA
(2,42.10'4 mol.L™") na reducdo do ACLO 2,55.10*mol.L"!. Onde: (a) ACLO sem
BrTEA, (b) com BrTEA, (c) eletrolito tampdo fosfato 0,04 mol.L™!, pH 6,02, em ambas
as técnicas estudadas, PPD (A) e VOQ (B), respectivamente.
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Figura 15: Influéncia do sal de amonio quaternario brometo de tetradeciltrimetilamonio

BrTDTA (2,42.10 mol.L™") na redugdo do ACLO 2,55.10* mol.L"'. Onde: (a) ACLO

sem BrTDTA, (b) com BrTDTA, (c) eletrdlito tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02, em

ambas as técnicas estudadas, PPD(A) e VOQ (B),respectivamente.




Resultados e Discussdo 36

-600

-500

-400

-300

T

1/nA

-200 -

-100

1.1 -1,2 -1,3 -14 15 -1,6 1,7
E/Vvs. Ag/AeCl
3500 |- b

-3000

T

T

-2500

T

-2000

T

1/nA

-1500

T

-1000

-500

A1 12 43 A4 45 A6 A7 A8
E/Vvs.Ag/AgCl

Figura 16: Influéncia do sal de amonio quaternario brometo de cetiltrimetilamonio
BrCTA (2,42.10* mol.L™") na redugio do ACLO 2,58.10" mol.L"". Onde: (a) ACLO
sem BrCTA, (b) com BrCTA, (c) eletrélito tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02, em
ambas as técnicas estudadas, PPD(A) e VOQ (B), respectivamente.
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Portanto, para estudos eletroquimicos e para fins analiticos da redu¢do do
ACLO, adotou-se o uso do surfactante brometo de cetiltrimetilamoénio - BrCTA.
Considerando que este surfactante cationico foi responséavel pelo maior deslocamento no
potencial de pico de ACLO em relagdo a descarga do eletrdlito suporte, em ambas as

técnicas voltamétricas utilizadas.

3.4. Efeito do pH do eletrdlito suporte.

A reducio de ACLO (1,96.10° mol.L™") foi estudada através das técnicas PPD
e VOQ em presenca do surfactante BrCTA (2,02.10* mol.L™"), nos pHs de 1,83 e 3,06
em solucdes de acido fosforico e acido acético, respectivamente; no intervalo de pH de
4,06 a 5,47, em tampao acetato, de 6,14 a 9,08 em tampao fosfato, e de 10,07 e 11,7 em
solucdes de acido fosforico e NaOH, estando todas as solugdes na concentragao de 0,04
mol.L"! aproximadamente.

O comportamento polarografico e voltamétrico de ACLO ¢ marcantemente
influenciado pelo pH do eletrolito suporte, este efeito ¢ ilustrado através dos valores de
potencial e corrente de pico apresentados nas Figuras 17 A e B.

Como ¢ observado, o aumento do pH do eletrolito suporte proporcionou o
deslocamento do potencial de pico para valores mais negativos. Esse comportamento
pode ser atribuido a existéncia de uma reagao de pré-protonagdo acoplada ao processo de
transferéncia eletronica.l”*!

A andlise das Figuras 17 A e B mostra que o E, varia linearmente com o
aumento do pH, apresentando trés segmentos lineares para ambas as técnicas,
evidenciando que fons H" estdo envolvidos no processo de redugdo de ACLO.

Além disso, os graficos de E, versus pH, apresentam segmentos lineares de
diferentes inclinagdes, onde as abscissas dos pontos de intersec¢ao desses segmentos
lineares, sdo valores de pK, das formas reduzidas ou oxidadas.”**

Os trés segmentos lineares encontrados para a influéncia do pH no potencial de

pico de reducao de ACLO através de PPD e VOQ sao apresentados na Tabela 3.
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Figura 17: Influéncia do pH do eletrélito suporte na I, e E, de ACLO (1,96.10”° mo.L™),
em presencga do surfactante BrCTA (2,02. 104 mo.L'l), através das técnicas de PPD (A) e
vVOQ (B).
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Tabela 3: Dados obtidos para regressao linear dos trés segmentos apresentados no
estudo da influéncia do pH no E, para reducdo de ACLO, sob as técnicas de PPD e
VOQ.

Intervalo PPD vOQ

pH Y =a+bx ® r® Y =a+bx @ r®
1,83 - 4,06 1,19+ 0,03.pH 0,966 1,19+ 0,02.pH 0,989
4,06 - 8,17 1,08 + 0,05.pH 0,996 1,10+ 0,05.pH 0,994
8,17-11,7 1,25 + 0,04.pH 0,999 1,18 + 0,04.pH 0,996

Onde: (a) equagdo linear; (b) coeficiente de correlagdo.

No que diz respeito aos pontos de intersec¢dao, como discutido, eles refletem as
mudangas de protonagao das fungdes presentes na molécula e, portanto, estdo associados
aos pK,s do composto estudado.

Como apresentado na Tabela 4, através do estudo da influéncia do pH no E,,
foi possivel obter os primeiros dois valores de pK, de ACLO, através das técnicas
utilizadas, sendo que os valores obtidos através de PPD apresentaram boa concordancia
com os valores reportados na literatura, ja para a técnica VOQ, o primeiro valor de pK,,
apresentou-se em maior discordancia com o valor relatado na literatura. Os valores de
pKa correspondem ao grupo carboxilico (3,35 + 0,02), a hidroxila na posi¢ao para (8,2
+0,1) e a hidroxila na posicdo orfo (12,0 + 0,1) na molécula de ACLO.> 967

Quanto a influéncia do pH na resposta da corrente de pico de ACLO, o
comportamento entre as duas técnicas apresentou-se um tanto distinto.

Para PPD, observou-se que o grafico de I, em funcdo do aumento do pH
apresenta trés zonas distintas. De pH 2,0 para 3,0 ha um ligeiro aumento da I,,, a qual
permanece aproximadamente constante até pH 5,5, e a partir do qual sofre um
decréscimo gradual.

Na VOQ, a I, sofre um aumento de pH 2,0 para 3,0, passa por um maximo

entre 3,0 ¢ 4,0, e a partir deste valor volta a sofrer um decréscimo gradual até pH 8,0,
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onde voltou a crescer. E importante destacar que para valores de pH acima de 8,0, a
coloragdo da solugdo alterou-se de incolor para amarelada, este comportamento pode
estar ligado a oxidagdo do ACLO (oxidagao das hidroxilas).l”!

Assim, em meio fortemente alcalino, as possiveis diferentes espécies existentes
no meio podem ter afetado o comportamento da I, com aumento de pH, principalmente
para técnica de VOQ, a qual ¢ realizada sob uma unica gota de Hg (gota estatica),
diferentemente da PPD, a qual ¢ realizada através do eletrodo gotejante de Hg,
propiciando desta forma um comportamento diferente da resposta de I, com o pH entre
as duas técnicas.

Do ponto de vista analitico, a resposta da I, € do E, com o pH foi estudada de
forma a otimizar um valor definido para o desenvolvimento da metodologia de analise
de ACLO. Para isso, varios fatores foram considerados, como a altura de pico e a sua
definic¢do.

Na PPD, o pH em que a I, apresentou-se maior, foi aproximadamente pH 5,0-
5,5 enquanto para VOQ esteve pH 4,0, no entanto, embora estes pHs tenham
apresentado maiores correntes de pico, sob estes mesmos valores de pH, o pico de
ACLO apresentou-se proximo a descarga do eletrélito, como ¢é observado na Figura 18.
A escolha destes pHs poderia levar a supressao do sinal analitico quando fosse feita a
analise de ACLO em amostras reais.

Embora a técnica de VOQ tenha apresentado um aumento da I, em meio
fortemente alcalino, a hipotese de adotar um pH nesta faixa para as analises foi excluida,
em virtude do fato da mudanga da coloragdo da solugdo, e do E, altamente negativo que
foi apresentado neste meio, para a reducdo de ACLO.Um alto potencial de pico
comprometeria a analise do composto na presenga da amostra, em virtude do efeito
matriz que normalmente antecipa a descarga do eletrdlito suporte.

Portanto, o valor de pH adotado para os demais estudos em ambas as técnicas,
foio pH 6,0, que embora ndo tenha mostrado o maior valor de I,,, apresentou um pico
mais simétrico, € mais afastado da descarga do eletrolito se comparado ao meio mais

acido.
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Figura 18: Polarogramas (A) e Voltamogramas (B) para ACLO (1,96.10° mol.L"") em

presenca de BrCTA 2,02.10* mo.L!, para diferentes pHs do eletrolito suporte, 0,04
mol.L™': (a) pH 4,06; (b) pH 5,09; (©) pH 6,14.
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Tabela 4: Valores de pK, do ACLO, experimentais e abordados na literatura.

Valores de pK,
Experimental Literatura )
PPD vOQ Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
1 2 3 4
3,84 4,29 3,37 3,35 3,35 )
8,32 8,57 8,27 8,21 8,30 7,80
-) ) 11,50 12,50 12,06 -)

Observagao: (-) nao foi obtido experimentalmente; ) Referéncia 1 - (LAMY et al, 1985) B3 Referéncia 2
- (KISS et al, 1989) ), Referéncia 3 - (AMEZIANE et al, 1996) °7); Estudo 4 - (NAMAZIAN et al,
2005) 781,

3.5. Estudo da reducao eletroquimica do ACLO em presenca de BrCTA

atraves da técnica de Voltametria Ciclica.

Com objetivo de obter informagdes sobre o processo eletrodico de reducao do
ACLO em presenca do surfactante BrCTA, realizou-se o estudo através da técnica de
Voltametria Ciclica (VC), no intervalo de pH de 3,03 a 9,02.

O voltamograma ciclico obtido para uma solugao 3,13. 10* mol.L! de ACLO
em tampao fosfato 0,04 mol.L, pH 6,02, no intervalo de -0,10 a-1,75 V vs Ag/AgCl,
para varredura no sentido catédico, em eletrodo de Hg e na presenca de 2,42.10™ mol.L™!
de BrCTA, ¢ apresentado na Figura 19.

Este voltamograma ¢ caracterizado por um unico pico catdédico em
aproximadamente -1,40 V versus Ag/ AgCl, e pela auséncia de picos anddicos na
varredura reversa.

A auséncia do pico anddico na varredura reversa do acido ACLO ndo implica
necessariamente que o processo eletrodico seja uma transferéncia eletronica irreversivel
[98-100] ' Essa caracteristica do voltamograma pode ser decorrente, por exemplo, de uma

reagdo quimica posterior a transferéncia eletronica. Assim sendo, os resultados
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ciclovoltamétricos indicam previamente uma transferéncia eletronica irreversivel ou

uma reagdo quimica acoplada a transferéncia de carga.

-400

I/nA
)
S

T

00 02 04 -06 08 -10 -12 -14 -6
E/V

vs Ag/ AgCl
Figura 19: Voltamograma ciclico para: (a) uma solugdo de 3,13. 10™*mol.L! de ACLO
em tampdo fosfato 0,04 mol.L"! pH 6,02 ¢ em presenca de BrCTA (2,42.10™ mol.L™"),

(b) somente o eletrdlito suporte.

3.5.1. Diagndstico do processo eletrodico

Um dos parametros eletroquimicos utilizados como critério para caracterizagao
do processo eletrodico envolvendo desde a reversibilidade das transferéncias de carga,
até a estabilidade de produtos e intermediarios eletroativos ¢ a influéncia da varia¢do da

velocidade de varredura de potencial. 3101

A natureza do processo eletrodico de redugdao de ACLO foi caracterizada sobre

a superficie do eletrodo de mercurio em presenca do surfactante BrCTA, utilizando a
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técnica de voltametria ciclica, avaliando-se a influéncia da velocidade de varredura de

potencial.

O estudo do comportamento eletroquimico de ACLO foi realizado avaliando-
se a influéncia da velocidade de varredura de potencial, no intervalo de 10 - 500 mV.s!
no pico de reducdo de ACLO, em tampao acetato pHs 3,03, 4,02 e 5,02 ¢ nos pHs 6,07,
7,02, 8,03 ¢ 9,02 em tampao fosfato.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo 1,10.10* mol.L"' em
tampao fosfato, pH 6,07 estdo apresentados na Figura20. De acordo com os
voltamogramas ciclicos obtidos, verificou-se que a corrente de pico catdodica aumentou
gradativamente com o aumento de v, 0 mesmo comportamento foi observado nos outros
valores de pH.

Os parametros eletroquimicos utilizados como critérios para a caracterizacao
de processos eletrédicos foram extraidos dos voltamogramas ciclicos obtidos para uma

solucdo 1,10.10 mol.L™! de ACLO, estdo reunidos nas Tabelas 5, 6,7, 8,9, 10 ¢ 11.

-600

-400 |

I/nA

-200

E / V vs. Ag/AgCl
Figura 20: Voltamogramas Ciclicos obtidos para uma solugdo 1,10.10*mol.L™" de
ACLO em tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02, e em presenga de BrCTA (2,42.10'4

mol.L™") para 0 aumento dev de 10 a 500 mVs'
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Conforme pode ser constatado pelos dados apresentados (Tabelas 5, 6, 7, 8, 9,
10 e 11), um deslocamento dos potenciais de pico catddico (E,c) para valores mais
negativos foi observado com aumento da velocidade de varredura de potencial, no
entanto esse deslocamento foi mais pronunciado com o aumento do pH do eletrélito
suporte (Figura 21).

Em sistemas com transferéncia de carga reversivel sem complica¢des cinéticas,
o potencial de pico catdodico nao apresenta nenhuma variagdo com o aumento da
velocidade de varredura. Entretanto, em sistemas com transferéncia eletronica
irreversivel ou com reagdes quimicas subseqiientes a transferéncia eletronica (EC), o
potencial de pico desloca-se para valores mais negativos, enquanto que sistemas com
reagdes quimicas precedentes a transferéncia de carga (CE) apresentam um

deslocamento de potencial para valores mais positivos. ’*1°!]
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Tabela 5: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catddico obtidos
para uma solugdo 1,10.10™ mol.L' de ACLO, em tampéo acetato pH 3,03 e em presenca

de BrCTA (2,42.10* mol.L'™).

v/ Vs T/ nA VV;F:;;CI njj;‘.’ulz/zsﬁ,z lgp;._j;;ﬁ'/
0,010 37,23 1,253 11,76 0,030
0,020 65,22 1,263 14,61 0,034
0,030 89,06 1,267 16,21 0,033
0,040 106,20 1,271 16,78 0,033
0,050 122,90 1,275 17,33 0,033
0,100 204,70 1,285 20,47 0,034
0,150  270.80 1,293 22.20 0,035
0,200 336,40 1,299 23,88 0,036
0,250 395,40 1,303 2491 0,036
0,300 456,90 1,309 26,50 0,039
0,350 50920 1311 26,99 0,038
0,400 560,40 1,315 28,02 0,039
0,450 608,00 1,317 28,58 0,038
0,500 665,60 1,321 29,95 0,041

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura




Resultados e Discussdo 47

Tabela 6: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catodico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao acetato pH 4,02, e em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

VIVt LimA v'f:; ! . njj;‘.’ulz/zsﬁ,z | 5";;5;;3'/
0,010 36,14 1,283 11,42 0,034
0,020 61,84 1,293 13,85 0,035
0,030 80,41 1,299 14,63 0,035
0,040 100,70 1,303 15,91 0,035
0,050 114,30 1,307 16,12 0,035
0,100 194,20 1,319 19,42 0,036
0,150 260,00 1,327 21,32 0,037
0,200 324,40 1,331 23,03 0,036
0,250 386,10 1,337 24,32 0,038
0,300 445,40 1,340 25,83 0,038
0,350 508,50 1,342 26,95 0,037
0,400 559,90 1,346 27,99 0,038
0,450 617,90 1,348 29,04 0,038
0,500 675,70 1,352 30,41 0,040

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Tabela 7: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catodico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao acetato pH 5,02, e em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

v/ Vs T/ nA VV;F:;;CI njj;‘.’ulz/zsﬁ,z lgp;._j;;ﬁ'/
0,010 34,24 1,321 10,82 0,036
0,020 57,78 1,331 12,94 0,038
0,030 77,00 1,337 14,01 0,039
0,040 95,51 1,340 15,09 0,038
0,050 111,50 1,344 15,72 0,038
0,100 186,50 1,356 18,65 0,039
0,150 25550 1362 20,95 0,039
0,200 317,50 1,368 22,54 0,040
0,250 375,50 1,372 23,66 0,039
0,300 434,90 1,376 25,22 0,039
0,350 493,00 1,378 26,13 0,039
0,400 554,40 1,382 27,72 0,040
0,450 605,90 1,384 28,48 0,040
0,500 667,70 1,384 30,05 0,038

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Tabela 8: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catodico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato pH 6,07, ¢ em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

v/ Vs T/ nA VV;F:;;CI njj;‘.’ulz/zsﬁ,z lgp;._j;;ﬁ'/
0,010 39,01 1,370 12,33 0,042
0,020 60,35 1,374 13,52 0,040
0,030 77,36 1,380 14,08 0,041
0,040 93,28 1,384 14,74 0,041
0,050 107,40 1,386 15,14 0,039
0,100 171,60 1,398 17,16 0,041
0,150 22590 1,404 18,52 0,040
0,200 282,00 1,410 20,02 0,041
0,250 325,40 1,414 20,50 0,040
0,300 374,00 1,418 21,69 0,041
0,350 420,70 1,422 22,30 0,042
0,400 465,80 1,424 23,29 0,041
0,450 513,70 1,428 24,14 0,043
0,500 553,60 1,430 2491 0,042

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Tabela 9: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catodico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato pH 7,02, ¢ em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

v/ Vs T/ nA VV;F:;;CI njj;‘.’ulz/zsﬁ,z lgp;._j;;ﬁ'/
0,010 33,34 1,400 10,53 0,039
0,020 52,68 1,408 11,80 0,040
0,030 68,77 1,414 12,52 0,041
0,040 82,67 1,418 13,06 0,041
0,050 94,72 1,422 13,35 0,041
0,100 154,80 1,432 15,48 0,041
0,150 20530 1,440 16,83 0,042
0,200 252,20 1,444 17,91 0,041
0,250 297,80 1,450 18,76 0,043
0,300 341,30 1,452 19,79 0,042
0350 38580 1,456 20,45 0,043
0,400 424,70 1,460 21,23 0,044
0,450 469,30 1,460 22,06 0,042
0,500 506,20 1,461 22,78 0,042

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Tabela 10: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catodico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato pH 8,03, ¢ em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

v/Vs™ Le/nA VE:g/i o nk;‘_’l',lfs/l,z I{E]p;‘—ASA;:gI/
0,010 28,12 1,442 8,89 0,044
0,020 43,30 1,446 9,70 0,041
0,030 56,56 1,450 10,29 0,039
0,040 69,18 1,454 10,93 0,039
0,050 79,87 1,460 11,26 0,042
0,100 131,40 1,471 13,14 0,043
0,150 17530 1477 14,37 0,042
0,200 21920 1483 15,56 0,043
0,250 259,80 1,487 16,37 0,043
0,300 30220 1491 17,53 0,044
0,350 338,90 1493 17,96 0,043
0,400 37420 1,499 18,71 0,046
0,450 413,60 1499 19,44 0,044
0,500 449,50, 1,505 20,23 0,047

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catoédica

E”f/= potencial de pico catodico

V “= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Tabela 11: Influéncia da v sobre os parametros eletroquimicos do pico catddico obtidos
para uma solugdo 1,10.10* mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato pH 9,02, ¢ em
presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™).

VIVt LimA v'f:; ! . njj;‘.’ulz/zsﬁ,z | 5";;5;;3'/
0,010 34,07 1,485 10,77 0,045
0,020 52,53 1,489 11,77 0,045
0,030 68,21 1,495 12,41 0,047
0,040 81,42 1,499 12,86 0,047
0,050 94,87 1,503 13,38 0,048
0,100 150,70 1,515 15,07 0,049
0,150 200,60 1,521 16,45 0,047
0,200 248,50 1,529 17,64 0,050
0,250 292,40 1,533 18,42 0,050
0,300 336,50 1,539 19,52 0,052
0,350 377,50 1,543 20,01 0,053
0,400 416,20 1,547 20,81 0,054
0,450 454,30 1,547 21,35 0,051
0,500 494,70 1,547 22,26 0,049

Onde:

v =velocidade de varredura

I, = corrente de pico catodica

E'.’f/= potencial de pico catddico

V "= inverso da raiz da velocidade de varredura
E pc2 =potencial de pico a meia altura
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Portanto, o deslocamento do potencial de pico em fungdo do aumentoda
velocidade de varredura indica a ocorréncia de uma reacdo de transferéncia eletronica
irreversivel ou de um processo eletrédico com uma reacao quimica subseqiiente a

transferéncia eletronica.
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Figura21: Variagdo E,c com v, para uma solugdo de ACLO 1,10.10*mol.L"!, na
presenca de BrCTA (2,42. 10 mol.L'l), em tampao acetato 0,04 mol.L! (pHs 3,03, 4,02,
5,02) e tampao fosfato 0,04 mol.L™! (pHs 6,07, 7,02, 8,03, 9,02).

Gréaficos onde os valores de corrente de pico em fungdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial apresentam uma relagdo linear indicam um
processo de transporte de massa controlado difusionalmente. Para sistemas reversiveis
ou irreversiveis sem complicagdes cinéticas, a I, varia linearmente com a raiz da
velocidade de varredura passando pela origem dos pontos. No entanto, o grafico de I, vs.

1 . . . . .
v pode apresentar desvio da linearidade e um valor diferente de zero para o coeficiente
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linear, se no processo eletrodico houver reagdes quimicas anterior ou subseqiiente a

transferéncia eletronica, ou etapas de adsor¢ao envolvidas no processo.

Assim, como apresentado pela Figura 22 pode-se atribuir que o processo de
reducdo de ACLO ocorre com complicagdes cinéticas ou reagdes quimicas acopladas.
Além disso, este comportamento eletroquimico também evidencia que o transporte de

massa nao ocorre difusionalmente.
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Figura22: Variag¢do I,com v 7 para uma solucao 1,10.10*mol.L"! de ACLO, na
presenca de BrCTA (2,42. 10 mol.L'l), em tampao acetato 0,04 mol.L! (pHs 3,03, 4,02,
5,02) e tampao fosfato 0,04 mol.L"! (pHs 6,07, 7,02, 8,03, 9,02).

A funcao corrente também € um critério bastante utilizado para determinar se a
irreversibilidade do processo eletrddica ¢ devida a uma transferéncia eletronica lenta ou
uma reacao quimica acoplada, isso por que este parametro ¢ independente da velocidade

de varredura para processos reversiveis e irreversiveis. No entanto, caso a




Resultados e Discussdo 55

irreversibilidade seja provocada por reagdes quimicas acopladas a processos de

A . c e _1 . ,
transferéncia de carga, a variacdo de (Ip.v ") com a velocidade de varredura dependera
da natureza da reagdo quimica, podendo ser observada uma diminui¢do, um aumento ou

D r )
mesmo nenhuma variagao de (Ip.v /z) com o aumento de v.°%101]

Logo, como mostrado na Figura 23, o grafico obtido para (I.v %) em fungio
da velocidade de varredura sugere a presenga de uma reacdo quimica acoplada a
transferéncia de carga na redu¢do de ACLO, pois esta fungdo apresentou um aumento

gradual com a vde 50 para 500 mV.s™.

30 + ,.-};,':A

|>-

o
ben
<

> =

A e pH30
o pH402

- pH 5,02
- pH 6,07
~pH7,02
- pH 8,03
1 A 1 A 1 A L ,~pH9,02

0 100 200 300 400 500

v/mV.s'

&>
T
.
&Sy
% 4 Ben
¥
x

N T
*» KO 4 > e o

Figura 23: Variagdo da funcdo corrente de pico (Ip.v ) do ACLO com a v, para uma
solucao 1,10.10*mol.L"' de ACLO, na presenca de BrCTA (2,42.10’4 mol.L'l), em
tampao acetato 0,04 mol.L! (pHs 3,03, 4,02, 5,02) e tampao fosfato 0,04 mol.L! (pHs
6,07, 7,02, 8,03, 9,02).
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O tipo de transporte de massa também pode ser verificado pela variacao do
logaritmo da corrente de pico com o logaritmo da velocidade de varredura de potencial.
A inclinacdo da curva correspondente a um processo difusional € 0,5, enquanto para um
pico de adsorcdo a inclinacao ¢ 1,0. Valores intermediarios sugerem picos de controle

mistos, isto é adsor¢do e difusdo.!?0-102]

Portanto, conforme pode ser observado os graficos obtidos para log I, em
funcdo do log v (Figura 24) nos pHs 3,03, 4,02, 5,02, 6,07, 7,02, 8,03, 9,02 foram
lineares com valores de coeficiente angular entre 0,682 e 0,755 (Tabela 12). Neste caso
estes valores obtidos experimentalmente, menores do que o previsto teoricamente para
existéncia de um transporte de massa controlado por adsor¢do, sugerem a existéncia de

um controle misto para o transporte de ACLO a superficie eletrodica.
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Figura 24: Variagao do log I, em fun¢do do log v, para uma solugdo 1,10.10* mol.L™! de
ACLO, na presenga de BrCTA (2,42.10*mol.L""), em tampdo acetato 0,04 mol.L"
(pHs 3,03, 4,02, 5,02) e tampao fosfato 0,04 mol.L’! (pHs 6,07, 7,02, 8,03, 9,02).
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Tabela 12: Valores da inclinag@o obtidos para variagdo do log I, em fun¢do do log vnos

voltamogramas ciclicos de redu¢do do ACLO.

oH Inclinacao r
AlogI,/ Alogv (n=14)
3,03 0,725 0,999
4,02 0,744 0,999
5,02 0,755 0,999
6,07 0,682 0,999
7,02 0,698 0,999
8,03 0,717 0,999
9,02 0,689 0,999

Onde: r = coeficiente de correlacdo

A andlise da diferenga entre o potencial de pico e potencial de pico a meia
altura |Eyc — E pes2|, para o pico de reducdo de ACLO nos diferentes pHs utilizados, sdo
apresentadosna TabelasS$, 6, 7, 8, 9, 10 e 11, e naTabela 13 sdo apresentados os
valores médios encontrados de |Epc — E ,¢/2| para cada pH.

De acordo com Bard & Faulkner ), um dos critérios diagnosticos bastante
convenientes para diagnosticar uma transferéncia eletronica como um processo
reversivel (Nernestiano) € |E,c - E pe2| sendo igual a 56,5/n (mV a 25°C) (Equacgio 1),
enquanto para transferéncias eletronicas irreversiveis o valor de |E,c —E pc2| € igual a
47,7/on (mV a 25°C) (Equaciao 2), onde n para ambos os casos ¢ o namero total de
elétrons transferidos no processo eletrodico, e aé o coeficiente de transferéncia
eletronica.

Portanto, os valores encontrados experimentalmente para |E,c — E pc0| na

reducdo de ACLO na presenca de BrCTA, em diferentes pHs, apresentam-se mais
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proximos ao esperado teoricamente para uma transferéncia eletronica irreversivel, do

que para um processo reversivel.

Tabela 13: Valores médios obtido de |Epc — E ,c/2| para todas as velocidades de 10 a 500

mV.s™!, nos diferentes pHs analisados.

| Epc -E pe/2 |/ mV

pHs pH3,03 pH4,02 pHS,02 pH6,07 pH7,02 pHS,03 pHI02

Média 35,6 36,6 38,7 41,0 41,6 42,8 49,1

Desta forma, utilizando a relagdo para um processo de transferéncia eletronica
irreversivel |Epe - E pe2| = 47,7/on (mV a 25°C) (Equagio 2), considerando a = 0,5,
valor caracteristico para transferéncias eletronicas irreversiveis, e a partir do valor médio
de |Epec - E pep| para o intervalo de pH, calculou-se o niimero tedrico de elétrons
envolvidos na redugdo eletroquimica para cada pH, esses dados sdo apresentados na
Tabela 14.

De acordo com o apresentado (Tabela14), o nimero total de elétrons
transferidos na reacao eletrodica estiveram entre 2,68 e 1,95 ( 2,0). Estes resultados

[103-104] 54 que normalmente ¢ estimado

apresentam-se em concordancia com a literatura
a participagdo de dois elétrons na redugdo de compostos semelhantes (carbonilicos a,f3
insaturados), tais como o acido cindmico. Portanto, pode-se estimar um numero total de
dois elétrons para transferéncia eletronica de reducao de ACLO, no intervalo de pH

adotado neste estudo.
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Tabela 14: Calculo teorico de on ¢ do niimero de elétrons n, envolvidos na redugdo de

ACLO, a partir da relagdo para uma transferéncia eletronica irreversivel |[Epe = E pe2| =

47,7/on (mV a 25°C) (Equacgio 2).

pH wme n
47,7/ | Epe - E pen

3,03 1,34 2,68
4,02 1,30 2,60
5,02 1,23 2,46
6,07 1,16 2,33
7,02 1,15 2,29
8,03 1,11 2,23
9,02 0,97 1,95

Onde: n = numero de elétrons para redug¢ao de ACLO.

Além disso, o nimero total de elétrons envolvidos na transferéncia eletronica
também foram calculados de acordo com a varia¢do do potencial de pico (Ep) em fungdo
do logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log V), isso porque, para
transferéncias eletrOnicas irreversiveis esses parametros variam de acordo com a
seguinte relacdo AE, / log v=-29, 6 / an (Equacio 3) (Tidwell [105]).

Assim, a dependéncia linear entre E,c € o log v para uma solucio 1,10.10™
mol.L"! de ACLO em tampao acetato 0,04 mol.L"! (pHs 3,03, 4,02, 5,02) e tampao
fosfato 0,04 mol.L™! (pHs 6,07, 7,02, 8,03, 9,02) ¢ mostrada na Figura 25, tal como
esperado para uma transferéncia eletronica irreversivel.

Os valores de inclinag¢do para o grafico de Epc em funcdo do log v nos pHs
citados apresentaram-se entre 37,21 e 40,90 (Tabela 15). A partir dos valores de
inclinagdo e do coeficiente de transferéncia eletronica, assumido como 0,5, foi possivel

estimar o niumero total de elétrons (n) envolvidos na transferéncia eletronica.
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O numero total de elétrons estimados de acordo com a influéncia de log v sob
E, do ACLO, variou entre 1,44 a 1,59 (' 2,0), sendo portanto, aproximadamente dois,

confirmando assim, o nimero de elétrons estimados a partir da relacdo de |Eyc - E pesal.

1550 -
1500 -
0L
T 1400 -
@ 0 pH303
1350 |- o pH40
oA pHS0
1300 |- v pH6,07
o pH7,0)
I X pH803
i * pH9,0)
1 ) 1 ) 1 ) 1 ) 1 ) 1 ) 1 )
08 12 16 20 24 28 32

log v
Figura 25: Variacdo do E;, em func¢do do log v, para uma solucdo 1,10.10* mol.L™! de

ACLO, na presenga de BrCTA (2,42.10 mol.L™"), em tampdo acetato 0,04 mol.L™' (pHs
3,03, 4,02, 5,02) e tampao fosfato 0,04 mol.L™! (pHs 6,07, 7,02, 8,03, 9,02).
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Tabela 15: Calculo teérico de on ¢ do nimero de elétrons n, envolvidos na redugdo de

ACLO, a partir da influéncia do log v versus Epc nos voltamogramas ciclicos de ACLO.

Inclinacio = r on =
AE,/ log v (n=14) -29,6 / (AEy/ log v) "
3,03 40,14 0,993 0,74 1,48
4,02 40,57 0,998 0,73 1,46
5,02 38,47 0,998 0,77 1,54
6,07 37,21 0,991 0,79 1,59
7,02 37,81 0,997 0,78 1,56
8,03 38,41 0,989 0,78 1,56
9,02 40,90 0,989 0,72 1,44

Onde: n = numero de elétrons para reducdo de ACLO.

Em reagdes eletrodicas irreversiveis, os potenciais de pico sdo determinados
pela cinética do processo eletrodico. Assim, os pardmetros mais importantes no estudo
mecanistico de sistemas redox em solucdes aquosas ou mistas ¢ a influéncia do pH sobre

o potencial e sobre a corrente de pico catodica.’¥101

Em geral, o potencial de pico ¢ independente do pH (inclinagdo zero) em
processos redox reversiveis que ndo envolvem transferéncia de protons ou em processos
irreversiveis nos quais nenhuma transferéncia de prétons precede a etapa de

transferéncia eletronica. (3101

A Figura 26 apresenta o comportamento do potencial de pico em fun¢ao do
pH, como pode ser observado o potencial de pico variou consideravelmente com o pH
do eletrélito suporte, propiciando um deslocamento para valores mais negativos, este
comportamento pode ser atribuido a existéncia de reagdes de pré-protonagdo acoplada a
transferéncia eletronica. A medida que o pH aumenta, a velocidade de pré-protonagio

diminui até comegar a ocorrer a redugao de ACLO, em potenciais mais negativos.

Para determinar o nimero de prétons (Z) envolvidos na etapa determinante da

velocidade de reagdo, foi utilizada a equagdo de Nernst (Equacio 4):
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AEy/ApH =-59(mV).Z /an  ( Equacio 4)

Onde AE,/ApH¢ a inclinagdo do grafico E , versus pH, Z o nimero de protons
envolvidos na etapa determinante da reagdo € n o numero de elétrons envolvidos na
etapa determinante da reagdo. O pardmetro on foi obtido a partir da relacdo |Epc - E pen

=47,7/on.

O pardmetro |E,c - E pen| no intervalo de pH de 3,03 a 9,02 possui um valor
médio de 40,8 mV, correspondendo portanto a um on de 1,17, utilizando esse valor de
on, obtém-se um valor de 0,75 ( 1,0) para Z, neste caso sugere-se que um proton esteja
envolvido na etapa de reagdo de pré-protonacao. Esse comportamento ¢ similar ao
observado para o acido cinamico, que ¢ reduzido na sua forma protonada. A reducdo de

compostos carbonilicos o,p insaturados envolvem a pré-protonagio das moléculas !1031%
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Figura26: Influéncia do pH no E,c em VC para uma solugdo 1,10.10* mol.L™! de

ACLO, na presenga de BrCTA (2,42.10'4 mol.L'l), no intervalo de pH de 3,03 a 9,02.
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3.5.2. Proposta de mecanismo de reducio de ACLO na presenca do surfactante
BrCTA

A partir das consideracdes feitas apos avaliacao dos critérios de diagnosticos

obtidos por VC, ou seja:

a) a caracterizagcdo de uma transferéncia eletronica irreversivel, evidenciada pelo
voltamograma ciclico, o deslocamento do E,. para valores mais negativos com

aumento da v(Figura 21) diagnosticados pela VC;

b) a presenca de uma reag@o quimica acoplada a transferéncia eletronica, manifestada

no comportamento da fungao corrente com o aumento da v (Figura 23);

¢) a presenca de uma reacdo de pré-protonagdo, evidenciada no deslocamento do Epc

para potenciais mais negativos com aumento do pH (Figura 26);

d) a andlise dos critérios de reversibilidade por VC, bem como a analise de |[E,c —E
pe2], auxiliada pelas Equagdes 2, e o uso da Equagdo 3 que propiciaram estimar o

numero de elétrons envolvidos no processo eletrodico;

e) comparacao do perfil de redugdo do ACLO com a reducdo do acido cinamico,

acrescidas das informagdes encontradas na literatura;

Torna-se possivel a elaboragdo de um esquema mecanistico para a reducao
de ACLO em tampdo fosfato (0,04 mol.L'") pH 6,02, ¢ na presenca de BrCTA

(2,42.10* mol.L™"), envolvendo as etapas apresentadas na Figura 27, em que :
1) o surfactante BrCTA ¢ adsorvido no eletrodo de Hg (Figura 27 — Etapa 1);

i1) O anion clorogenato (Figura27 - Etapa 2) ap6s formar um par idénico com o
cation cetiltrimetil amonio (Figura 27 - Etapa 3) e assim ter sido adsorvido
especificamente sobre o eletrodo de merctrio ¢ protonado, ou seja a primeira etapa
consiste em uma reagdo de pré-protonagao ACLO (Figura27 - Etapa 4 - Etapa

Quimica);

ii1) A segunda etapa corresponde a transferéncia eletronica de dois elétrons a dupla
ligagdo conjugada, ocorrendo assim a saturag@o dessa ligacao (Figura 27 - Etapa 5 -

E t a p a E letroquimica);
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Figura 27: Etapas de redu¢ao de ACLO em presenga do surfactante BrCTA em meio
aquoso: (1) adsorcao do surfactante BrCTA no eletrodo de Hg, (2) dissociagdo do
ACLO no anion clorogenato; (3) adsor¢cdo do anion clorogenato ao eletrodo de Hg,
através da formagao do par ionico com BrCTA; (4) reagdo de pré-protonacdo de ACLO

(Etapa Quimica); (5) reducdo eletroquimica do ACLO (Etapa Eletroquimica).




Resultados e Discussdo 65

3.5.3. Comparacio entre a reducio eletroquimica de ACLO e outros Acidos

Hidroxicindmicos na presenca de BrCTA

Como mencionado anteriormente, esse esquema de redugdo foi proposto de

acordo com a reducio do acido cindmico [*?! ¢ dados da literatura.

De acordo com Ferreira [#?]

, a reduc¢dao do ACIN na auséncia de sais de amonio
quaternario € bastante dificultada, em virtude do anion cinamato, o qual estd presente
predominantemente em meio onde o pH esta cima de 4,4. Isto por que este anion ¢
repelido da superficie eletrodica carregada negativamente, devido a densidade de carga
negativa sobre o d&tomo de oxigénio da carbonila; requerendo uma orientagdo especifica

da molécula , caracterizando uma adi¢do eletronica 3,4.

No entanto, a reducdo do ACIN na presenca de cations do sal de amonio
adsorvidos no eletrodo ou apds a formagao do par-idnico em solucdo, altera a etapa
determinante de velocidade, através da mudanga do mecanismo de adi¢do 3,4 para 1,4
através do sistema conjugado envolvendo a interacdo entre a carboxila e o cation,
negligenciando assim a etapa da orientagdo da molécula com relacdo a superficie

eletrodica, requerida no caso da adicao 1,2.

Além disso, KANG %! explica que o eletrodo carregado negativamente, e o
anion cinamato presente predominantemente em solugdo para faixa de pH 4-8, faz com
que a reducao de ACIN ocorra em potenciais potencial altamente negativos -1,40/-1,50
V (vs SCE). Isso por que a adsorcdo e redugdo no anion cinamato na superficie do

eletrodo de mercurio ¢ limitada pela repulsdo eletrostatica.

Contudo, a presenca de espécies NR;  com carga positiva sdo facilmente
adsorvidas no eletrodo de merctrio com carga negativa, o que ocorre para reduzir a
quantidade de carga negativa liquida do eletrodo, resultando em um aumento da corrente
de pico do ACIN e deslocamento para potenciais de pico mais positivos. Sendo assim, o
sal de amodnio quaternario € responsavel pela adsor¢ao do anion do ACIN induzidos

pelas espécies NRy4" adsorvidas na superficie do eletrodo de Hg.

Portanto, o esquema de reducdo proposto para o ACLO na presenga do
surfactante cationico estd de acordo com os mecanismos propostos na literatura, o que

ocorre através da formacdo de um par-idnico com o cation cetiltrimetilamonio.
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A formagao de um par ionico entre 0 ACLO e o surfactante é responsavel pela
adsor¢do especifica da molécula deste acido a superficie eletrodica, e conseqiientemente

sua redugdo mais favorecida.

No intuito de compararmos a redugao do ACLO em relagdao ao ACIN, foram
realizadas medidas para reducdo destes acidos sob as mesmas condi¢des, tampao fosfato

0,04 mol.L'l, pH 6,02 em presenga de BrCTA 2,42.10’4 mol.L.

Como ¢ possivel observar na Figura 28, a redugdo do ACLO mostrou-se mais
favorecida que a do ACIN, ocorrendo em um potencial menos negativo. Esse
comportamento pode ser explicado com base na formagado de diferentes pares i0nicos

dos ACLO e ACIN com o surfactante BrCTA.

No ACIN a espécie NR;" interage com a carga negativa dispersa na carboxila
conjugada a dupla ligagdo, enquanto que no ACLO a interagdo ocorre na carga negativa
dispersa na carboxila do acido quinico, ndo conjugada a dupla ligagdo. Isto faz com que
o surfactante na molécula do ACIN seja responsavel ndo somente pela adsorcdo
especifica do acido ao eletrodo, como também pela delocalizagdo da densidade
eletronica da dupla ligagdo, favorecendo assim a sua redugdo. Ja na molécula do ACLO,
o surfactante interage com a carboxila do acido quinico, deixando o sistema conjugado
da dupla ligacdo e carbonila do éster, livre para ser protonado por H" do meio. Sendo
assim, o ACLO além de estar especificamente adsorvido na superficie eletrodica em

virtude da ag¢do de BrCTA, ainda pode ser protonado pelos H" do meio, diferentemente

do ACIN.

Essa protonagao na molécula do ACLO favorece a sua redugdo, porque ocorre no
sistema conjugado da carbonila e da dupla ligacao deste acido, o que permite uma maior
delocalizagdo da densidade eletronica da dupla ligagdo do que no ACIN, onde o BrCTA
¢ responsavel por esse efeito, ao mesmo tempo em que € responsavel pela adsorcao
especifica deste acido ao eletrodo de Hg. Esse comportamento explica assim o
favorecimento da redugdo do ACLO em relagdo ao ACIN em pH 6,02, onde ambos

estao presentes predominantemente na forma de seus anions.
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Tal explicacdo pode ser confirmada com base na redugdo do acido café€ico
(ACAF) (Figura 28) que possui uma estrutura bastante similar ao ACIN. Como pode ser
observado o ACAF apresenta sob as mesmas condigdes, a redugdo em um potencial de
pico muito mais proximo ao ACIN, do que do ACLO. Provavelmente porque o ACAF
deve formar um par i6nico com BrCTA da mesma forma que o ACIN, ¢ a sua redugado
s6 ocorre em um E, mais negativo que o ACIN, em virtude do efeito indutivo das

hidroxilas do anel aromatico a dupla ligagao.
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Figura 28: Polarogramas de pulso diferencial para redugio de: (a). 2,00.10* mol.L"!
ACLO, (b). 2,00.10*mol.L"" ACIN, (c). 2,00.10*mol.L"" ACAF na presenca do
surfactante 2,42.10% mol.L"! de BrCTA, em tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02 (e).

Além disso, em um meio extremamente acido (pH 1,7), onde o ACLO ¢ o ACIN
ndo se apresentam dissociados, e, portanto a possibilidade da formagao de diferentes
pares i6nicos com BrCTA ¢ reduzida, a redugdao do ACIN na presenca de BrCTA foi
mais favorecida do que a do ACLO (Figura 29).

Esse comportamento pode ser explicado com base no fato de que ambos os

acidos estao protonados de forma bastante similar, portanto a delocalizacao da densidade
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eletronica da dupla ligacao é promovida de forma parecida. O efeito que faz com que a
reducdo destes acidos ndo ocorra num mesmo potencial € a presenga dos os substituintes
no anel aromatico (hidroxilas) do ACLO, promovendo assim um efeito indutivo de
elétrons a dupla ligagdo, o mesmo nao ocorre no ACIN, o que faz com que a sua

reducdo seja mais favorecida do que o ACLO.

Novamente a redu¢do do ACAF confirma tal explicagdo, ja que desta vez como
pode ser observada na (Figura 29), esta ocorre em um potencial quase idéntico ao do
ACLO. Isto por que o ACAF também apresenta hidroxilas em seu anel aromatico,
confirmando, portanto, que em meio extremamente acido, o efeito que diferencia a

reducdo destes fenolicos € agao dos substituintes do anel aromatico a dupla ligagao.
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Figura 29: Polarogramas de pulso diferencial para redugio de: (a). 2,00.10"* mol.L™!
ACLO, (b).2,00.10*mol.L"" ACIN, (c).2,00.10*mol.L"" ACAF na presenca do
surfactante 2,42.10°* mol.L"! de BrCTA, em solucdo de HC1 0,08 mol.L!, pH 1,71.
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3.6. Desenvolvimento de metodologias 1 e 2: Determinacio de ACLO

através das técnicas de PPD e VOQ

Utilizando o pH 6,02, otimizado nos estudos preliminares (Secao 3.4) duas
metodologias foram desenvolvidas para determinagdo de ACLO: uma utilizando a
técnica Polarografia de Pulso Diferencial (PPD), e outra baseada na técnica de
Voltametria de Onda Quadrada (VOQ). A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial
(VPD) nao foi adotada em virtude de que nao apresentou bons resultados, quando

comparada as técnicas PPD e VOQ, como pode ser observado através da Figura 30.
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Figura30: Reduciao do ACLO (1,96.10° mol.L'") na presenca de BrCTA 2,42.10*
mol.L!, em tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02 sob diferentes técnicas voltamétricas:

(a) PPD, (b) VPD e (c) VOQ.
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Otimizacdo das condigoes experimentais

Com objetivo de desenvolver metodologias eletroanaliticas adequadas para
determina¢do de ACLO em amostras de café e chd, varios parametros foram estudados e
otimizados, tais como: pH (descrito na se¢do 3.4), tipo e concentragdo do eletrolito
suporte, tipo de surfactante (descrito na se¢ao 3.2), concentracao do surfactante BrCTA,

parametros instrumentais de cada técnica, dentre outros.

3.6.1. Influéncia da concentracio do surfactante BrCTA na reducio de ACLO.

O estudo da influéncia da concentragdo de BrCTA na redugao de ACLO
(9,90.10°° mol.L™") foi realizado em eletrélito tampéo fosfato 0,04 mol.L"' em pH 6,14
sob as técnicas de PPD ¢ VOQ, variando-se a concentracdo entre 2,04.10° a 7,10.10°
mol.L'!, valores estes estando abaixo e acima da CMC deste surfactante - 9,00.107*
mol.L™ . 107

Como ja discutido anteriormente, a redugdo de ACLO em baixas concentragdes
nao foi verificada na auséncia de BrCTA, como a utilizada neste estudo. Desta forma,
somente a partir de 2,04. 10 mol. L' de BrCTA foi possivel observar o pico de reducio
de ACLO para PPD, o qual se apresentou muito pouco definido € muito proximo a
descarga do eletrolito (Figura 31, polarograma b). Ja para a VOQ, nesta concentragdo
de BrCTA o pico de redugdo de ACLO apresentou-se um pouco mais definido (Figura
31, voltamograma b), em um potencial menos negativo que para técnica de PPD.
Provavelmente a baixa concentra¢do do surfactante foi mais efetiva na modificacdo do
eletrodo para VOQ, a qual ¢ realizada sob uma tnica gota de Hg, do que para a PPD, na
qual se emprega um eletrodo gotejante.

O aumento da concentragdo de BrCTA proporcionou um deslocamento do
potencial de pico (E,) para valores menos negativos em ambas técnicas utilizadas.

Para PPD observou-se um deslocamento de E,, até aproximadamente 4,80.10™

mol.L™! de BrCTA, alcangando um valor de -1,38V, e permanecendo praticamente
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constante até 9,44.10"* mol.L™!, no entanto a partir desta concentracao, o pico de ACLO
voltou para valores mais negativos (Figura 32).

Para VOQ, o E, sofreu deslocamento para valores menos negativos até a
concentragao de 2,42.10'4 mol.L! do surfactante, alcangando o potencial de -1,37 V, e a
partir desta concentragdo o potencial de pico voltou a deslocar para valores mais
negativos (Figura 33).

No que diz respeito a corrente de pico, a resposta também foi
significativamente influenciada pelo surfactante, aumentando consideravelmente no
intervalo de concentracdo de 2,04.107 - 1,62.10* mol.L™! para PPD. No entanto acima
de1,62.10"% molL' a I, decresceu (Figura32); este comportamento foi mais
significativo a partir de 4,80.10“ mol.L"!, sendo que nesta concentra¢io também foi
obtido o maior deslocamento do E;, de ACLO sob esta técnica.

Assim como para PPD, a resposta de I, do ACLO para VOQ também foi
influenciada pelo aumento da concentracdo de BrCTA, observou-se um aumento da I,
até a concentragio 1,62.10“ mol.L™, e a partir da qual passou a decrescer continuamente
(Figura 33).

Como ja discutido, o surfactante cationico BrCTA adsorve em superficies
eletrédicas em potencias negativos, devido a forgas eletrostatica. Esse comportamento
favorece a interagdo de ACLO com o eletrodo de Hg, e, portanto a sua redugdo em
determinado intervalo de concentracdo de surfactante.

Para fins analiticos, a concentragdo de BrCTA adotada para prosseguir com os
demais estudos em ambas as técnicas foi 2,42. 10 mol. L™!. Este valor foi adotado para

ambas as técnicas, pois contempla condigdes de E, constante e altos valores de Ij.
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Figura 31: Polarogramas de Pulso Diferencial (A) e Voltamogramas de Onda Quadrada
(B) para ACLO (9,90.10° mol.L"") com concentragdes crescentes de BrCTA: (b)
2,03.10° mol.L™!, (¢) 4,07.10° mol.L™", (d) 8,12.10° mol.L'!, () 1,62.10* mol.L"!, (a) em
presenca do  eletrdlito  tampdo  fosfato, 0,04 molL', pH 6,02.
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Figura 32: Influéncia da concentrag¢do do surfactante BrCTA na resposta de I, (1) e E,
(2) para 9,90.10° mol.L"! de ACLO em tampao fosfato 0,04 mol.L™! pH 6,02, através da
técnica de PPD, onde : (A) intervalo de [BrCTA] = 2,04.107- 7,10.10° mol.L"' ¢ (B)
intervalo  de  [BrCTA] =  2,04.10° -9,44.10" mol.L™".
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Figura 33: Influéncia da concentrag¢do do surfactante BrCTA na resposta de I, (1) e E,
(2) para 9,90.10°° mol.L™! de ACLO em tampdo fosfato 0,04 mol.L™' pH 6,02, através da
técnica de VOQ onde : (A) intervalo de [BrCTA] = 2,04.107- 7,1.10% mol.L™' ¢ (B)
intervalo de  [BrCTA] =  2,04.10° -9,44.10* mol.L™".
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3.6.2. Influéncia do tipo e concentragcdo do eletrdlito suporte na reducdo de
ACLO

Apos definido o pH 6,02 ea concentragio 2,42.10™* mol.L'de BrCTA nos
estudos anteriores, como parametros mais adequados para a redugcdo de ACLO, a
influéncia de outros eletrolitos neste processo também foi estudada para a PPD e para
VOQ. Os eletrdlitos utilizados além do tampdo fosfato, foram o tampao Britton
Robinson (BR) pH 6,08, e solugdo de LiCl, ambos na concentragao de 0,04 mol.L .

Como ¢ apresentado na Figura 34, o E, para ACLO apresentou-se em tampao
fosfato 24 mV menos negativo que o E, encontrado em tampao BR, na técnica de PPD e
16 mV para VOQ. Além disso, uma pequena diferenca foi encontrada para I, a qual
apresentou maior valor em tampao fosfato para ambas as técnicas voltamétricas.

Na presenga eletrolito LiCl, o pico de ACLO apresentou-se em um E, mais
negativo que em tampdo BR, e a I, também apresentou-se menor que nos tampdes
utilizados. Considerando a pequena diferenca do comportamento deste acido nestes
diferentes tampdes e na solu¢do de LiCl, manteve-se o tampao fosfato pH 6,02, como
eletrolito suporte para os demais estudos.

Outro parametro avaliado para a reducdo de ACLO foi a concentragdo do
eletrélito suporte, a qual foi estudada em tampao fosfato pH 6,02, nas seguintes
concentragdes: 0,02, 0,04, 0,06 ¢ 0,08 mol.L!.

De acordo com o observado na Figura 35, as diferentes concentragdes do
eletrolito suporte ndo influenciaram consideravelmente na redu¢do de ACLO, desta
forma a concentragio de 0,04 mol.L™!' para o tampéo fosfato, pH 6,02, foi mantida para

os demais estudos sob as duas técnicas voltamétricas utilizadas neste estudo.
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Figura 34: Polarogramas de Pulso Diferencial (A) ¢ Voltamogramas de Onda Quadrada
(B) para 1,96.10° mol.L"' de ACLO na presenca de 2,42.10* mol.L"! BrCTA em
diferentes eletrolitos: (a) tampdo fosfato 0,04 mol.L™' (pH 6,02), (b) tampio BR 0,04
mol.L™! (pH 6,08), (c) LiCl 0,04 mol.L".
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Figura 35:

Polarogramas de Pulso Diferencial (A) e Voltamogramas de Onda Quadrada (B) para
ACLO (1,94.10° mol.L'") em presenga de BrCTA2,41.10°* mol.L"! para diferentes
concentra¢des de tampdo fosfato: (a) 0,02 mol.L™" (pH 6,02), (b) 0,04 mol.L" (pH 6,02),
(¢) 0,06 molL"' (pH 6,02), (d 0,08 molL" (pH 6,02).
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3.6.3. Influéncia dos Pardmetros Instrumentais

3.6.3.1. Metodologia 1: Determinacio de ACLO através da PPD

A avaliagdo dos parametros instrumentais da Polarografia de Pulso Diferencial
também ¢ muito importante para a otimizacao da defini¢do do sinal analitico. Um deles ¢
a amplitude do pulso (@) a ser utilizado, geralmente a escolha € feita entre os valores de
10 a 100 mV. [1%) Sendo assim, a influéncia da amplitude na corrente de pico de ACLO
também foi estudada (Figura 36), utilizando a velocidade de 8,25 mV.s"' (tempo de

gotejamento-t, de 0,6 segundos).
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Figura 36: Dependéncia da I, com a variacdo da amplitude de pulso para ACLO

1,94.10° mol.L"! em presenca de BCTA 2,42.10* mol.L™! em tamp3o fosfato 0,04 mol.L"
!, pH 6,02.

Como observado para valores de amplitude menores que 50 mV, o aumento da

intensidade da corrente foi linear, no entanto, amplitudes maiores nao atuaram de modo
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significativo na sensibilidade do pico para propdsitos analiticos. Em fungao disto, a

amplitude de 50 mV foi selecionada para os demais estudos.

Definido o valor de 50 mV como amplitude do pulso, estudou-se a influéncia
de outro parametro na corrente de pico de ACLO, a velocidade de varredura, a qual foi
estudada na faixa de 1 a 10 mV.s™ para ACLO 1,94.10° mol.L™!, em presenca de BCTA
2,42.10'4 mol.L™' em tampao fosfato 0,04 mol.L!, pH 6,02.

Como mostrado na Figura 37, a velocidade de varredura ndo influenciou
significativamente na I, de ACLO, portanto, a velocidade até entdo utilizada nos
experimentos anteriores - 8,25 mV.s'!, foi a velocidade mantida para os demais estudos

com tempo de gotejamento de 0,6 segundos.
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Figura 37: Dependéncia da I, com a velocidade de varredura para ACLO 1,94.107
mol.L"' em presenca de BrCTA 2,42.10* mol.L"', em tampdo fosfato 0,04 mol.L", pH
6,02.
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3.6.3.2. Metodologia 2: Determinacdo de ACLO através da VOQ

A freqiiéncia da onda quadrada ¢ um dos parametros mais importantes da
VOQ, pois ¢ ela que determina a intensidade dos sinais e, conseqiientemente a

sensibilidade do método. 1111

A dependéncia da I, em fun¢do da variagdo da freqiiéncia de aplicagdo dos
pulsos (f) foi avaliada para uma solugdo 1,944. 10° molL' de ACLO, em tampio
fosfato 0,04 mol.L"! pH 6,02, mantendo-se constante os parametros de incremento de
varredura ( £ ;) igual a 2 mV e amplitude do pulso (E£,,) de 50 mV. A Figura38
apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para a reducao de ACLO, em
fung¢do da variacao da freqiiéncia de 30 a 360 Hz, assim como a influéncia deste

pardmetro na Ij,.
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Figura 38: Voltamogramas de Onda Quadrada (A) para influéncia da variagdo da
freqiiéncia (f) na reducao de ACLO 1,94. 10° mol.L'!, em tampao fosfato 0,04 mol.L”
! pH 6,01 em presenga de 2,42.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA . E,=2mV e E,,
=50 mV. (B) Inser¢do: Influéncia f na I, do ACLO.
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Como ¢ possivel observar, com o aumento do valor das freqiiéncias ha um
aumento proporcional na intensidade da corrente de pico, assim como o deslocamento
dos potenciais de pico para regides mais negativas. Assim, para fins analiticos, otimizou-

se a freqliéncia onde os resultados foram mais repetitivos, este valor foi de 150 Hz.

Para sistemas redox totalmente irreversiveis, a sensibilidade analitica na
voltametria de onda quadrada também sofre grande influéncia com a variagdo da

amplitude da onda (Ej,). [109-111]

A Figura 39 apresenta o efeito da variagdo de E;, na corrente de pico para o
ACLO. Este parametro foi estudado mantendo a freqiiéncia de pulsos em 150 Hz e o
incremento de varredura igual a 2 mV constantes. Como observado, valores de
amplitudes maiores que 50 mV pareceram ndo atuar de modo significativo na
sensibilidade da técnica, para propoésitos analiticos, pois a partir deste valor a corrente de
picotornou-se praticamente constante. Em funcdo disto, no desenvolvimento da
metodologia eletroanalitica para determinacao de ACLO através da técnica de VOQ,

optou-se por trabalhar com amplitude da onda quadrada de 50 mV.
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Figura 39: Influéncia da varia¢do da amplitude (Esy) na resposta da I, em VOQ para
uma solugdo 1,94. 10° mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato 0,04 mol.L! pH 6,01, em
presenca de 2,42.10%mol.L"! de surfactante BrCTA . E, = 2 mV ef = 150 Hz.
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Outro parametro também muito importante na VOQ ¢ o incremento de
varredura F g, a velocidade efetiva da VOQ ¢ o resultado do produto da freqiiéncia pelo
incremento de varredura, assim, um £ ; maior, pode aumentar o sinal obtido e, assim
melhorar a sensibilidade do método. No entanto, ¢ importante ressaltar que valores
maiores de incrementos podem levar ao alargamento dos picos e, assim comprometer a

~ [110] . ~ ,
resolucao dos voltamogramas . Conseqiientemente, este parametro também deve ser

analisado.

Utilizando os parametros otimizados de freqiiéncia e amplitude da onda
quadrada, 150 Hz e 50 mV, respectivamente, estudou-se a influéncia do incremento de
varredura, E ; na melhora da sensibilidade analitica da VOQ para reducao de ACLO
(Figura 40).

De acordo com os dados obtidos, a corrente de pico aumenta linearmente com
o aumento do incremento de varredura. Entretanto, uma melhor defini¢do da I, ¢ obtida
até 6 mV, a partir deste valor observa-se um alargamento da linha de base e ocorre o
deslocamento do potencial de pico para regides mais negativas, portanto adotou-se este

valor de incremento de varredura para os demais estudos.
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Figura 40: Influéncia do incremento de varredura ( E ;) na resposta da I, em VOQ para
uma solucdo 1,94. 107 mol.L"! de ACLO, em tampao fosfato 0,04 mol.L! pH 6,01, em
presenca de 2,42.10'4 mol.L"!' de surfactante BrCTA . E,,,= 50 mV e f=150 Hz.
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3.6.4. Parametros Instrumentais Selecionados

Outros parametros experimentais os quais influenciam diretamente na resposta
dal, de ACLO, para ambas as técnicas, PPD e VOQ, também foram avaliados, tais
como: tamanho da gota de Hg, velocidade de agitagdo, tempo de equilibrio.

Desta forma, as melhores condi¢des experimentais encontradas para estes
parametros, assim como os demais que foram selecionados nos estudos anteriores, sao
apresentados nas tabelas abaixo (Tabelas 16 e 17), como pardmetros otimizados para o
desenvolvimento da metodologia para determinagdo individual de ACLO utilizando as

técnicas de PPD ¢ VOQ.

Tabela 16: Parametros instrumentais para analise de ACLO através da técnica de PPD

Parametros Parametro selecionado
Tipo de eletrolito Tampao Fosfato
Concentracao do eletrdlito 0,04 mol.L"!
pH 6,00
Concentragao do surfactante BCTA 2,42.10* mol.L"!
Amplitude do pulso 50 mV
Velocidade de varredura 8,25 mV.s™!
Tamanho da gota de Hg 0,52 mm?
Tempo de gotejamento 0,6s
Tempo de equilibrio 15 s

Velocidade de agitagdo 1.500 rpm
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Tabela 17: Parametros instrumentais para analise de ACLO através da técnica de VOQ

Parametros Parametro selecionado
Tipo de eletrolito Tampao Fosfato
Concentracao do eletrodlito 0,04 mol.L"!
pH 6,00
Concentracio do surfactante BCTA 2,42.10* mol.L™!
Amplitude do pulso 50 mV
Freqiiéncia do pulso 150 Hz
Incremento de varredura 6 mV
Tamanho da gota de Hg 0,52 mm?
Tempo de equilibrio 15 s
Velocidade de agitagao 1.500 rpm

3.6.5. Validagdo do método proposto

A validacao de um método analitico ¢ realizada para garantir a confiabilidade
de uma metodologia. Este processo tem como func¢do assegurar a credibilidade das

medidas obtidas para um determinado método proposto..'

Além disso, o processo de validacdo tém se tornado requisito fundamental
para publicacdo de novas metodologias, assim como para os 6rgaos regulamentadores,
0s quais exigem que um procedimento analitico seja validado, esta exigéncia tem por
objetivo assegurar que os resultados obtidos reflitam a operacdo dos procedimentos
analiticos, que o método forneca informagdes cofiaveis. [112]

Embora a validagdo de metodologias seja um assunto bem conhecido e
abordado na literatura, ndo existe nenhum guia de validagao de metodologia especifico
para métodos eletroanaliticos, assim como existe para as técnicas cromatograficas.
Assim a maioria dos autores tem seguido principios gerais que podem ser aplicados com

sucesso para qualquer técnica analitica!*"
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Dentre os principais parametros de validagdo estdo: precisdo, exatidao,

linearidade, limites de detec¢do, limites de quantificagdo e recuperacao.

A seguir, um resumo descritivo de alguns desses parametros considerados

importantes para o desenvolvimento de uma metodologia:

Precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, mas
realizados do mesmo modo, para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes
[112] Em geral a precisdo é expressa em termos do desvio padrio e desvio padrio relativo

(DPR).

A exatidao descreve o grau de concordancia entre resultados individuais
encontrados através da metodologia proposta e valores considerados de confianca. Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de
referéncia, comparagio de métodos, ensaios de recuperacdo, adicdo de padrio ''?! A
exatidao geralmente € expressa em termos do erro relativo (E;) calculado entre os dados

obtidos por estes procedimentos e o valor certificado do analito.

Linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentra¢do da substdncia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. A linearidade ¢ expressa em termos de varidncia em
torno da inclinagao da linha (calculada através da regressao linear padrao) dos resultados
obtidos a partir da analise de amostras contendo concentragdes variadas da substancia

em exame “curva analitica”. ['!?]

O limite observavel de deteccao (LOD) representa a menor concentragao da
substancia em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,

utilizando um procedimento experimental. [''?!

O limite observavel de quantificacio (LOQ) representa a mais baixa

concentragdo da substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado

procedimento experimental. '],

Geralmente o LOD e LOQ sao calculados a partir das seguintes relagdes:

LOD =3xDP, /b (Equacao 5),e LOQ= 10xDP, / b (Equacio 6)
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Onde DP, pode ser o desvio padrao do intercepto ou desvio padrao da média
aritmética da corrente do branco, medida no potencial equivalente ao pico da substancia
em estudo, e b ¢ a média da inclinacdo da curva de calibragdo, obtida para a construgao

de no minimo trés curvas analiticas.

3.6.6. Curvas analiticas para 0o ACLO

Curvas analiticas foram construidas para o padrao de ACLO sob as duas
metodologias em estudo, PPD e VOQ, utilizando as melhores condigdes de trabalho para

cada procedimento proposto.

As curvas analiticas foram construidas em triplicata para cada metodologia
estudada. A Figura 41B mostra uma das curvas obtidas para ACLO por PPD, dentro do
intervalo de concentragdo de 9,87.10° a 1,04.10* mol.L"!. Como pode ser observado, a
curva apresentou linearidade em todo intervalo de concentragdo estudado, com um

coeficiente de correlagdo de 0,999.

Além disso, através da metodologia de PPD foi possivel construir curvas
analiticas de ACLO no intervalo de concentragdo de 9,87.107-1,04.10° mol.L™!, como ¢
mostrado na Figura 42 através da apresentacdo de uma dessas curvas. Neste intervalo de
concentragdo, também foi possivel obter uma excelente linearidade, com um coeficiente

de correlacdo médio de 0,999.
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Figura 41: A. Polarogramas de Pulso Diferencial para diferentes concentragdes molares
do padrio de ACLO onde: (c) 9,87.10°%; (d) 2,43.107; (e) 3,83.107°; (f) 5,20.107%; (g)
6,53.107; (h) 7,84.107; (i) 9,11.107; (j) 1,04.10™ ¢ (a) branco (tampao fosfato pH 6,02,
0,04 mol.L™"); (b) 2,42.10 mol.L"' de BrCTA;. Pardmetros a = 50 mV, t, = 0,6 s, v=
8,25mV.s"'.B. Dependéncia da I, em fun¢do da concentragio de ACLO.
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Figura 42: A. Polarogramas de Pulso Diferencial para diferentes concentragdes molares
do padrio de ACLO, onde: (c) 9,87.107; (d) 2,43.10°%; (e) 3.83.10; () 5,20.10°%; (g)
6,53.10°°; (h) 7,84.10°%; (1) 9,11.10°%; (j) 1,04.107, ¢ (a) branco (tampdo fosfato pH 6,02,
0,04 mol.L™"); (b) 2,42.10 mol.L"' de BrCTA;. Pardmetros a = 50 mV, t, = 0,6 s, v=

8,25mV.s. B. Dependéncia da I, em fun¢do da concentragdo de ACLO.
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Através da metodologia baseada na técnica de PPD, para analise ACLO, foi
possivel obter um amplo intervalo de linearidade, e os pardmetros obtidos para as curvas

analiticas construidas estdo resumidos na Tabela 18.

Os dados contidos na Tabela 18 s3o resultado da média de cada parametro
obtido para a triplicata das curvas analiticas de ACLO, para cada intervalo de
concentragdo estudada. De acordo com estes dados foi possivel obter os valores de LOD
e LOQ (Equacdes5 e 6), os quais foram calculados através do desvio padrdo do

intercepto, para trés curvas analiticas.

Os valores de LOD e LOQ para o intervalo de concentragdo de 9,87.10° a
1,04.10’4 mol.L"!, foram 6,44.10% e 2,15.107" mol.L™, respectivamente, € para o
intervalo de concentragio de 9,87.107-1,04.10° mol.L™" foram 2,36.107 e 7,86.10”
mol.L™!. Sendo portanto, possivel constatar que a metodologia proposta através de PPD

exibiu bons limites de detec¢ao e quantificagdo para analise de ACLO.

Tabela 18: Parametros quantitativos do método eletroanalitico através da técnica de

PPD para determinagdo de ACLO.

Parametros Curva 1 Curva 2
Intervalo de concentracdo (mol.L'") 0,099 - 1,04 x 10™* 0,099 - 1,04 x 10
Intercepto (nA) ? 7,84 0,32
D.P. do intercepto 5,43.10 0,14
Inclinagdo * (nA.L.mol ) 2,53.10° 1,78.10 ¢
D.P. dainclinacio 5,77.10° 1,41.10°
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999 0,999
LOD (mol.L™h) 6,44.10 2,36.107
LOQ (mol.L™h) 2,15.107 7,86.10°7

* média de trés curvas de calibragio.
d.p. = desvio padrio.

LOD = limite de detecgao.

LOQ = limite de quantificacao.
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No que diz respeito ao método eletroanalitico baseado na técnica de VOQ,
também foram construidas curvas analiticas para o padrao de ACLO. Assim como para
PPD, também foi possivel construir curvas de calibracio em dois intervalos de
concentracdo de ACLO, 1,23.10° -8,50.10° mol.L™! ¢ 1,85.107 - 1,28.10°° mol.L,
respectivamente. Como pode ser observado, a técnica de VOQ permitiu uma

sensibilidade 10 vezes maior a metodologia proposta através da PPD.

As Figuras 43 e 44 apresentam as curvas analiticas de ACLO obtidas através
da VOQ, para os dois intervalos de concentracdo estudadas. Conforme mostrado, foram
obtidas excelentes linearidades para os dois intervalos de concentracdo estudados,
1,23.10° -8,50.10° mol.L™! e 1,85.107 -1,28.10°mol.L"!, tendo sido apresentados

coeficientes de correlagdo médios em torno de 0,998 e 0,999, respectivamente.

Assim como para PPD, as curvas analiticas de ACLO sob a técnica de VOQ
também foram construidas em triplicata, e através destas foram obtidos valores médios
de parametros quantitativos e assim calculados os limites de deteccdo e quantificacdo,
como descrito anteriormente, novamente através da (Equacio 5 ¢ 6), todos estes dados

sdo apresentados na Tabela 19.

Os valores de LOD e LOQ para o intervalo de concentragao de 1,23.10° -
8,50.10° mol.L™!' foram 7,87.10° € 2,62.10® mol.L"! e para o intervalo de concentragao
de1,85.107 -1,28.10° mol.L"! foram 1,34.10° ¢ 4,48.10° mol.L"!, respectivamente.
Assim como esperado, a maior sensibilidade exibida pela técnica de VOQ, proporcionou
limites de deteccdo e quantificagdo para o ACLO, mais baixos que aqueles obtidos para

a metodologia baseada na PPD.
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Figura 43: A. Voltamogramas de Onda Quadrada para diferentes concentragdes molares

do padrio de ACLO, onde: (c) 1,23.10°°; (d) 2,46.10°°; (e) 3,68.10°; (f) 4,89.10°°; (g)
6,10.10°°; (h) 7,30.10°°; (i) 8,69.10° ¢ (a) branco (tampéo fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™");
(b)2,42.10* mol.L"' de BrCTA. Parametros: /= 150 Hz, Eg, = 50 mV ¢ AE; = 6 mV. B.

Dependéncia da I, em fun¢@o da concentra¢do de ACLO.
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Figura 44: A. Voltamogramas de Onda Quadrada para diferentes concentragcdes molares
do padriio de ACLO, onde: (c) 1,85.107; (d) 3,69.107; (e) 5,53.107; (f) 7,36.107"; (g)
9,19.1077; (h) 1,10.10°; (i) 1,28.10°® ¢ (a) branco (tampdo fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™");
(b)2,42.10* mol.L™' de BrCTA. Parametros: /= 150 Hz, Eg, = 50 mV ¢ AE; = 6 mV. B.

Dependéncia da I, em fungdo da concentracdo de ACLO.




Resultados e Discussdo 93

Tabela 19: Parametros quantitativos do método eletroanalitico através da técnica de

VOQ para determinagao de ACLO.

Parametros Curva 1 Curva 2
Intervalo de concentragdo (mol.L'l) 1,23 -8,50x 10°° 0,18 -1,28x 10°°

Intercepto (nA) ? 8,73 1,12

D.P. do intercepto 0,10 1,39.102

Inclinagdo * (nA.L.mol ") 3,81.107 3,10.10 7

D.P. da inclinagio 4,51.10* 1,45.10°
Coeficiente de correlagdo (r) * 0,998 0,999

LOD (mol.L™) 7,87.107 1,34.107

LOQ (mol.L™") 2,62.10% 4,48.107

* média de trés curvas de calibragio.
d.p. = desvio padrao.

LOD = limite de detecgao.

LOQ = limite de quantificacdo.

3.6.7. Aplicagdo das metodologias eletroanaliticas para determinacdo de ACLO.

3.6.7.1.Recuperacio de ACLO em amostras de café soluvel

Como ja discutido anteriormente, o ACLO ¢ um importante componente de
amostras de café, sendo portanto a sua determinacao individual neste tipo de matriz de
grande importancia, como pode ser constatado pelos inimeros trabalhos publicados na
literatural**-%],

Assim, as metodologias eletroanaliticas propostas, foram entao aplicadas para
determinac¢do de ACLO em amostras de café soluvel.

Inicialmente foi realizado o estudo de recuperacdo dos métodos desenvolvidos

utilizando a PPD e a VOQ. Para isso, foram utilizadas amostras de café¢ soluvel,

disponiveis no mercado.
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O procedimento de recuperagao das metodologias de PPD e VOQ foi realizado
através da adicdo de padrdo na amostra. A partir deste processo, foram obtidas as
respostas de I, para a amostra e para a amostra com as adi¢des de padrdo. Entdo, a I, da
amostra foi subtraida de todas as I, obtidas para as diferentes amostras fortificadas com o
padrao de ACLO. A primeira adi¢do de padrao foi considerada como amostra ¢ a sua
concentrac¢do foi determinada pela adicdo dos padrdes posteriores a este. Desta forma,
foi possivel calcular a recuperagdo de cada metodologia estudada, ou seja, para PPD e
VOQ.

De acordo com os resultados obtidos a analise direta da amostra sem nenhum
tratamento prévio, mostrou-se inadequada, em virtude da supressao do pico de ACLO.
Desta forma, foi necessario utilizar um método adequado para tratamento da amostra de
café soluvel.

Dentre os diferentes métodos disponiveis na literatura, destacou-se o método
que utiliza o reagente de Carrez, o qual ¢ utilizado em muitos trabalhos realizados por

Trugo [63]

, € portanto foi adotado neste trabalho.

Depois de adotado o método de tratamento das amostras com reagente de
Carrez, as analises de recuperagdo das metodologias puderam entdo ser realizadas.

As Figuras 45 ¢ 46 ilustram duas das analises realizadas, através de PPD em
presenca da amostra de café soluvel A, e através de VOQ em presenca da amostra de
café soluvel B, respectivamente.

Em ambas as Figuras 45 e 46 o polarograma (a) e voltamograma (a) foram
obtidos para adi¢ao de 15 uL da solucdo da amostra de café soluvel (preparada como
descrito na se¢do 2.4) na célula contendo o tampdo fosfato 0,04 mol.L', pH 6,02 e
2,42.10* mol.L"" de BrCTA. Como é constatado, o pico de ACLO presente na amostra
de café soluvel, pode ser observado sem nenhum prejuizo de possiveis interferentes da
matriz, sob ambas as metodologias, PPD e VOQ.

Os voltamogramas e polarogramas (P;) representam a adi¢do de padrao de
ACLO, no caso de PPD 1,98.10° mol.L"! ¢ de VOQ 1,85.107 mol.L"'. Em ambas as
técnicas a adi¢do (P;) foi tomada como amostra e a sua concentragdo foi determinada
pelas respectivas metodologias desenvolvidas, e¢ assim através da concentragdo

conhecida e da determinada foram calculadas as porcentagens de recuperagdo dos
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métodos propostos, PPD VOQ; em ambos os casos, em triplicata, para cinco diferentes
amostras de café solivel. Os dados obtidos para estas andlises sdo apresentados na

Tabelas 20 e 21, respectivamente.
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Figura 45: Polarogramas de Pulso Diferencial obtidos para adi¢do de padrao de ACLO
em café soluvel A, onde: (e) branco (tampdo fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™"); (a) 15uL da
solucdo de amostra de café solivel (ver preparo se¢io 2.4) em presenca de 2,42.10
mol.L' de BrCTA; e (P;-Py) adi¢des de padrdo de ACLO. Pardmetros a = 50 mV, ty =
0,6 s, v= 8,25 mV.s'\. Insercéo: Dependéncia da I, em fung¢do da concentracdo dos
padrdes de ACLO em presenca da amostra de café soluvel, tomando P; = 0 mol.L™! (a ser
determinada pelas adigdes posteriores), P, = 1,96.10% mol.L!, P3= 3,91.10'6 mol.L!, Py
= 5,82.10°mol . L " de ACLO.
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Figura 46: Voltamogramas de Onda Quadrada obtidos para adi¢do de padrao de ACLO
em amostra de café soluvel B, onde: (e) branco (tampao fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L'l);
(a) 15uL da solugao de amostra de café soluvel (ver preparo se¢ao 5.4) em presenca de
2,420.10°% mol.L"! de BrCTA; e (P1-P4) adigdes de padrao de ACLO. Parametros: /=
150 Hz, Esy = 50 mV e AE; = 6 mV. Insercdo: Dependéncia da I, em fungdo da
concentragdo dos padroes de ACLO em presenga da amostra de café soltivel, tomando
P, =0 mol.L"! (a ser determinada pelas adicdes posteriores), P, = 1,84.10" mol.L'!, P3 =

3,68.107 mol.L™!, P4 =5,52.107 mol.L"! de ACLO.
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Tabela 20: Resultados das curvas de recuperacao obtidas para analise de ACLO nas

diferentes amostras de café soltvel através da metodologia de PPD.

Amostra A/ E./ R./ R.Média/ DP/ DPR/ E.Média/ E,/

mol.L™! mol.L™! % % % % molL' %
1,90.10° 96,41

Café A 1,98.10° 1,93.10° 97,81 97,82 1,42 145 193.10° 2,18
1,96.10° 9925
2,02.10° 102,12

Café B 1,98.10° 1,97.10° 100,05 100,14 1,93 193 1,97.10° 0,15
1,94.10° 98,26
2,08.10° 105,24

Caf¢C  1,98.10°  2,09.10° 10583 195090 0,70 0.66 2,09.10° 587
2,11.10° 106,63
1,95.10¢ 98,68

Café D 1,97.10°  1,90.10° 96,50 99.59 3,64 3,65 1,97.10° 0,40
2,04.10°% 103,60
2,05.10° 104,69

Café E 1,96.10°  1,94.10° 9889 101,87 2,90 2,85 2,00.10° 1,83

2,00.10° 102,02

Onde:
A. = Adicionado (Concentracdo adicionada).
E. = Encontrado (Concentrag@o encontrada pelo método).
R. = Valor da recuperagdo pelo método proposto.
R. Média = Média da triplicata de analises de recuperagao.
DP = Desvio Padrdo das recuperagdes.

DPR = Desvio Padrido Relativo das recuperagdes.

E. Média = Média da triplicata das concentragdes encontradas pelo método proposto.

E, = Erro relativo entra o valor adicionado e o valor encontrado (concentragdo de ACLO)
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Tabela 21: Resultados das curvas de recuperacao obtidas para analise de ACLO nas

diferentes amostras de café soluvel através da metodologia de VOQ.

Amost A E./ R./ R.Média/ DP/ DPR/ E.Média/ E,/
mostra
mol.L! mol.L! % % % %  molL™! %

1,88.107 101,94

Caf¢e A 1,85.107  1,93.107 10434 10436 242 232 193.107 433
1,97.107 106,79
1,90.107 102,98

. -7 -7

Café B 1,85.10 1,94.10 104,85 101,81 3,77 3’70 1,88.10-7 1’79
1,80.107 97,59
1,88.107 101,91

Caf¢C  1,85.107 184107 99,67 10089 106 1,05 187.107 1,03
1,88.107 101,57
1,92.107 103,73

Caf¢ D 1,85.107 1,87.107 101,24 103,32 1,90 1,84 1,91.107 3,30
1,94.107 104,98
1,83.107 98,89

Caf¢ E 185107 1,93.107 10451 10252 315 3,07 1,89.107 249
1,92.107 104,17

Onde:

A. = Adicionado (Concentracdo adicionada).

E. = Encontrado (Concentrag@o encontrada pelo método).

R. = Valor da recuperagio pelo método proposto.

R. Média = Média da triplicata de analises de recuperagao.

DP = Desvio Padrdo das recuperagdes.

DPR = Desvio Padrido Relativo das recuperagdes.

E. Média = Média da triplicata das concentragdes encontradas pelo método proposto.

E, = Erro relativo entra o valor adicionado e o valor encontrado (concentragdo de ACLO)
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Conforme pode ser observado nas Tabelas 20 ¢ 21 os valores de recuperagao
foram bastante satisfatorios, eles variaram entre 97,82 e 105,90 % para PPD e para VOQ
entre 100,89 e 104,36 %, e portanto indicam a viabilidade da utilizacdo de ambos os

métodos propostos para determina¢do de ACLO em amostras de café soluvel.

Os dados obtidos para as andlises do padrdo de ACLO, em presenga de
diferentes amostras de café soluvel, reunidos nas Tabelas 20 e 21 permitiram avaliar a
precisdo do método proposto expressa em termos do desvio padrao (D.P.) e desvio
padrao relativo (D.P.R.) , assim como a exatiddo do método, a partir do erro relativo
(E;). Os resultados obtidos para D.P., D.P.R. e E, foram bastante satisfatorios,
confirmando que as metodologias desenvolvidas podem ser utilizadas com sucesso para

determinac¢do de ACLO em amostras de café soluvel.

3.6.7.2. Recuperacio de ACLO em amostras de cha mate

Adicionalmente, a recuperagdo das metodologias eletroanaliticas
desenvolvidas, também foi avaliada na presenca de amostras de cha mate, bebida esta,
importante fonte do antioxidante ACLO. No entanto, como apresentado na secdo 2.5 a
amostra de cha mate ndo apresentou necessidade do tratamento com Reagente de Carrez,

sendo, portanto analisada diretamente na célula eletroquimica.

Os dados obtidos para as analises do padrao de ACLO em presenca de quatro
diferentes amostras de cha mate, disponiveis no mercado, sdo apresentados nas Tabelas

22 e 23. Duas dessas analises, sdo apresentadas nas Figuras 47 e 48, para PPD e VOQ.

Conforme pode ser observado, as metodologias desenvolvidas apresentaram
boas recuperagdes também na presenca de outro tipo de amostra, neste caso cha mate,
tendo variado entre 97,39 a 103,96% para PPD ¢ 97,40 a 103,68% para VOQ. Os
valores de DPR e E, também foram novamente bastante satisfatorios, confirmando,
portanto que os métodos propostos sdo aplicaveis ndo somente a amostras de café

solavel como também em cha mate.
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Figura 47: Polarogramas de Pulso Diferencial obtidos para adi¢do de padrao de ACLO
na presenca da amostra de cha A, onde: (e) branco (tampao fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L"
1; (a) 50uL da solucdo de amostra de chd mate (ver preparo secdo 2.5) em presenca de
2,42.10* mol.L"" de BrCTA; e (P;-Py) adi¢des de padrido de ACLO. Parametros a = 50
mV, tg = 0,6 s, v= 8,25 mV.s'l.Inserc;éo: Dependéncia da I, em fungdo da concentragio
dos padrdes de ACLO em presenca da amostra de café solavel, tomando P; = 0 mol.L™!
(a ser determinada pelas adi¢des posteriores), P, = 1,95.10°mol.L™!, P3 =3,89.10

mol.L"!, P4 =5,81.10° mol.L"! de ACLO.
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Figura 48: Voltamogramas de Onda Quadrada obtidos para adi¢do de padrao de ACLO
na presenca da amostra de cha B, onde: (e) branco (tampao fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L"
; (a) 50uL da solugdo de amostra de cha mate (ver preparo se¢do 2.5) em presenca de
2,42.10* mol.L"! de BrCTA; e (P,-P,) adigdes de padrdo de ACLO. Parametros: f= 150
Hz, Esw=50 mV e AE; = 6 mV. Insercdo: Dependéncia da I, em fun¢do da concentragdo
dos padrdes de ACLO em presenca da amostra de café solavel, tomando P; = 0 mol.L™!
(a ser determinada pelas adi¢des posteriores), P, = 1,84.107" mol.L™, P3 =3,68.107

mol.L!, P, =5,51.107 mol.L"! de ACLO.
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Tabela 22: Resultados das curvas de recuperacao obtidas para analise de ACLO nas

diferentes amostras de cha mate, através da metodologia de PPD.

Amostra A/ E./ R./ R.Média/ DP/ DPR/ E.Média/ E,/

mol.L™! mol.L™! % % % % molL' %
2,03.10° 103,73

ChaA  1,96.10° 2,07.10° 10588 103,96 1,81 1,74 2,04.10° 3,98
2,00.10° 102,28
1,90.10° 97,19

ChaB  1,96.10° 201.10° 102,65 99,96 273 2,73 1,96.10° 0,05
1,96.10° 100,05
1,89.10° 96,53

ChaC  1,96.10° 1,92.10° 97,60 97,39 0,30 0,31 1,90.10° 2,95
1,90.10° 97,04
2,04.10° 104,18

Chi D 1,96.10°  2,00.10° 102,06 10355 130 125 2.03.10° 3.53
2,05.10° 104,40

Onde:

A. = Adicionado (Concentragdo adicionada).

E. = Encontrado (Concentragdo encontrada pelo método).

R. = Valor da recuperagdo pelo método proposto.

R. Média = Média da triplicata de andlises de recuperagao.

DP = Desvio Padrdo das recuperacdes.
DPR = Desvio Padrao Relativo das recuperagdes.

E. Média = Média da triplicata das concentragdes encontradas pelo método proposto.

E, = Erro relativo entra o valor adicionado e o valor encontrado (concentragdo de ACLO)
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Tabela 23: Resultados das curvas de recuperagdo obtidas para analise de ACLO nas

diferentes amostras de chd mate, através da metodologia de VOQ.

Amostra Dvog./ E./ R./ R.Média/ DP/ DPR/ E.Média/ E,./

mg.g™ mol.L™! % % % % mol.L! %
1,79.107 97,31

ChaA  1,84.107 191.107 103,34 99,87 3,11 3,12 184.107 0,11
1,83.107 98,97
1,91.107 103,57

Café B 1,84.107  1,94.107 10542 103,68 1,68 1,62 191.107 3,69
1,88.107 102,06
1,92.107 104,23

CaféC  1,84.107 1,90.107 103,17 102,12 2,78 2,72 1,88.107 2,11
1,83.107 98,97
1,79.107 97,29

Caf¢ D 184107  1,78.107 96,61 9740 086 088 180.107 2,60
1,81.107 98,31

Onde:

A. = Adicionado (Concentracdo adicionada).

E. = Encontrado (Concentragdo encontrada pelo método).

R. = Valor da recuperagdo pelo método proposto.

R. Média = Média da triplicata de andlises de recuperagao.

DP = Desvio Padrdo das recuperacdes.
DPR = Desvio Padrao Relativo das recuperagdes.

E. Média = Média da triplicata das concentragdes encontradas pelo método proposto.

E, = Erro relativo entra o valor adicionado e o valor encontrado (concentracdo de ACLO)
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3.6.8. Determinacdo de ACLO em amostras de café soluvel e cha mate.

As metodologias desenvolvidas foram entdo utilizadas para determinagao do
conteido ACLO, em amostras de café soluvel e cha mate através do método de adigao
de padrao. Aliquotas adequadas para cada amostra foram adicionadas a célula contendo
10 mL de tampao fosfato, 0,04 mol.L!, pH 6,02 e 2,42.10* mol.L"! de BrCTA,
lembrando que as amostras de café foram tratadas com Reagente de Carrez, enquanto
que as amostras de chd mate ndo necessitaram de nenhum tratamento extra.

As Figuras 49 e 50 apresentam a analise das amostras de café soluvel C e D
através da metododologias de PPD e VOQ, enquanto que as Figuras 51 e 52 apresentam
as analises das amostras de cha mate C e D, sob PPD e VOQ, respectivamente.
Novamente os polarogramas e voltamogramas para as respectivas amostras, sio
simbolizados pela linha (a) e as adi¢des de padrdo sdo as linhas P (P;-Py).

Os dados obtidos para as analises dos dois diferentes tipos de amostras, cinco
marcas de café soltivel e quatro marcas de chd, sob as duas metodologias desenvolvidas
sao apresentados nas Tabelas 24 e 25. Nessas tabelas sdo apresentados os valores do
conteudo de ACLO determinados nas respectivas amostras, a média das quantificagdes e
os valores de desvio padrio e desvio padrao relativo das analises.

A comparacao entre os valores do conteudo de ACLO determinados sob ambas
as metodologias propostas foram bastante satisfatorios, indicando a viabilidade dos
métodos eletroanaliticos PPD e VOQ desenvolvidos, os quais podem ser utilizados com

sucesso para determinagdo de ACLO em amostras de café soluvel e cha mate.




Resultados e Discussdo 105

-30

25

1/nA
>
T

0,9 l -1,0 l -11 l -1,2 l -1,3 l -14 l -1,5
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 49: Polarogramas de Pulso Diferencial, obtidos para determinagdo de ACLO na
amostra de café solavel C, onde: (e) branco (tampao fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™"); (a)
15uL da solugdo de amostra de café soluvel (ver preparo secdo 2.4) em presenca de
2,42.10* mol.L™" de BrCTA; e (P;-Py) adi¢des de padrido de ACLO. Parametros a = 50
mV, t, = 0,6 s, v= 8,25 mV.s. Inser¢do: Dependéncia da I, em fung¢do da concentragdo

de ACLO para amostra de café soluvel C.
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Figura 50: Voltamogramas de Onda Quadrada, obtidos para determinagdo de ACLO na
amostra de café soluvel D, onde: (e) branco (tampéo fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™"); (a)
15puL da solugdo de amostra de café soluvel (ver preparo secao 2.4) em presenca de
2,42.10* mol.L"! de BrCTA; e (P,-P,) adigdes de padrdo de ACLO. Parametros: f= 150
Hz, Esw= 50 mV e AE; = 6 mV.Inser¢do: Dependéncia da I, em funcdo da concentragdo

de ACLO para amostra de café soluvel D.
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Tabela 24: Comparacao entre os resultados obtidos para quantificacdo de ACLO em

amostras de café soluvel através das metodologias de PPD e VOQ.

PPD VOQ

Amostra  p/ Dwm./ D.p./ D.P.R/ D./ Dw./ D.P./ D.P.R.
mg.g'1 mg.g'1 % % mg.g'1 mg.g'1 % %
23,71 24,68

Cafée A 2497 24,05 0,80 3,35 23,99 24,26 0,37 1,51
23,47 24,12
20,63 20,77

Caf¢é B 19,90 19,95 0,66 3,31 21,75 21,20 0,50 2,36
19,31 21,08
33,73 34,27

Café¢e C 33,18 33,82 0,69 2,04 34,15 34,15 0,12 0,37
34,55 34,02
66,40 66,17

Caf¢e D 65,78 66,20 0,36 0,55 65,18 66,42 1,39 2,09
66,42 67,92
9,77 10,88

Caf¢eE 10,18 10,01 0,21 2,14 11,00 10,91 0,08 0,76
10,08 10,84

Onde:

D. = Valor da determinagdo (Concentracdo de ACLO na amostra de café soluvel, determinada pelo
método).

Dg. = Valor médio da triplicata de determinag¢des (Concentragdo de ACLO na amostra de café
soluvel, determinada pelo método).

DP = Desvio Padrao das determinagdes.

DPR = Desvio Padrdo Relativo das determinagdes.
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Figura 51: Polarogramas de Pulso Diferencial, obtidos para determinagdo de ACLO na
amostra de cha mate C, onde: (e) branco (tampao fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L'l); (a)
50uL da solucdo de amostra de cha mate (ver preparo secdo 2.5) em presenca de
2,42.10* mol.L"" de BrCTA; e (P;-Py) adi¢des de padrido de ACLO. Parametros a = 50
mV, t; =0,6 s, v=_8,25 mV.s™!. Insercdo: Dependéncia da I, em funcdo da concentragio

de ACLO para amostra de cha mate C.
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Figura 52: Voltamogramas de Onda Quadrada, obtidos para determinagdao de ACLO na
amostra de cha mate D, onde: (e) branco (tampdo fosfato pH 6,02, 0,04 mol.L™"); (a)
50uL da solugdo de amostra de cha mate (ver preparo secao 2.5) em presenca de
2,420.10* mol.L™! de BrCTA; e (P;-P4) adi¢des de padrio de ACLO. Pardmetros: f=
150 Hz, Esw = 50 mV e AE; = 6 mV.Inser¢do: Dependéncia da I, em funcdo da

concentragdo de ACLO para amostra de cha mate D.
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Tabela 25: Comparacao entre os resultados obtidos para quantificacdo de ACLO em

amostras de cha mate, através das metodologias de PPD e VOQ.

PPD vVOQ
Amostra  p./ Dw/  D.P/ D.P.R./ D. Dw./  D.P./ D.P.R./
mg.g'1 mg.g‘1 % % mg.g‘1 mg.g'1 % %
14,48 13,51
ChaA 13,89 14,14 0,30 2,15 13,64 13,62 0,10 0,75
14,06 13,71
2,41 2,51
Cha B 2,55 2,45 0,08 3,42 2,38 2,48 0,09 3,74
2,40 2,56
4,39 4,40
Cha C 4,25 4,32 0,07 1,53 4,51 4,47 0,05 1,21
4,31 4,49
1,12 1,11
Cha D 1,14 1,13 0,01 0,88 1,13 1,14 0,03 2,46
1,14 1,17

Onde:

D. = Valor da determinagao (Concentracdo de ACLO na amostra de café soluvel, determinada pelo
método).

Dg. = Valor médio da triplicata de determinac¢des (Concentragdo de ACLO na amostra de café
soluvel, determinada pelo método).

DP = Desvio Padrido das determinagdes.

DPR = Desvio Padrido Relativo das determinagdes.
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3.7. Desenvolvimento de metodologia 3: Determinag¢io de ACLO e ACAF

simultaneamente atraves da PPD.

Considerando que as metodologias voltamétricas desenvolvidas através da
oxidacdo do ACLO e ACAF abordadas na literatura, ndo tem obtido sucesso na
distingd@o dos picos dos referidos acidos, procurou-se desenvolver uma metodologia
eletroanalitica baseada na reducdo destes compostos. A técnica empregada foi a PPD,
porque apresentou em estudos preliminares, uma melhor separagdao dos picos destes

acidos.

3.7.1. Reducdo polarogrdfica simultinea de ACLO e ACAF

Como foi demonstrado anteriormente, o ACLO apresentou sua reducao
favorecida na presenga de surfactantes, e em tampao fosfato 0,04 mol.L! (pH 6,06),
assim o uso de diferentes tipos de surfactantes, na redugdo simultanea de ACLO e

ACAF, também foi testado.

A reducdo destes acidos foi investigada na auséncia e na presenga de diferentes
tipos de surfactantes: cationico brometo de cetiltrimetil amonio - BrCTA, anidnico

dodecil sulfato de sodio - SDS e neutro Tritron-X.

Como esperado, devido a grande similaridade dos grupos eletroativos de
ACLO e ACAF, a redugdo simultanea destes acidos também apresentou melhor

definicdo na presenca do surfactante cationico BrCTA (Figura 53).
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Figura 53: Influéncia de diferentes tipos de surfactante na
reducio de: (a) eletrolito tampao fosfato 0,04 mol.L”, pH 6,06 (b)
ACLO (2,95.10™ mol.L") e ACAF (2,89.10° mol.L™") na auséncia de
surfactante, (c) acidos na presenca de surfactante cationico BrCTA
2,02.10* mol.L", (d) 4cidos na presenca de surfactante anidnico
dodecil sulfato de sédio (SDS) 2,02.10™ mol.L", (e) acidos na presenca
de surfactante neutro Triton X-100, 2,02.10'4 mol.L™".

3.7.2. Influéncia da concentragdo de BrCTA na reducio de ACLO e ACAF

Em virtude da extrema importancia do surfactante catidénico na reducdo de
ACLO e ACAF como mostrado no estudo anterior, avaliou-se a influéncia da

concentragdo de BrCTA na redugdo simultanea destes acidos.

Na Figura 54 sao apresentados os polarogramas de ACLO e ACAF com o

aumento da concentracdo de BrCTA. Conforme pode ser observado o aumento da




Resultados e Discussdo 113

concentragdo do surfactante proporcionou o aumento da defini¢ao dos sinais de reducao
dos écidos.

O efeito da concentracdo de BrCTA nos potenciais de pico de ACLO e ACAF
¢ mostrado na Figura 55 a, os potenciais de pico de ACLO e ACAF apresentaram um
grande deslocamento para valores menos negativos com aumento da concentracao de
surfactante cationico, até aproximadamente 3,22.10* mol.L!, e a partir deste valor, o
deslocamento tornou-se menos acentuado, encontrando aproximadamente um valor
constante a partir de 4,01.10™* mol.L™.

Na Figura 55b ¢ apresentado o efeito da concentragdo de BrCTA a separacao
dos potenciais de pico dos referidos acidos. O que se observa, ¢ que até a concentragao
de2,42.10* mol.L"! de BrCTA ha um aumento desta separa¢do, no entanto a partir
deste valor hd uma pequena dimunuigdo, até chegar a um valor aproximadamente

constante.
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Figura 54: Polarogramas de Pulso Diferencial para 1,96.10° mol.L"' de ACLO e
1,97.10° mol.L! de ACAF em eletrolito tampao fosfato 0,04 mol.L! pH 6,14, na
presenca de concentragdes crescentes de BrCTA: (a) 4,07.107 mol.L™!, (b) 1,22.107* (c)
2,42.107* m 0 1 . L 1
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Figura 55: Dependéncia de: (A) Influéncia do aumento da concentragdo de BrCTA nos
Epsde 1,964.10° mol.L™! de ACLO e de ACAF 1,966.10° mol.L"' e (B) diferenca entre
os Eps de ACLO e ACAF.

No que diz respeito as correntes de pico dos acidos polifenolicos, ha um
aumento de I, para ACLO até 1,62.10* mol.L™' e para ACAF até 2,02.10* mol.L™" de
BrCTA, a partir destas concentragdes de surfactante, observa-se a queda dos valores de
I, (Figura 56).

Assim, para fins de desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para
determinacdo destes acidos simultaneamente, optou-se por adotar uma concentragao de

BrCTA 2,02.10* mol.L'!, a qual apresentou uma melhor defini¢ao dos sinais dos acidos.
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Figura 56: Dependéncia das I;s de 1,96.10° mol.L" de ACLO

e 1,97.10°mol.L" de ACAF com a concentracio do surfactante

BrCTA.

3.7.3. Influéncia do pH na reducdo simultinea de ACLO e ACAF

Outro parametro avaliado para reducao polarografica simultanea de ACLO e
ACAF foi o pH do eletrolito suporte, este estudo foi realizado em tampao acetato 0,04
mol.L"! no intervalo de pH de 4,06 a 5,47, em tampao fosfato 0,04 mol.L 1 de 6,142
11,7, e nos pHs 1,83 e 3,06 em solugdes de acido acético e acido fosforico 0,04mol.L L
respectivamente.

Os polarogramas apresentados na Figura 57 mostram como o pH influéncia
significativamente na redu¢do de ACLO e ACAF. Em meios muito acidos somente foi
observado um unico pico de reducdo, entretanto o aumento do pH proporcionou o

aumento da separagdo dos picos, definindo assim o sinal de redugdo de cada acido. No
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entanto, a partir do pH 7,17 a resolucao do pico de ACAF passou a ser comprometida
pela proximidade a descarga do eletrolito, até que para valores acima de pH 9,08 nao foi
mais possivel observar sua redugao.

Como ¢ observado na Figura 58 a, os potenciais de pico de ACLO e ACAF
variam linearmente com aumento de pH, sendo deslocados para valores mais negativos,
com este aumento, isto pode ser atribuido a existéncia de reagdes de pré-protonagdoa
transferéncia eletronica.l”’!

O comportamento do E, de ACLO com pH apresentou trés segmentos lineares,
entre pH 3,06 e 4,46, entre 4,46 ¢ 8,17 ¢ entre 8,17 ¢ 11,7, com pontos de intersec¢ao
3,92 e 7,71 proximos aos valores de pK, do ACLO, abordados na se¢do 3.4. Para o
ACAF observou-se dois segmentos lineares, entre 3,06 a 4,46 e entre 4,46 a 9,06 com
um ponto de interseccao em 4,24, proximo aos valores de pK, reportados na literatura
4,453 437101

Ja o comportamento da corrente de pico para cada acido em fungao do pH
representadana Figura 59, mostra valores maximos em torno de 5,47 para ACLO e
6,17 para ACAF, apresentando uma acentuada queda deste parametro para ambos os
acidos, a partir de pH 8,17.

Como o pH influéncia significativamente na redugdo polarografica de ACLO
e ACAF, assim para fins de otimizacao deste parametro para desenvolvimento de uma
metodologia eletroanalitica, adotou-se o pH 6,14, para os demais estudos, considerando
que este foi o valor onde foi observado: uma maior defini¢do dos picos, em virtude da
separacdo destes sem comprometimento pela proximidade da descarga do eletrolito,

assim como foi onde se observou valores maximos da I, para ambos os 4cidos.
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Figura 57 a: Polarogramas de Pulso Diferencial em diferentes de pHs do eletrolito
suporte onde: (a) 1,96.10° mol.L"' ACLO, (b) 1,97.10° mol.L"" ACAF ¢ (c) 1,96.107
mol.L"' ACLO e 1,97.10° mol.L"! ACAF, todos na presenca de 2,02.10* mol.L! de
BrCTA.
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Figura 57 b: Polarogramas de Pulso Diferencial em diferentes de pHs do eletrdlito
suporte onde: (a) 1,96.10° mol.L"" ACLO, (b) 1,97.10° mol.L"' ACAF e (c) 1,96.10”
mol.L"' ACLO € 1,97.10”° mol.L"! ACAF, na presencga de 2,02.10* mol.L"! de BrCTA .
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Figura 58: (A) Influéncia do pH do eletrolito suporte 0,04 mol.L™!, nos Eys de ACLO
1,96.10° mol.L! ¢ 1,97.10°mol.L"! ACAF na presenca de 2,02.10’4 mol.L! de
BrCTA, através da técnica de PPD, e (B) Separagdo dos E,s de ACLO e ACAF.
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Figura 59: Influéncia do pH do eletrélito suporte 0,04 mol.L"',
na resposta de I, para ACLO 1,96.10° mol.L™ ¢ 1,97.10° mol.L"
ACAF na presenca de 2,02.10” mol.L™" de BrCTA, através da técnica
de PPD.

3.7.4. Influéncia do tipo e da concentracdo do eletrdlito suporte

Outro parametro investigado na reducao polarografica de ACLO e ACAF foi o
tipo do eletrolito suporte. Para este estudo foram entdo adotados tampao Britton-
Robinson e uma solucdo de LiCl sob as mesmas condicdes até entdo utilizadas em

tampao fosfato.

Como ¢ apresentado na Figura 60, a solucdo de LiCl ndo apresentou a
disting@o do sinal de redugdo de cada 4cido, enquanto que para os tampdes BR e fosfato
foi possivel identificar o pico de ACLO e ACAF separadamente, entretanto a resolugdo

do pico de ACAF mostrou-se mais comprometida em tampao BR, pela sua proximidade
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a descarga do eletrélito, desta forma o tampao fosfato foi mantido para os demais

estudos.

-35

-20

1/nA

10

-1,2 1,3 -14 -15 -1,6 1,7 -18
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 60: Polarogramas de Pulso Diferencial de 1,95.10° mol.L"" ACLO e 1,96.107
mol.L"" ACAF em presenga de 2,02.10* mol.L"' de BrCTA em diferentes eletrolitos
suporte na concentragdo de 0,04 mol.L™': (a) tampéo fosfato pH 6,06, (b) tamp3o BR pH
6,04 e (c) LiCl pH 6,01.

Além disso, a concentragdo do eletrélito suporte tampao fosfato também foi
investigada, nas concentragdes de 0,02, 0,04, 0,08 e 0,1 mol.L"!. Como é mostrado na
Figura 61, o aumento da concentragdo do eletrolito promoveu um pequeno
deslocamento dos picos de redu¢ao de ACLO e ACAF para potenciais mais negativos, e
para as concentragdes de 0,08 ¢ 0,1 mol.L™! observou-se o comprometimento do pico de
ACAF pela proximidade a descarga do eletrélito, assim adotou-se 0,02 mol.L™! para os

demais estudos como a concentragdo para o eletrélito suporte.
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Figura 61: Polarogramas de Pulso Diferencial de 1,95.10° mol.L"' ACLO e 1,96.10”
mol.L"" ACAF em presenca de 2,02.10* mol.L™' de BrCTA em diferentes concentragdes
do eletrolitos suporte tampao fosfato: (a) 0,02, (b) 0,04 (c) 0,08 e (d) 0,1 mol.L"!

3.7.5. Otimizacdo dos pardmetros instrumentais

Como ja mencionado, a avaliagdo dos pardmetros instrumentais da Polarografia
de Pulso Diferencial também € muito importante para a otimizacao da definicao do sinal

analitico.

A influéncia da amplitude na corrente de pico também foi estudada para
reducdo simultdnea do ACLO e ACAF (Figura 62), utilizando a velocidade de 8,25

mV.s"', com tempo de gotejamento (tg) de 0,6 segundos.

Como ¢ possivel se observar para valores de amplitude menores que 40 mV, o
aumento da intensidade da corrente foi linear, no entanto as amplitudes maiores

pareceram ndo atuar de modo significativo na sensibilidade do pico para propositos
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analiticos. Além disso, o aumento da amplitude proporcionou a diminui¢ao na separagao
dos picos de redu¢do de ACLO e ACAF, em fung¢do disto a amplitude que foi utilizada
nos estudos anteriores 25mV, foi também adotada para prosseguir com os demais

estudos, considerando que proporcionou uma boa separagdo para os sinais analiticos.
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Figura 62: Dependéncia da I, com a variacdo da amplitude de pulso para reducdo de
ACLO 2,00.10° mol.L'! ¢ ACAF 2,00.10° mol.L'!, em presenga de BrCTA 2,02.10°
mol.L"! em tampao fosfato 0,02 mol.L'l, pH 6,02.

Definido o valor de 25 mV como amplitude do pulso, estudou-se a influéncia
de outro parametro na corrente de pico de ACLO, a velocidade de varredura, a qual foi
estudada na faixa de 1 a 10 mV.s™ para ACLO 2,00.10° mol.L! ¢ ACAF 2,00.10°
mol.L™!, em presenca de BrCTA 2,02.10“ mol.L™! em tamp3o fosfato 0,02 mol.L™!, pH
6,02.
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Como mostrado na Figura 63, a velocidade de varredura ndo influenciou
significativamente na I, de ACLO e ACAF, portanto 8,25 mV.s', foi a velocidade

mantida para os demais estudos com tempo de gotejamento de 0,6 segundos.
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Figura 63: Dependéncia da I, com a velocidade de varredura para ACLO 2,00.10°
mol.L'! ¢ ACAF 2,00.10° mol.L'!, em presenca de BrCTA 2,02.10* mol.L'! em tampao
fosfato 0,02 mol.L™!, pH 6,02.

3.7.6. Parametros instrumentais selecionados

Os parametros até entdo selecionado, além de outros que também influenciam

na redugdo polarografica simultanea de ACLO e ACAF sao apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26: Parametros instrumentais para redugao polarografica de ACLO e ACAF.

Parametros Parametro selecionado
Tipo de Eletrolito Tampao Fosfato
Concentracdo do Eletrélito 0,02 mol.L!
pH 6,00
Concentragdo do surfactante BCTA 2,02. 10* mol.L!
Amplitude do Pulso 25 mV
Velocidade de Varredura 8,25mV.s!
Tamanho da gota de Hg 0,52 mm?
Tempo de Gotejamento 0,6s
Tempo de Equilibrio 15s
Velocidade de Agitagao 1500 rpm

3.7.7. Curva Analitica

Apos estabelecidas as melhores condigdes de trabalho para determinagao dos
acidos ACLO e ACAF, simultaneamente, foram construidas curvas analiticas para

adicao destes na presenga de BrCTA, as curvas foram construidas em triplicata.

Os polarogramas obtidos pela variacdo da concentracdo de ambos os acidos
estdo apresentados na Figura 64. Como pode ser observado, a curva analitica para
ACLO mostrou linearidade no intervalo de 1,14. 10 - 8,99. 10® mol.L"! com um
coeficiente de correlagdo de 0,999 (Figura 65 a). Para ACAF o intervalo foi de 1,50. 10
6.1,18.10° mol.L"!, com coeficiente de correlacdo de 0,999 (Figura 65b).

Além disso, através da metodologia de PPD foi possivel construir curvas
analiticas de ACLO no intervalo de concentrac¢do de 5,71.10'6- 8,28.107° mol.L'l, e para
ACAF entre 7,48.10°-1,08.10* mol.L"!, como é mostrado na Figura 67 ach,
respectivamente. Em cada respectivo intervalo de concentragdo de ACLO e ACAF,

também foi possivel obter excelentes linearidades, com um coeficiente de correlagdo
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médio de 0,999 para ambos os acidos. Os polarogramas obtidos para construgao destas

curvas sao apresentados na Figura 66.

Através da metodologia baseada na técnica de PPD, para analise ACLO e
ACAF, foi possivel obter um amplo intervalo de linearidade, e os parametros obtidos

para as curvas analiticas construidas estdo resumidos na Tabela 27 e 28.

Os dados contidos na Tabela 27 e 28 sao resultado da média de cada parametro
obtido para a triplicata das curvas de calibragdo de ACLO e ACAF, para cada intervalo
de concentragdo estudada. De acordo com estes dados foi possivel obter os valores de

LOD e LOQ (Equacdes 5 ¢ 6) para ambos os acidos.

Para ACLO o intervalo de concentracdo de 1,14. 10° - 8,99. 10° mol.L"! os
valores de LOD e LOQ, foram 1,42.107 € 4,73.107 mol.L!, respectivamente, e para o
intervalo concentragdo de 5,71.10°° - 8,28.10° mol.L™' foram 7,26.107 ¢ 2,42.10 mol.L"
1.

Para ACAF no intervalo de concentragdo estudado 1,50. 10°-1,18.10° mol.L'!,
os valores de LOD e LOQ foram, 1,16.107 ¢ 3,84.107, respectivamente, € para o
intervalo de concentragdo de 7,48.1075- 1,08.10'4 mol.L™! foram 1,19.10’6 e 3,95.10'6

mol.L ™"

Portanto, é possivel constatar que a metodologia proposta para analise de
ACLO e ACAF através de PPD exibiu limites de deteccdo e quantificacio um pouco

mais altos do que para a metodologia proposta para analise de ACLO individual.

Até o presente momento esta metodologia nao obteve sucesso para analise
simultanea destes acidos em amostras de café e cha, em virtude dos seus limites de
deteccao e quantificacdo altos e da proximidade do pico de ACAF com a descarga, o que

complica as analises na presenga de amostra reais em virtude do efeito matriz.

Entretanto, o desenvolvimento desta metodologia ainda significa um avango no
que diz respeito a aplicabilidade das técnicas voltamétricas no desenvolvimento de
metodologias para andlise destes polifenolicos, j& que até o momento nenhuma
metodologia proposta através dessas técnicas conseguiu separar o sinal analitico destes

acidos.
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E 6bvio que o desenvolvimento desta metodologia s6 ganhara maior importancia

a partir do momento em que for aplicada em amostras reais e de forma satisfatoria.

Para que se possa efetuar a aplicacdo desta metodologia em amostras como café

e cha, serdo necessarios estudos para o tratamento prévio destas amostras.
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Figura 64: Polarogramas de Pulso Diferencial para diferentes concentra¢des dos
padrdes de ACLO e ACAF, respectivamente: (a) 1,14.10° e 1,50.10° mol.L™'; (b)
2.28.10°¢2,99.10° mol.L™'; (c) 3,41.10° e 4,47.10° mol.L"'; (d) 4,54.10° ¢ 5,94.10°°
mol.L™"; (e) 5,66.10° e 7,41.10° mol.L™"; (f) 6,77.10% ¢ 8,87.10° mol.L™'; (g) 7,88.10° ¢
1,03.10° mol.L™"; (h) 8,99.10° e 1,18.10° mol.L™!, na presenga de tampéo fosfato pH
6,02 (E), 0,02 mol.L"' com 2,02.10* mol.L"' de BrCTA. Parametros a =25 mV, t, = 0,6
s, v=38,25 mV.s.
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Figura 65: Dependéncia da I, em fung¢do da concentragdo de: (A) ACLO ( 1,14.10° a
8,99.10° mol.L'') e (B) ACAF (1,50.10°° a1,18.10° mol.L'").
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Tabela 27: Parametros quantitativos do método eletroanalitico através da técnica de

PPD para determinagdo de ACLO e ACAF.

Parametros Curva 1(ACLO) Curva 1 (ACAF)
Intervalo de concentragdo (mol.L'l) 1,14-899x 10°° 0,12-1,18x 107
Intercepto (nA) * 0,35 0,64
D.P. do intercepto 5,44.10 4,88.10°
Inclinagdo * (nA.L.mol ") 1,15.10 1,27.10
D.P. da inclinagio 1,15.10* 1,53.10 %
Coeficiente de correlagéo (r) * 0,999 0,999
LOD (mol.L™") 1,42.107 1,15.107
LOQ (mol.L™) 4,73.107 3,84.10°7

* média de trés curvas de calibragio.
D.P. = desvio padrao.

LOD = limite de detecgao.

LOQ = limite de quantificacdo.




Resultados e Discussdo 130

-200

T

-150 |-

-100 |-

1/ nA

50

1,1 l 42 13 l -11,4 l 15 l -1,6 l A7 l -18

E/Vvs. Ag/ AgCl
Figura 66: Polarogramas de Pulso Diferencial para diferentes concentragdes dos
padroes de ACLO e ACAF, respectivamente: (a) 5,71.10° ¢ 7,48.10°mol.L™"; (b)
1,71.107 € 2,23.10° mol.L"; (¢) 2,83.10° ¢ 3,71.10° mol.L™" ; (d) 3,95.107 ¢ 5,16.10°
mol.L"; () 5,04.10° ¢ 6,61.10° mol.L"'; (f) 6,13.107 ¢ 8,07.10° mol.L''; (g) 7,21.107 ¢
9.45.10° mol.L'; (h) 8,28.10° ¢ 1,08.10* mol.L'!, na presenca de tampao fosfato pH
6,02, 0,02 mol.L'(E) € 2,02.10* mol.L"' de BrCTA. Pardmetros a =25 mV, t, = 0,6 s, v
=8,25 mV.s.
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Figura 67: Dependéncia da I, em func¢do da concentrag¢dode: (A) ACLO (5,71.10'6 a
828.10° mol.L") e (B) ACAF(7,48.10°% a 1,08.10°mol.L").
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Tabela 28: Parametros quantitativos do método eletroanalitico através da técnica de

PPD para determinagdo de ACLO e ACAF.

Parametros Curva 2(ACLO) Curva 2 (ACAF)
Faixa de concentracdo (mol.L'l) 0,57 - 8,28 x 107 0,07 - 1,08 x 107
Intercepto (nA) * 2,72 1,72
D.P. do intercepto 0,31 0,51
Inclinagdo * (nA.L.mol ") 1,28.10 ° 1,29.10
D.P. da inclinagdo 5,77.10° 1,00.10 *
Coeficiente de correlagdo (r) * 0,999 0,999
LOD (mol.L™") 7,26.107 1,19.10°
LOQ (mol.L™") 2,42.10° 3,95.10°¢

# média de trés curvas de calibragio.
D.P. = desvio padrao.

LOD = limite de detecgao.

LOQ = limite de quantificacdo.
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4. CONCLUSOES

A reducao do ACLO em tampao fosfato pH 6,02, 0,04mol.L™! mostrou-se bem
pouco favoravel sob as condi¢des estudadas, pois apresentou um unico pico, pouco
definido, em um potencial altamente negativo ¢ muito proximo a descarga do eletrdlito

suporte.

Buscando condi¢des que proporcionassem o favorecimento dessa redugao,
estudou-se a influéncia de diferentes surfactantes neste processo. Mas somente o
surfactante cationico brometo de cetiltrimetil amonio (BrCTA) contribuiu para redugao
do ACLO, proporcionando o deslocamento dos potenciais de pico para valores menos
negativos, afastando da descarga do eletrolito e aumentando a definicdo e corrente de

pico.

Adicionalmente a influéncia do tamanho das cadeias de sais de amonio
também foi avaliada, sendo que os sais de amodnio de cadeias carbdOnicas maiores,
favoreceram com mais sucesso a redu¢do do ACLO, dentre eles, principalmente o
BrCTA. Desta forma, adotou-se este surfactante para prosseguir com os demais estudos

eletroanaliticos e eletroquimicos.

A analise dos critérios de diagnostico aplicados na caracterizagdo do processo
de reducao de ACLO nos pHs 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0 indicaram que este acido
apresenta um transporte de massa misto, provavelmente influenciado pela presenca do

surfactante BrCTA no meio.

De acordo com os resultados obtidos para as andlises dos critérios que
caracterizam o tipo de mecanismo eletrodico através da técnica de VC, também foi
possivel concluir que o processo de redugao de ACLO na presenca do surfactante
BrCTA ¢ aparentemente irreversivel com envolvimento de dois elétrons, e uma reagado
de pré -protonagao, envolvendo um préoton. Além disso, estes resultados indicaram uma
forte evidéncia de uma etapa quimica acoplada ao processo de transferéncia eletronica.
A correlagdo dos resultados diagnosticados no processo eletrodico com aqueles
encontrados na literatura para o estudo do comportamento eletroquimico de compostos

similares, na presenca de surfactantes, confirma essas evidéncias.
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Neste trabalho também se desenvolveu de uma metodologia eletroanalitica
para determina¢do de ACLO em amostras de café e chd mate, a partir da reducao deste

composto sobre a superficie de mercurio.

Duas metodologias eletroanaliticas foram desenvolvidas para determinagdo de
ACLO, uma utilizando a técnica de PPD e outra utilizando a VOQ. O surfactante
BrCTA foi efetivamente utilizado para aumentar a sensibilidade dos métodos propostos.
Além disso, varios parametros foram otimizados tais como pH, tipo e concentragdo do

eletrolito suporte, concentracao de BrCTA, dentre outros.

Sob as condigdes otimizadas as metodologias eletroanaliticas puderam ser
aplicadas com sensibilidade adequada aos niveis de concentragao do analito encontrados
nas amostras estudadas. As metodologias desenvolvidas também apresentaram bons
niveis de recuperacdo, valores de precisdo e exatiddo para as determinacdes do ACLO
nas amostras de café e cha. Portanto, esses resultados aliados a rapidez e custo das

analises, confirmam a viabilidade dos métodos analiticos propostos.

O uso do surfactante BrCTA também proporcionou a reducao simultanea do
ACLO e do acido caféico (ACAF) em potenciais de pico distintos, o que representou um
avanco das técnicas voltamétricas no desenvolvimento de metodologias analiticas para
determinacdo destes acidos. J& que, as metodologias propostas na literatura para este fim

ndo tém obtido sucesso na determinagdo do contetdo de diferenciado de cada acido.

Assim, uma metodologia eletroanalitica para analise desses acidos, a partir da
reducao na presenca do surfactante BrCTA foi desenvolvida. No entanto, a aplicagao

desta metodologia ainda esta sendo estudada.




Atividades Futuras 135

5. ATIVIDADES FUTURAS

Os métodos eletroanaliticos propostos para determinacao individual do ACLO
podem ter seus estudos complementados com experimentos para validagdo das
metodologias, através de todos os parametros especificados na literatura, como por

exemplo, a comparagdo com outras metodologias existentes.

Para complementar os estudos de diagnostico do processo eletrédico sobre a
superficie do eletrodo de Hg em meio aquoso, podem ser realizados os seguintes

experimentos:

»  Coulometria a potencial controlado para confirmar o nimero de elétrons
envolvidos no processo de redugdo de ACLO;

»  Eletrolise preparativa que propiciem a geragdo de produtos e
intermediarios em quantidade suficiente para serem separados, analisados e identificados
através de técnicas espectroscopicas convencionais, tais como: RMN, IV e massas.

Estudos de clean-up da amostras podem ser realizados na tentativa de se
estabelecer condigdes favoraveis para aplicacdo da método de analise simultanea de

ACLO e ACAF.
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