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RESUMO

Neste trabalho foi preparado um eletrodo quimicamente modificado,
preparado pelo gotejamento de 2,0 pL de uma suspensdo contendo
nanoparticulas de prata estabilizadas em heparina (AgNP-Hep) e nafion
(75:25%, v/v) sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE). O
eletrodo proposto (AgNP-Hep-nafion/GCE) foi aplicado com sucesso na
determinacdo do teor de &cido clorogénico em amostra de café verde. A
voltametria de onda quadrada (SWV) foi utilizada como técnica eletroquimica, e
para melhor desempenho, seus parametros foram otimizados em 100 Hz de
frequéncia, 30 mV de amplitude e 5 mV de incremento. Também foi investigada
a faixa de pH e a natureza do eletrélito suporte, sendo definido como eletrélito
uma solucéo tampdo Clark-Lubs (0,2 mol L") em pH 2,2. Sob as condicées
otimizadas, construiu-se uma curva de calibracdo a partir da corrente de pico
resultante vs. concentracdo de CGA, apresentando linearidade em um intervalo
de concentracdo de 1,99 x 10° a 2,72 x 10 mol L™ (r* = 0,992), com limite de
deteccdo de 1,80 x 10° mol L? e quantificacdo de 5,51 x 10° mol L O
eletrodo proposto foi aplicado na determinagcdo de CGA em amostra de cha
verde utilizando o método de adicdo de padrdo e os resultados obtidos sdo
concordantes com o0s encontrados usando a técnica de eletroforese capilar
empregada como método comparativo. O estudo de recuperacdo variou de
98,0 a 102%, indicando boa exatiddo do método. O AgNP-Hep-nafion/GCE
demonstrou elevada sensibilidade e adequada repetibilidade, mostrando ser
uma ferramenta U(til para a deteccdo simples e rapida do teor de acido

clorogénico em amostra de café verde.

Palavras-chave: nanoparticulas, eletrodo quimicamente modificado, acido

clorogénico.
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1 INTRODUCAO

As técnicas voltamétricas sdo amplamente utilizadas para analises de
diversos compostos presentes em amostras industriais, medicinais,
alimenticias, ambientais, entre outros. As andlises consistem em medidas
amperomeétricas, realizadas em uma célula eletroquimica contendo um
eletrdlito suporte e trés eletrodos (eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e
contra eletrodo) conectados a um potenciostato para a aquisicdo dos dados.
Devido a caracteristicas como baixo custo e alta sensibilidade, estas técnicas
tornam-se de grande relevancia industrial e econdmica.

Um eletrodo bastante utilizado em técnicas voltamétricas € o de
carbono vitreo, por sua facilidade de manejo e possibilidade de modificacao
quimica da sua superficie com diferentes materiais como, por exemplo,
nanoparticulas  metalicas, enzimas e liquidos i6nicos. Materiais
nanoestruturados tem conquistado interesse entre pesquisadores, por
apresentarem propriedades fisicas e quimicas unicas. Nanoparticulas de prata,
por exemplo, podem ser citadas como um nanomaterial muito utilizado para
esta finalidade, pois apresentam excelente condutividade elétrica. Porém,
nanoparticulas metalicas tendem a sofrer coalescéncia devido a sua grande
energia superficial, e, por isso, €& necessario utilizar em sua sintese
estabilizantes como, por exemplo, liquidos ibnicos, surfactantes ou polimeros.
Os polimeros podem estabilizar as particulas através de repulsdo estérica,
eletrostatica, e eletroestérica como no caso de polieletrélitos como a heparina.

Eletrodos quimicamente modificados sdo empregados na analise de
uma gama de compostos, desde principios ativos de farmacos até
antioxidantes em matrizes alimenticias, como os compostos fendlicos. Estes
compostos encontram-se, em sua maioria, na natureza e podem exercer
efeitos preventivos e/ou curativos em disturbios fisiolégicos. Um dos compostos
fendlicos de grande abundancia em alimentos é o &cido clorogénico que, por
ter propriedades anticancerigenas e antibacterianas, sugere ser um composto
relevante a pesquisa medicinal e nutricional. O café verde € um alimento capaz
de trazer diversos beneficios para o corpo humano. Este possui altas

guantidades de CGA, capaz de interagir com o0 organismo produzindo efeito
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anti-hipertensivo, efeito inibitério na acumulacdo de gordura e peso corporal e
modulagdo do metabolismo da glicose.

Assim, este trabalho tem como principal proposta o desenvolvimento de
um eletrodo quimicamente modificado, a partir da modificacdo de um eletrodo
de carbono vitreo com nanoparticulas de prata estabilizadas em heparina, para

a determinacao de 4cido clorogénico em amostra de café verde.
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2. REVISAO LITERARIA

2.1 Eletrodos Quimicamente Modificados

O eletrodo (conhecido comumente como polo) € um dispositivo utilizado
para conectar um circuito elétrico em seu terminal. Este, deve ser constituido
por um  material condutor de eletricidade como, por exemplo,
um metal , grafite ou outro. Seu objetivo € proporcionar uma transferéncia
de elétrons entre o circuito e o meio no qual esté inserido. Este dispositivo é
utilizado na eletroquimica para anélises de uma gama de compostos.*

A sensibilidade e a seletividade dos eletrodos podem ser melhoradas a
partir da modificacdo da sua superficie, possibilitando a aplicacdo em diversas
areas do conhecimento, tais como ambiental, alimenticia, clinica e industrial.?
O termo eletrodo quimicamente modificado (chemically modified electrode -
CME), foi introduzido em 1975 por Murray e colaboradores® para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas (por exemplo: polimeros,
nanoparticulas metalicas, nanocompdsitos, liquidos idnicos, entre outros)
convenientemente imobilizadas em suas superficies com o objetivo de pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucao.?
Além disso, os CMEs também apresentam caracteristicas vantajosas como
baixo custo, facilidade na construcéo e possibilidade de miniaturizagdo o que
os difere de instrumentos utilizados em outros métodos como o0s
cromatogréficos e espectrofotométricos, por exemplo.*

A escolha de um eletrodo-base é muito importante no processo de
modificacdo, pois este deve apresentar caracteristicas no qual a modificacao
seja favorecida. Nesse sentindo, o eletrodo de carbono vitreo (glassy carbon
electrode - GCE) é largamente empregado como material eletrédico por sua
boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez,® tornando-o de
grande interesse para modificagbes como, por exemplo, recobrimento da

superficie com filmes de nanoparticulas metalicas.


http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Electricidade
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Metal
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Grafite
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=El%C3%A9tron
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2.2 Nanoparticulas metalicas

O estudo de materiais em nanoescala tem ganhado grande visibilidade,
particularmente no que diz respeito as nanoparticulas metalicas (especialmente
ouro, prata e platina). Uma nanoparticula € um material que possui ao menos
uma das dimensdes em ordem nanométrica (10°). A aplicacdo destes
compostos em eletroanalise € uma area de pesquisa em constante expansao,
visto que estas possuem propriedades muito especificas, tais como
propriedades Opticas, magnéticas, elétricas e atividade catalitica, que s&o
dependentes do tamanho nanométrico.®’ Por apresentarem estas
propriedades, estes materiais vem sendo muito empregados na construcao de
sensores, pois melhoram a sensibilidade, a seletividade, a condutividade, a

relacéo sina/ruido e a transferencia de eletréns nesses dispositivos.®

2.2.1 Nanoparticulas de Prata

A prata € um metal utilizado desde os primérdios em alguns utensilios e
ornamentos, e muito usada até hoje em jbias e outros objetos. A prata pode ser
encontrada na natureza em rochas e geralmente de forma impura
principalmente com a presenca de chumbo e cobre. E considerada nobre
devido a sua estabilidade, ou baixa reatividade, que € conferida pela energia de
ionizacao deste elemento. Além disso, a prata € um metal de coloracdo branca
que possui caracteristicas de alta ductibilidade, boa estabilidade quando

exposto ao ar e a agua.™

Nanoparticulas de prata (AgNP), na maioria hidrosséis, sdo materiais
inorganicos atraentes ndo s6 por causa de suas aplicagdes em fotografia,®
diagnésticos de doencas a partir da deteccdo de tumor'® e sua potente
atividade antimicrobiana,™ mas também na utilizacdo em catélise,'? deteccéo
biomolecular,'® e no desenvolvimento de novos sensores e biossensores.** E
conhecido também, que a prata € o melhor condutor elétrico e térmico entre 0s
metais, com isso, as AgNPs podem ajudar mais eficientemente na trasferéncia

de elétrons de uma reacéo redox, do que outras nanoparticulas metalicas.***°


https://www.infoescola.com/elementos-quimicos/chumbo/
https://www.infoescola.com/elementos-quimicos/cobre/
https://www.infoescola.com/quimica/energia-de-ionizacao/
https://www.infoescola.com/quimica/energia-de-ionizacao/
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2.3 Polimeros como estabilizadores de nanoparticulas

Em solucdo, as NPs sdo termodinamicamente instaveis, uma vez que
tendem a formar aglomerados durante o processo de preparagao, devido as
interacdes particula-particula, o que implicaria na perda das propriedades de
interesse que estdo relacionadas ao tamanho nanométrico. O controle para a
obtencéo de dispersdes coloidais estaveis € critico e requer cuidado para que
ndo ocorra alteracdo nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
formadas. Uma forma eficaz para que as nanoparticulas ndo sofram o processo
da aglomeracéo, € a utilizacdo de estabilizadores, que permitem minimizar ou

evitar este processo.***’

Dentre os estabilizadores, podem ser destacados polimeros e
biopolimeros, surfactantes, liquidos ibnicos, dentre outros, que sao moléculas
capazes de evitar a aglomeracdo por impedimento estérico (devido a sua
grande estrutura), impedimento eletrostético (devido a repulsdo de cargas) ou
ainda pela combinacdo dos dois casos, por impedimento eletroestérico (como
os polieletrélitos, exemplo a heparina).'® Na Figura 1 pode ser visualizado os

tipos de aglomeracdao citadas.

Figura 1. Tipos de aglomeracdo: (a) impedimento eletrostatico, (b)
impedimento estérico, (c) impedimento eletroestérico.

(b)
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Além de estabilizadores de nanoparticulas, os polimeros séao utilizados
em eletrodos quimicamente modificados, com o objetivo de fixar o filme da
suspensao de por exemplo, nanoparticulas metalicas, a sua superficie. O
nafion € um fluoropolimero-copolimero que pode ser utilizado para esta funcéo
pois, durante a secagem do filme, esse copolimero sofre um processo de
aglutinacdo, sendo portanto capaz de fixar a modificacdo na superficie do
eletrodo.

2.3.1 Heparina

A heparina (Figura 2) € um polissacarideo sulfatado de origem natural
com carater anidnico por conta das resonancias ocorridas no atomo de enxofre.
E muito utilizado como um anticoagulante agindo através da formacéo de um
complexo com acdo antitrombina.'® A heparina também é usada na sintese de
nanoparticulas (especialmente ouro e prata), pois, por ser um polieletrélito
(polimeros com grupos ionizaveis ao longo da cadeia, classificados em
aniénicos e catidbnicos de acordo com seu grupo funcional), atua no controle da
nucleacdo, estabilizacdo e no tamanho de NPs, por impedimento estérico e
elétrico.?’ NPs estabilizadas em heparina sdo empregadas no desenvolvimento
de sensores e biosensores, aplicado na deteccdo de compostos fendlicos.

Figura 2. Estrutura quimica da heparina.
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoropol%C3%ADmero
https://pt.wikipedia.org/wiki/Copol%C3%ADmero

18

2.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao substancias amplamente distribuidas na
natureza (mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas).
Esses compostos apresentam, em sua estrutura, varios grupos benzénicos,
tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Uma das caracteristicas mais
importantes dos compostos fendlicos € sua inclusdo na categoria de
interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da
autoxidacdo. Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o
radical peroxil na etapa da autoxidacdo por possuir menor energia do que
outros radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio.?>> A Figura 3
mostra a reacdo antioxidante, de forma generalizada, para compostos

fendlicos.

Figura 3. Reacdo quimica genérica de reducdo de espécies radicalares por
compostos fendlicos.
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Os compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade e dividem-

OH

(9]

OH

se em flavonoides (polifendis) e nao-flavonoides (fendis simples ou acidos) Os
acidos fendlicos séo divididos em dois grupos: o primeiro € composto pelos
acidos benzéicos, e o segundo é formado pelos &cidos cinamicos. Neste
altimo, pode-se exemplificar o &cido clorogénico, encontrado em grande

quantidade e com significativa atividade antioxidante em alimentos. *
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2.4.1 Acido Clorogénico

O acido clorogénico (CGA) é um éster formado a partir de acidos
cindmicos e acido quinico e também € conhecido como &cido 5-O-
cafeoilquinico (5-CQA), forma mais comum, ou 3-CQA, como pode ser visto na

Figura 4.%°

Figura 4. Estrutura quimica do acido clorogénico.

HQ CO.H
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O &cido clorogénico é um dos mais abundantes polifendis da dieta
humana, é um grupo de metabdlitos secundarios fendlicos produzidos por
certas espécies de plantas e em especial, um componente importante do café,
especialmente do café verde. Evidéncias de acumulacdo demonstraram que o
CGA exibe muitas propriedades bioldgicas, incluindo atividades
antibacterianas, antioxidantes e anticancerigenas. Recentemente, as funcdes e
aplicacdes da CGA, particularmente em relacdo ao metabolismo da glicose e

dos lipidios, foram destacadas em campos biolégicos e médicos.?®

Um exemplo de alimento que contém acido clorogénico em sua
composicdo é o café e em especial, o café verde. Em forma de cépsulas, o
café verde surgiu no mercado como uma ferramenta no auxilio da perda de
peso. Por ndo ser um grdo torrado, possui altas quantidades de acido
clorogénico (elemento que se perde no processo de torrefagdo). O CGA
impede que o organismo utilize o agucar dos alimentos ingeridos como fonte de
energia. Assim, 0 corpo € obrigado a retirar essa energia do proprio estoque de

gordura, tornando-o interessante para aplicagdes nutricionais.
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Desta forma, desenvolver novos sensores, sensiveis, rapidos e de
baixo custo, utilizando técnicas voltamétricas para deteccdo de CGA em

diferentes tipos de amostras é de grande importancia.

2.5 Voltametria

A voltametria € um métod eletroanalitica, onde as informactes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do
registro de curvas corrente-potencial, que se baseia nos fenbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina
de solucdo adjacente a essa superficie.?” Neste método, é utilizado geralmente
uma cela eletroquimica composta por trés eletrodos: eletrodo de trabalho,

eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar, como mostra a Figura 5.

Figura 5. Representacao de uma cela eletroquimica com trés eletrodos.
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Nessa técnica, as informacfes sobre o analito sdo obtidas por meio da
medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar uma diferenca de potencial entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia. O potencial € aplicado entre os
dois eletrodos em forma de varredura, isto é, variando-o a uma velocidade
constante em funcdo do tempo. A curva corrente vs. potencial obtida é

chamada de voltamograma. *’
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A voltametria de onda quadrada (square wave voltammetry - SWV) é
uma das técnicas de pulso mais rdpidas e sensiveis. O limite de detec¢éo pode
ser comparado aos das técnicas cromatogréficas e espectroscépicas. Além
disto, por tratar-se de uma técnica de pulso, a corrente faradaica (que é a
corrente de interesse) pode ser coletada em um intervalo de tempo adequado
para que a contribuicdo da corrente capacitiva (corrente indesejada) seja
minimizada.??® O uso de eletrodos quimicamente modificados associado a

este tipo de técnica, pode tornar a metodologia proposta mais sensivel.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um CME, a partir da
modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com um
filme de nanoparticulas de prata estabilizadas em heparina e nafion (AgNP-
Hep-Nafion) e aplicar na determinacdo de acido clorogénico em amostra de
café verde.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de prata estabilizadas em heparina e nafion
(AgNP-Hep-Nafion);

e Caracterizar as AgNP-Hep por espectroscopia UV-VIS;

e Estudar o efeito da velocidade de varredura e area eletroativa do
eletrodo quimicamente modificado e comparar os resultados com o
eletrodo sem modificacéo;

e Investigar a contribuicdo das AgNP-Hep-Nafion sobre o desempenho
analitico do eletrodo, em comparacdao com o eletrodo sem modificacéo,
através das técnicas voltamétricas e espectroscopia de impedéancia
eletroquimica;

e Otimizar as condi¢des experimentais do método de SWYV, tais como: pH
do eletrélito suporte, desempenho e otimizacdo dos parametros das
técnicas voltamétricas;

e Estudar o desempenho do eletrodo proposto e construir uma curva de
calibracédo para o acido clorogénico;

e Realizar estudos de repetibilidade entre medidas e entre eletrodos;

e Aplicar o eletrodo na determinacdo do teor de acido clorogénico em
amostra de café verde através de uma curva de adi¢cdo de padrdo e
comparar os resultados com os obtidos com a técnica de eletroforese

capilar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

SolugBes tampdo Clark-Lubs na concentracdo 0,2 mol L™* foram
preparadas utilizando cloreto de potassio (Vetec) e acido cloridrico (Sigma-
Aldrich) resultando em pH de 2,2.

Solugdo tampdo acetato na concentracdo 0,1 mol L™ foi preparada
usando-se uma mistura de acetato de sodio (Sigma-Aldrich) e &cido acético
(Vetec). O ajuste do pH 5,0 desta solucao foi realizado a partir da adicdo de
hidroxido de sédio ou acido acético (Sigma-Aldrich).

SolucBes tampao fosfato na concentracdo 0,1 mol L™ foram preparadas
usando uma mistura de fosfato dibésico (Vetec) e fosfato monobasico (Vetec).
O ajuste do pH (6,0 a 8,0) destas solucdes foi realizado com acido fosférico ou
hidroxido de sédio (Sigma-Aldrich).

As solucdes das substancias, acido cafeico (Fluka), acido ascérbico
(Sigma-Aldrich), hidroquinona (Sigma-Aldrich) e &cido clorogénico (Sigma-
Aldrich) na concentracdo 1,0 x 10° mol L™, empregadas como padréo analitico
na avaliacdo da resposta do eletrodo proposto, foram recém-preparadas antes
de cada estudo.

Solucdes de heparina (1,25%) foram feitas usando heparina sédica
(Bioiberica). As solucdes de nitrato de prata na concentracdo 0,1 mol L™ foram
preparadas utilizando nitrato de prata - P.A - tipo ACS (Cennabras).

Solucdes de borohidreto de sddio (Sigma-Aldrich) foram preparadas na
concentracéo 0,02 mol L™

As solucbes de ferrocianeto e ferrocianato de potassio, na concentracédo
5 x 102 mol L' foram preparadas utilizando uma mistura de
hexacianoferrato(lll) de potassio (Sigma-Aldrich) e hexacianoferrato(ll) de
potassio (Sigma-Aldrich) que foi diluida em uma solugédo 5 x 10° mol L™ de
cloreto de potassio (Vetec).

A amostra de café verde foi obtida em um mercado local de

Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.
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4.2 Equipamentos

As medidas  eletroanaliticas  foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT101 conectado a um computador
contendo o software de processamento de dados NOVA, versdo 1.10, e uma
célula de vidro com capacidade aproximada de 15 mL, com tampa contendo
orificios circulares para encaixe dos eletrodos e adi¢do das solugdes.

Foi utilizado um agitador magnético da marca HI 190M (HANNA
instruments) para auxiliar na homogeneizacéo da solucdo antes das medidas.

As medidas de pH foram realizadas empregando um pHmetro da
Micronal modelo B-475 com um eletrodo de vidro combinado.

Os experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram
realizados em um potenciostato Autolab PGSTAT128N (Eco Chemie) sendo o
software Nova 1.10 utilizado para coletar e tratar os dados obtidos.

Um espectrofotometro Agilent Technologies modelo Cary 60 e cubeta de
vidro (1,00 cm de caminho Optico) foram usados para a identificacdo das
nanoparticulas de prata.

As medidas analiticas para o método de comparacao foram feitas no
equipamento de eletroforese capilar, Agilent Technologies, modelo HCE®®,

utilizando uma coluna de silica fundida.

4.3 Sintese das AgNP-Hep

A sintese das AgNP-Hep foi realizada com base na proposta de Huang
H. et. al.'®: primeiramente preparou-se uma solucéo de heparina 1,25% m/v e
uma solucéo de nitrato de prata 0,1 mol L™*. Em um béquer, foram adicionados
10 mL da solu¢do do polimero e a estd solucdo foi adicionado 100 pL de
AgNOs3. A mistura ficou sob agitacado por 20 min. Na sequéncia, foi adicionado
200 pL de solucdo de NaBH, (0,02 mol L™) deixando sob agitagéo por 30 min.

Apbs a sintese, verificou-se uma alteracdo de coloracdo da solucdo de
prata/heparina (incolor) para uma coloracdo amarela/marrom, logo apos a
adicdo do agente redutor (NaBH,), consistindo em um indicio da formacéo de

nanoparticulas.’?
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4.4 Preparacao do eletrodo quimicamente modificado

A primeira etapa da construcdo do eletrodo proposto consiste na limpeza
manual da superficie do GCE com suspensédo de alumina 0,3 pum (Arotec) em
um feltro. Na sequéncia, o eletrodo foi lavado com &gua deionizada e
preparado a partir do gotejamento de 2,0 uL de uma suspensao contendo
AgNP-Hep e nafion (75:25%, v/v) na superficie do eletrodo. Esta suspenséo foi
preparada a partir de 100 puL de AgNP-Hep e 35 pL de nafion (0,1 mol L) em
um eppendorf. A solucdo de nafion foi adicionada para fixar as nanoparticulas
na superficie do eletrodo. Assim, o eletrodo proposto (AgNP-Hep-Nafion/GCE)
foi colocado em dessecador a vacuo para a secagem do filme.

4.5 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas foram obtidas em uma cela eletroquimica
contendo trés eletrodos: o AgNP-Hep-Nafion/GCE como eletrodo de trabalho,
um eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) como referéncia e uma placa de platina
como eletrodo auxiliar. Foram adicionados a célula eletroquimica, 10 mL do
eletrolito suporte (tamp&o Clark-Lubs 0,2 mol L™?, pH 2,2) juntamente com
aliguotas da solucdo padrdo dos compostos fendlicos escolhidos (acido
cafeico, éacido ascorbico, hidroquinona e &acido clorogénico). A célula foi
submetida a agitacdo por 60 s para homogeneizacao da solucdo e em seguida
0s voltamogramas foram registrados.

O estudo de impedancia eletroquimica foi realizado com um sistema de
trés eletrodos (como descrito anteriormente) em uma célula eletroquimica
usando solucdo de Fe(CN)s> (5,0 x 10 mol L) como sonda eletroquimica em

circuito aberto com 10 mV de amplitude e frequéncia entre 0,1 — 100000 Hz.

4.6 Preparo da amostra e determinacéo do teor de acido clorogénico

Inicialmente, pesou-se em um béquer duas capsulas de café verde (500
mg/capsula), adquiridas comercialmente em uma farmacia localizada em
Floriandpolis (Santa Catarina, Brasil). Adicionou-se 25 mL de 4gua destilada a

amostra contida no béquer. Sob agitacdo e em temperatura de 35 °C, foi



26

deixado por duas horas para que a gelatina da céapsula estivesse
completamente dissolvida, e a solugdo devidamente misturada. Apds esse
periodo, a solucéo foi colocada em tubos de ensaio e em seguida centrifugada
até a devida separacdo do sélido/liquido. A solugcédo foi armazenada em um
frasco ambar sob refrigeracdo, para ser utilizada na determinacédo do teor de
acido clorogénico. Foi empregado o método de adicdo de padrdo para a
quantificacdo do composto fendlico (CGA), onde uma aliquota de 5,0 pL da
amostra de café verde foi adicionada na célula eletroquimica, contendo
eletrélito suporte, solucédo tampao Clark-Lubs (0,2 mol L™; pH 2,2), sendo feitas

sucessivas adicfes de aliquotas de solucdo padrédo de CGA 1,0 x 10° mol L™,

4.7 Método comparativo: Eletroforese Capilar

O método comparativo de eletroforese capilar®®, foi executado para a
determinacao de acido clorogénico em comparacao com os dados obtidos com
0 AgNP-Hep-Nafion/GCE. Primeiramente, foi construida uma curva de
calibracdo externa, onde foram misturadas aliquotas de 150 uL a 1,2 mL de
solucdo padrdo de CGA 1,0 x 10 mol L™ (totalizando 5 pontos de calibrag&o),
e 150 pL de padrdo interno (TBS, 0,1 mol L™), em seguida avolumado em um
vail de 750 pL com &gua deionizada. Para as medidas da amostra 0 mesmo
procedimento foi realizado, adicionando 600 pL de amostra de café verde e 150
uL de padrao interno (TBS, 0,1 mol L™).

O método foi realizado da seguinte forma: as solucfes padrao e amostra
foram introduzidas a partir do “inlet” e injetadas hidrodinamicamente a 50 mbar
por 5 s com pressao reversa. Foi aplicada uma tensao de separagéao de 30 kV,
em polaridade positiva do lado da injecdo. No comeco de cada sessdo de
trabalho o capilar foi condicionado a 25 °C e lavado com uma solucédo de NaOH
(1 mol L™ por 10 minutos, seguido de uma lavagem com agua deionizada por
mais 10 minutos e finalmente com o padréo interno (TBS, 0,1 mol L) por 10
minutos. O comprimento de onda (A) selecionado para a detecgao no UV foi de

340 nm para o acido clorogénico e 300 nm para o padrao interno.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do nanomaterial

Para confirmar a eficacia da sintese das nanoparticulas e a sua
presenca no meio, foram realizadas analises, em duplicata, utilizando a técnica
de espectroscopia UV-VIS®*. Essa técnica, permite a selecdo de um
comprimento de onda de radiacdo especifico. Essa radiacdo atravessa o0
analito, e o aparelno mede o grau de absorcdo deste, no determinado
comprimento de onda. O procedimento foi empregado com o objetivo de obter
informacbes da absorcdo das nanoparticulas de prata e comparar o0
comprimento de onda (A) com o valor da literatura (400 nm) das AgNPs. Esse
valor estd associado a coloracdo das nanoparticulas de prata, que foi
observada durante sua sintese, uma solucao inicialmente incolor, passou para
uma coloracdo amarela/marrom apos a reacdo de reducdo utilizando uma
solucéo de borohidreto de sédio 0,02 mol L. Também foi efetuado um estudo
com o polimero estabilizador (heparina), para garantir que este nao interfere na
banda de absorcdo da nanoparticula. Para assegurar melhor resolucdo do
espectro, as nanoparticulas foram diluidas em 1:1. A Figura 6 mostra o
espectro de absorcdo obtido a partir da técnica, as nanoparticulas de prata
revelaram-se em uma absorcdo em 401 nm, obtendo-se éxito no experimento,
sendo a banda obtida um indicativo da formacdo de AgNPs através da

metodologia proposta.

Figura 6. Espectro de absorcdo no visivel: (a) suspensdo de AgNP-Hep e (b)
solucéo de heparina (1,25% m/v).
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5.2 Resposta do eletrodo para quatro compostos diferentes

Com o objetivo de estudar o desempenho do AgNP-Hep-Nafion/GCE na
analise de alguns compostos fendlicos, preparou-se solucbes padrdo das
seguintes substancias: acido cafeico, acido ascorbico, hidroquinona e &acido
clorogénico (1,47 x 10®° mol L ™), que foram avaliados em solucdo tamp&o
Clark-Lubs (0,2 mol L?, pH 2,2) utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada. Através dos voltamogramas representados na Figura 7 pode-se
constatar que o eletrodo proposto apresentou pouca sensibilidade com relacéo
aos analitos: acido ascorbico e hidroquinona. Por outro lado, apresentou um
expressivo aumento no sinal de corrente para o acido clorogénico e, portanto,
este composto foi selecionado como analito para o desenvolvimento e

aplicacao do método.

Figura 7. Voltamogramas obtidos usando o AgNP-Hep-Nafion/GCE para
diferentes compostos a partir da solucdo padrao de: (a) acido ascérbico, (b)
hidroguinona (c) acido cafeico e (d) acido clorogénico, na concentracdo de
1,47x10™ mol L™ em solucdo tamp&o Clark-Lubs (0,2 mol L™, pH2,2).
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5.3 Principio de funcionamento do sensor proposto

A Figura 8 mostra a representacdo esquemaética da superficie do sensor
proposto. Seu funcionamento ocorre a partir da modificacdo quimica da sua
superficie com nanoparticulas de prata, que contribui para a transferéncia de
elétrons mais eficientemente. A reacao redox do acido clorogénico ocorre pela
oxidacdo dos grupamentos hidroxilas do anel aromatico a sua respectiva o-
quinona, envolvendo a transferéncia de dois prétons e dois elétrons.®® A
corrente obtida no final do processo é proporcional a concentracdo de acido
clorogénico, sendo usada para a quantificacdo do analito. O mesmo processo
pode ser estendido para os outros compostos fendlicos estudados a seguir

(acido ascoérbico, hidroquinona e acido cafeico).

Figura 8. Representacdo esquematica da reacdo de oxi-reducdo do &cido
clorogénico que ocorre na superficie do sensor proposto AgNP-Hep-

Nafion/GCE.
HO COM {\HQ OH
o8 o8
HO™ kf\@\ HO™ ™ m
OH oH OH o
OH

% AgNP-Hep



30

5.4 Estudo da contribuicdo da modificacdo na resposta do eletrodo

A contribuicdo do modificador (AgNP-Hep-Nafion) na resposta analitica
do acido clorogénico foi avaliada com o GCE sem modificacdo e o eletrodo
proposto. Os eletrodos foram testados por SWV na faixa de potencial de 0,1 a
1,0 V vs. Ag/AgCl empregando uma solugdo tampao Clark-Lubs (0,2 mol L?,
pH 2,2) contendo 1,47 x 10 mol L™ de &cido clorogénico. A Figura 9 mostra os
voltamogramas de onda quadrada obtidos. Como pode ser observado, a
presenca da suspensdo (AgNP-Hep) no eletrodo modificado representou um
ganho de resposta para o 4cido clorogénico de 1,8 vezes com relacdo ao GCE.
Este ganho de corrente esta relacionado ao fato de as AgNP, presentes como
modificador, contribuirem na transferéncia de elétrons devido seu carater
condutor, e, devido sua grande area superficial, também atuarem como sitios
ativos favorecendo a interacdo do acido clorogénico com a superficie do
eletrodo, facilitando o processo redox.

Figura 9. Voltamogramas de onda quadrada para os eletrodos (a) GCE e (b)
AgNP-Hep-Nafion/GCE, em solucéo tamp&o Clark-Lubs 0,2 mol L™ contendo
1,47 x 10™ mol L™ de &cido clorogénico.
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5.5 Caracterizacao eletroquimica

5.5.1 Estudos de impedéancia

Para confirmar a eficicia do eletrodo proposto, foram realizados ensaios
de espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS). O estudo foi empregado
afim de verificar a capacidade da superficie do eletrodo de resistir ao fluxo da
corrente elétrica (impedancia. Foi utilizado o eletrodo sem modificacdo (GCE) e
com a modificacdo quimica (AgNP-Hep-Nafion/GCE), com o objetivo de
comparar os resultados. Os estudos foram realizados em uma célula
eletroquimica usando solugéo 5,0 x 10 mol L de Fe(CN)s* como sonda
eletroquimica em circuito aberto com 10 mV de amplitude e frequéncia entre
0,1 — 100000 Hz. A Figura 10 mostra o grafico de Nyquist para ambos os
eletrodos testados.

Figura 10. Curvas de EIS para CGE e AgNP-Hep-Nafion/GCE em solucao KClI

(1,0 mol L) contendo 5,0 x 10 mol L™ de Fe(CN)>™, circuito aberto, 10 mV
de amplitude e frequéncia entre 0,1 — 100000 Hz.
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Como é possivel observar, em relagdo ao GCE existe uma maior
resisténcia ao fluxo eletroquimico de Rp= 49,13 kQ quando comparado ao
AgNP-Hep-Nafion/GCE, onde essa resisténcia diminui a Rp=13,80 kQ. Assim,
a modificacdo quimica no eletrodo proporcionou uma diminuicdo da resisténcia
elétrica no sistema, de cerca de 3,5 vezes menor que a apresentada pelo GCE,

comprovando mais uma vez a eficacia do eletrodo proposto.
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5.5.2 Efeito da velocidade de varredura e area eletroativa

Com a finalidade de determinar a &rea eletroativa do eletrodo proposto e
verificar se a difusdo € o transporte de massa que rege o sistema, foi feito um
estudo usando a técnica de voltametria ciclica (CV). O parametro de velocidade
de varredura foi avaliado na faixa de 10 a 100 mV s™. Para esta anélise foram
utilizados 10 mL de solucao de ferrocianeto ferrocianato de potéssio (5,0 x 10
mol L™?), avaliando-se individualmente os eletrodos AgNP-Hep-Nafion/GCE e
GCE.

Uma evidéncia em relagcdo ao transporte de massa pode ser obtida pelo
grafico de log ip vs log v. As Figuras 11(A) e 11(B) mostram os graficos
comparativos com valores obtidos dos coeficientes angulares retirados da
equacao da reta de cada gréafico, sendo que os valores de coeficiente angular
préximos a 0,5 indicam que o transporte de massa predominante é a difusao,
enquanto valores préximos a 1 indicam contribuicdo da adsorgéo.*

Figura 11. Gréficos de log ip vs log v, sendo ipa= corrente do pico anodico e

ipc= corrente do pico catddico. Onde (A) AgNP-Hep-Nafion/GCE e (B) GCE
obtidos em solucéo de Fe(CN)g)*’* na concentracédo de 5,0 x 10° mol L™.
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Como pode ser observado, ambos os eletrodos (AgNP-Hep-Nafion/GCE
e GCE) possuem coeficientes angulares proximos do valor encontrado na
literatura para um sistema regido pela difusao.

Também foram construidos graficos i, vs v com a finalidade de avaliar

a linearidade conforme a equagéo de Randles-Sevcik (Eq 1) onde i, € a
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corrente do pico resultante, o n refere-se ao nimero de elétrons transferidos na
reacdo (n=2), o A € a area superficial do eletrodo, o D diz respeito ao
coeficiente de difusdo, C é a concentracéo da espécie (5,0 x 10° mol L) e v é

a velocidade de varredura da reacéo.

i,= 2,69 x 10° A D2 n¥2C v*? 1)

Os voltamogramas obtidos para o GCE e para o AgNP-Hep-Nafion/GCE
podem ser visualizados na Figuras 12(A) e (C) bem como o graficos i, vs V2
(Figuras 12(B) e (D)) plotados a partir destes voltamogramas. A partir das
linearidades obtidas, pode-se concluir novamente que a reagao eletroquimica é
controlada pela difusdo nos dois casos e atraves da Equacgdo 1 € possivel
calcular a area eletroativa dos eletrodos (AgNP-Hep-Nafion/GCE e GCE),
substituindo D= 1,60 x 10° cm? s, coeficiente de difusdo referente a solucéo

de ferrocianeto, ferrocianato de potassio segundo a literatura.

Figura 12. Voltamogramas ciclicos e graficos i vs v*? obtidos a partir da
solucdo de Fe(CN)s>™ na concentracéo de 5,0 x 10° mol L?, e nos intervalos
de 10 a 100 mV s™ onde (A) e (B) referem-se ao AgNP-Hep-Nafion/GCE e (C)
e (D) referem-se ao GCE.
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Os valores de area superficial para o AgNP-Hep-Nafion/GCE foram de
76,992 x 10” cm? e para o GCE foi de 47,804 x 10* cm® Dessa forma, o
eletrodo proposto possui uma maior area superficial eletroativa que o GCE
demostrando mais uma vantagem do uso do modificador para melhoramento

da sensibilidade do eletrodo proposto.

5.6 Otimizacdo do método

5.6.1 Estudo da natureza e pH do eletrélito suporte

ApoOs a escolha do analito, estudos relacionados a natureza do eletrdlito
suporte e pH foram investigados afim de melhorar o desempenho analitico do
método proposto. Para isso, de inicio foram analisadas em duplicata, por SWV,
as respostas do AgNP-Hep-Nafion/GCE e do GCE nas solu¢des tampao sob
influéncia de meios basicos, acidos e neutro. Desta forma, foram preparadas
solucées tampao fosfato (0,1 mol L™; pH 7 e 8), solucdo tampao acetato (0,1
mol L™, pH 5) e solucéo Clark-Lubs (0,2 mol L™; pH 2,2) e feitas analises na
presenca de solucéo de &cido clorogénico (1,47 x 10° mol L™).

Nos eletrolitos de faixa neutra e basica (Figura 13 e 14), ndo foram
obtidos ganhos significativos de corrente quando comparado a faixa mais
acida, especialmente no tampao fosfato (0,1 mol L™, pH 8) que, além da baixa
intensidade de corrente adquirida, o perfil do pico revelou-se insatisfatorio.
Além disso, se observou uma mudanca de coloracdo na solugcdo contida na
célula eletroquimica, inicialmente incolor, passando para uma cor amarelada
indicando, portanto, uma reacao entre o eletrélito e o acido clorogénico. Nos
voltamogramas referentes a Figura 13, 14, 15 e 16, pode ser observado um
pico de oxidacgao referente as nanoparticulas prata. Esse pico se sobrepds com
0 pico do &cido clorogénico nas solu¢des tampédo em pH 7 e 8, dificultando a
analise do CGA pela interferéncia das nanoparticulas.
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Figura 13. (A) Efeito do eletrélito suporte/pH sobre a resposta do AgNP-Hep-
Nafion/GCE utilizando: (a) solucdo tampao fosfato (0,1 mol L™, pH 7) e (b)
solucdo de Acido clorogénico 1,47 x 10 mol L™ em solucdo tampéo fosfato
(0,1 mol L? pH 7) por SWV. Inserido: resposta do GCE nas mesmas
condigbes. (B) Resposta relativa.
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Figura 14. (A) Efeito do eletrélito suporte/pH sobre a resposta do AgNP-Hep-
Nafion/GCE utilizando: (a) solucdo tampao fosfato (0,1 mol L™, pH 8) e (b)
solucdo de Acido clorogénico 1,47 x 10 mol L™ em solucdo tampéo fosfato
(0,1 mol L? pH 8) por SWV. Inserido: resposta do GCE nas mesmas
condigbes. (B) Resposta relativa.
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Os eletrélitos em faixa mais acida se mostraram promissores em relacéo
ao ganho de sinal e ao perfil do pico do acido clorogénico. Também é possivel
observar nos voltamogramas das Figuras 15 e 16 que, em solu¢gbes de pH
mais &cidos o0s sinais apresentam bons perfis. Porém, o pico do &cido
clorogénico estudado no tamp&o acetato (0,1 mol L™*) em pH 5 (Figura 15 (A))
resultou em um ganho de corrente pouco significativo (Figura 15 (B)). Em
contrapartida, quando comparado ao tampao Clark-Lubs (0,2 mol L™ pH 2,2,
(Figura 16 (A)) o valor de corrente € maior (Figura 16 (B)). Também pode ser

observado uma perda de sinal da oxidacdo das nanoparticulas de prata nos
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voltamogramas das Figuras 13, 14, 15 e 16, porém, ndo foi observado um
decaimento de sinal de corrente para o acido clorogénico. Para confirmar que a
oxidagcdo da prata ndo interfere no ganho de corrente do &cido clorogénico,
foram realizadas analises em duplicata para todos os testes, evidenciando
confianca nos resultados. Sendo assim, o tampédo Clark-Lubs foi selecionado

como eletrdlito suporte para os demais testes.

Figura 15. (A) Efeito do eletrdlito suporte/pH sobre a resposta do AgNP-Hep-
Nafion/GCE utilizando: (a) solucdo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5) e (b)
solucédo de é&cido clorogénico 1,47 x 10 mol L™ em solucdo tamp&o acetato
(0,1 mol L? pH 5) por SWV. Inserido: resposta do GCE nas mesmas
condi¢bes. (B) Resposta relativa.
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Figura 16. (A) Efeito do eletrélito suporte/pH sobre a resposta do AgNP-Hep-
Nafion/GCE utilizando: (a) solucdo Clark-Lubs (0,2 mol L™, pH 2,2) e (b)
solucao de &cido clorogénico 1,47x10™ mol L™ em solucéo Clark-Lubs (0,2 mol
L, pH 2,2). Inserido: resposta do GCE nas mesmas condicdes. (B) Resposta
relativa.
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5.6.2 Escolha e otimizacdo da técnica voltamétrica

ApoOs a escolha do eletrolito suporte e pH realizou-se estudos para a
escolha da técnica voltamétrica mais adequada, ou seja, a que apresenta a
melhor resposta analitica para o analito de interesse em termos de corrente e
resolucdo de pico. Na Figura 17, estdo representados os voltamogramas
obtidos para as técnicas voltametria linear (LSV- linear scan voltammetry),

voltametria de pulso diferencial (DPV- differential pulse voltammetry) e
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voltametria de onda quadrada (SWV) para o eletrodo AgNP-Hep-Nafion/GCE.
Observa-se que a técnica de SWV apresentou o melhor resultado gerando um
valor de corrente maior que as outras técnicas empregadas e, demonstrando
também boa resolucao de pico sendo, portanto, a técnica selecionada para ser
empregada nos demais testes deste trabalho. A melhor resposta de corrente
para o acido clorogénico apresentada na SWV pode ser explicada pelo tipo de
aplicacdo de potencial usada nesta técnica. Como a medida é feita nos dois
sentidos da varredura (reducdo e oxidagéo) a corrente total € a diferenca entre
a corrente direta (+i) e a corrente reversa (-i): Ai= i — (-i) de cada medida, que
devido a diferenga de sinais, torna-se uma soma. Sendo assim, esta técnica é
favorecida no caso de sistemas reversiveis ou quase-reversiveis.

Figura 17. Estudo das técnicas voltamétricas: (a) LSV; (b) DPV; (c) SWV para

o AgNP-Hep-Nafion/GCE em &cido clorogénico na concentracdo de 1,47 x 10
mol L™* em tamp&o Clark-Lubs (0,2 mol L™, pH 2,2).
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5.6.3 Otimizacdo dos parametros técnica voltamétrica

Para melhor desempenho da técnica escolhida, foi realizada a
otimizacdo dos trés parametros da SWV: amplitude, incremento e frequéncia.
Primeiramente foi feita a otimizacdo da amplitude onde os estudos foram
realizados na faixa de 10 a 100 mV, fixando os outros parametros em valores

intermediarios (frequéncia 50 Hz e incremento 5 mV). O valor escolhido foi de
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30 mV onde se obteve uma relacdo linear crescente corrente-parametro,
garantindo a difusdo da espécie e boa resolucdo do pico (Figura 18 (A)). Este
valor foi fixado para realizar a otimizacado dos demais parametros. Em seguida,
foi feita a otimizacdo do incremento na faixa de 1 a 10 mV e o melhor valor
encontrado foi de 5 mV (Figura 18(B)), sendo este valor novamente fixado para
estudar o parametro seguinte. Finalmente, foi feito a otimizagdo da frequéncia
na faixa de 10 a 100 Hz, onde desta vez, obteve-se uma linearidade do comeco
ao fim da faixa estudada, consequentemente o valor escolhido foi de 100 Hz
também pela sua relacdo linear crescente, apontando o melhor valor de

corrente (Figura 18 (C)).

Figura 18. Estudo da otimizacdo dos parametros da SWV: (A) amplitude, (B)
incremento; (C) frequéncia para o AgNP-Hep-Nafion/GCE utilizando 1,47x10™
mol L™ de &cido clorogénico em tamp&o Clark-Lubs (0,2 mol L™, pH 2,2).
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A Tabela 1 resume os parametros investigados e também os melhores
resultados obtidos na otimizacdo do método para o eletrodo AgNP-Hep-
Nafion/GCE.

Tabela 1. Parametros de otimizagdo do método.

Parametro Faixa investigada Valor escolhido

. Solucdes tampao:
Natureza do eletrélito ¢ P

suporte Acetato, Clark-Lubs
Fosfato,Clark-Lubs,

Faixa de pH 2,2-8,0 2,2
Escolha da técnica LSV, DPV, SWV SWV
Amplitude de pulso 10 — 100 (mV) 30

Incremen'Fo de 1-10 (mV) 5
potencial

Frequéncia 10 — 100 (Hz) 100

5.7 Desempenho analitico do eletrodo quimicamente modificado

5.7.1 Curva de calibracao

Com os parametros otimizados, construiu-se uma curva de calibragao
(Figuras 19(A) e 19(B)) usando uma solucao padréo de acido clorogénico (1,0 x
10 mol L™) e foi obtida uma faixa linear de 1,99 x 10® a 2,72 x 10 mol L™ de
CGA, expressa de acordo com a seguinte equacéao de regressao: -Ai = 0,490 +
1,715 x 10°® [CGA], com um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,993, onde Ai é
a corrente resultante (10° A) e [CGA] refere-se a concentracdo de &cido
clorogénico (umol L™). O LOD (3 x desvio padrdo do intercepto/ coeficiente
angular) e o LOQ (10 x desvio padrao do intercepto/ coeficiente angular) foram
calculados como 1,801 x 10 mol L™ e 5,512 x 10® mol L™, respectivamente. A
oxidacdo eletroquimica do acido clorogénico foi obtida a um potencial de
aproximadamente +0,47 V vs. Ag/AgCI.
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Figura 19. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o eletrodo
proposto em solugdo tampéo clark-lubs (0,2 mol L™ pH 2,2) contendo &cido
clorogénico nas seguintes concentracées: (a) 1,99 x 10 (b) 3,98 x 10 (c)
7,94 x 10 (d) 1,19 x 10> (e) 1,57 x 10™; (f) 1,96 x 10™; (g) 2,34 x 10° e (h)
2,72 x 10 mol L™ em frequéncia de 100 Hz, amplitude de 30 mV e incremento
de 50 mV. (B) Curva de calibracéo para o acido clorogénico.
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Na Tabela 2 é possivel observar os resultados, descritos na literatura, da
determinacdo de amostras contendo de acido clorogénico utilizando outros
eletrodos quimicamente modficados com diferentes materiais. Como é possivel
notar, o eletrodo proposto alcanca resultados parecidos de LOD, evidenciando

sucesso na detectabilidade do analito bem como boa sensibilidade de analise.
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Tabela 2. Comparacéo de diferentes CME aplicados na determinacao de CGA.

Faixa

Eletrodo Modificador? Técnica linear LOD-l Ref.
(umolL™) (LmolL™)
SPE AU-SPE- A berometria 3,0 - 15 2.8 32
Lacc-Nafion
C-SPE/Pt-
SPE NPs/RGO/lac Amperometria 2,9 — 26,4 2,67
c-array 33
BDD BDD SWv 2,0-52 1,26 34
Este
GCE Qg}!}';'/'éeé’é SWV 19-272 1,80  trabalho

& Lacc: lacase; Au-SPE: eletrodo quimicamente impresso de ouro; C-SPE: eletrodo
quimicamente impresso de carbono; Pt-NPs: nanoparticulas de platina; BDD: eletrodo de
diamante dopado com boro.

5.7.2 Repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo de repetibilidade foi realizado a partir de 10 medidas
consecutivas utilizando o mesmo eletrodo em tampéo clark-lubs 0,2 mol L™ (pH
2,2) contendo 1,47 x 10™ mol L™ de &cido clorogénico. Neste estudo, o desvio
padrao relativo entre as medidas (relative standard deviation — RSD) foi de,
aproximadamente, 1,24% comprovando a boa preciséo do eletrodo proposto. O
estudo de reprodutibilidade entre eletrodos procedeu-se da seguinte forma:
dois eletrodos foram preparados, independentemente, com a mesma
composicdo. As medidas foram realizadas em duplicata para cada eletrodo
utilizando 1,47 x 10 mol L™ de 4cido clorogénico em tamp&o acetato 0,2 mol L°
1 (pH 2,2). O valor de RSD foi de, aproximadamente, 4,90%, comprovando a
eficiéncia do processo de construcdo do eletrodo.

5.7.3 Estudo de recuperacao

O estudo de recuperacao foi realizado através do método de adicao de
padrdo, em duplicata, onde foram feitas duas medidas adicionando-se
diferentes valores de concentragéo (1,99 x 10 e 2,49 x 10°® mol L™) do padrédo

de acido clorogénico. O calculo foi efetuado comparando os valores de
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concentracdo adicionados com os valores de obtidos pela equacédo da reta
(recuperados). A Tabela 3 mostra as percentagens de recuperagao obtidas que
variaram de 98,0 a 102,0% indicando a matriz ndo oferece uma interferéncia
significativa na determinacdo da amostra, mostrando uma boa eficiéncia e

exatiddo do método.

Tabela 3. Parametros analiticos do método proposto para determinacdo de
acido clorogénico.

Amostra CGA CGA Recuperacgéo®
Adicionado Recuperado (%)
(mol L™ (mol L™
Café verde 1,99 x 10°® 2,044x10° + 0,0 102
2,49 x 10° 2,416x10° +0,14 98

®Recuperacio = (média valores recuperados/valor adicionado) x 100.

5.7.4 Determinacdo do teor de &cido clorogénico em amostra de café
verde

Foi analisada uma amostra de café verde comercial obtida em
Florianopolis (Santa Catarina, Brasil). O café verde possui uma gama de
minerais e aminoacidos, além de vitamina B3 e acidos cafeioquinicos, no qual
o0 acido clorogénico esta presente em maior proporcao. A amostra foi analisada
com o eletrodo proposto pelo método de adi¢do de padrdo por SWV e com um
método comparativo por eletroforese capilar.

A principio, realizou-se a determinacdo da amostra pelo método
eletroquimico, empregando o AgNP-Hep-Nafion/GCE, através da construcao
de uma curva de calibragcédo por adicdo de padrdo (Figura 20). Foi obtida uma
equacdo da reta igual a Ai = 1,479x + 9,674 x10° [CGA] com um coeficiente de
correlacéo (r2) de 0,992, onde Ai é a corrente resultante (uA) e [CGA] refere-se
a concentracdo de acido clorogénico (mmol L™Y). A concentracdo de CGA

determinada na amostra de café verde foi igual a 3,52 mg.
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Para avaliar a exatiddo do método eletroanalitico a amostra foi
quantificada pelo método de eletoforese capilar®® (CE). Para este método foi
utilizado uma solucao de tetraborato de sodio (TBS) de concentracdo 0,1 mol L
! como padrao interno para compensar possiveis erros do sistema de injecdo
das solucées padrdo (acido clorogénico, 1,0 x 10° mol L") e melhorar a
repetibilidade do método. A curva de calibracao (Figura 21) construida mostrou
boa linearidade e a seguinte equagéo de reta: A = 3013,3 x + 0,0454[CGA],
com um coeficiente de correlacdo de r?=0,997.

Figura 20. Curva de calibracdo por eletroforese capilar utilizando a solucao
padréo de CGA (1,0 x 10° mol L™ e PI (TBS, 0,1 mol L),
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Ao realizar a curva de calibracédo, a amostra foi inserida no equipamento.
O pico de é&cido clorogénico pode ser visualizado no eletroferograma (Figura
22), onde o valor de area corrigida obtida para a amostra, foi substituido em
duplicata na equacdo da reta. O valor de &cido clorogénico presente na

amostra de café verde segundo esta técnica foi de 3,79mg.
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Figura 21. (A) Eletroferograma obtido da amostra de café verde, onde: (a) TBS
e (b) CGA. Condicdes experimentais: eletrélito constituido por TBS, 0,1 mol L™;
injecdo hidrodinamica 50 mbar por 5s; tenséao aplicada 30 kV com polaridade
positiva e deteccdo direta do analito identificado pelo espectro UV/VIS em 340
nm.
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A partir do eletroferograma (Figura 22) é possivel notas a presenca de
possiveis outros acidos cafeoilquinicos presentes na amostra, além do CGA,
embora evidenciado por picos menos intensos. Os teores de CGA (expresso
em mgCGA) obtidos utilizando-se o eletrodo proposto e 0 método comparativo
estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinacdo de acido clorogénico em amostra de café verde
comercial usando método CE e o eletrodo quimicamente modificado proposto.

Eletroforese )
Erro Relativo

Amostra Capilar CME? (mg/céapsula) %)
0
(mg/capsula)
Café verde 3,79 + 0,02 3,52 +1,84x 107 7,12

®Média + desvio padréo.
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Como pode ser visto na Tabela 3 os resultados obtidos possuem
aproximadamente -7,12% de erro relativo, ficando dentro de um erro analitico
aceitdvel. Os resultados demostram que o método proposto apresenta uma
exelente relacdo com o método comparativo para a determinacdo de acido
clorogénico em amostra de café verde. Isto indica que o método desenvolvido €

ideal para esta aplicacao.
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6 CONCLUSOES

O trabalho foi realizado com o objetivo de realizar a determinagcéo de
acido clorogénico a partir da técnica de voltametria de onda quadrada,
utilizando um eletrodo quimicamente modificado com nanoparticulas de prata.
O método proposto se revelou de facil execucgéo, e foi otimizado com intuito de
se obter uma melhor resposta analitica em termos de resolucdo de pico, bem
como em sinal de corrente. O eletrodo proposto apresentou um desempenho
superior quando comparado ao eletrodo sem modificacdo. Esta melhora pbéde
ser comprovada pelos testes de impedéancia e estudo da area eletroativa do
sensor que demonstraram que o AgNP-Hep-Nafion/GCE além de aumentar a
area superficial do eletrodo também diminui a resisténcia a passagem de
corrente em sua superficie, facilitando a transferéncia de elétrons da reacédo
redox. O eletrodo proposto também apresentou uma boa repetibilidade e
reprodutibilidade, e foi utilizado na determinacdo de acido clorogénico em
amostra de café verde comercial, apresentando adequada sensibilidade e
seletividade. Foi realizado como método comparativo a técnica de eletroforese
capilar, apresentando um erro relativo de -7,12% com relagdo ao CME,
demonstrando uma adequada detectabilidade da amostra pelo AgNP-Hep-
Nafion/GCE.

O método proposto também oferece vantagens como a facilidade na
modificacdo do eletrodo, baixo custo e rapido tempo de analise que, aliado a
boa sensibilidade e detectabilidade apresentadas, faz deste método uma
excelente alternativa para determinacdo de acido clorogénico presente em
amostras alimenticias. Neste estudo, ainda pode ser realizado como
pespectivas futuras, o estudo de interferentes, a caracterizacdo das
nanoparticulas por microscopia, o estudo da reversibilidade do acido
clorogénico e a analise de mais amostras que contenham acido clorogénico
com o objetivo de enriqguecer o trabalho e validar ainda mais o método

proposto.
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