UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Josiane Aparecida de Liz

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINAGAO
DE MONOMEROS FENOLICOS DERIVADOS DA LIGNINA KRAFT POR
EXTRAGAO COM PONTEIRA DESCARTAVEL E GC-FID

FLORIIANOPOLIS
2021



Josiane Aparecida de Liz

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINAGAO
DE MONOMEROS FENOLICOS DERIVADOS DA LIGNINA KRAFT POR
EXTRAGAO COM PONTEIRA DESCARTAVEL E GC-FID

Dissertagcdo submetida ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Quimica da Universidade Federal
de Santa Catarina para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

Area de concentragdo: Quimica Analitica.
Orientador: Prof. Dr. Luiz A. S. Madureira

Florianopolis
2021



Ficha de identificagcao da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Liz, Josiane Aparecida

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINACAO DE MONOMEROS FENOLICOS DERIVADOS DA LIGNINA
KRAF TPOR EXTRACAO COM PONTEIRA DESCARTAVEL E GC-FID /

Josiane Aparecida Liz ; orientador, Luiz A. S.
Madureira, 2021.
65 p.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Mateméaticas,
Programa de Pdés-Graduagdo em Quimica, Floriandépolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Quimica. 2. DPX-WAX. 3. Licor Negro. 4. Lignina. 5.
Cromatografia a gas.. I. Madureira, Luiz A. S. . II.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pés
Graduacdo em Quimica. III. Titulo.




Josiane Aparecida de Liz

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINAGAO
DE MONOMEROS FENOLICOS DERIVADOS DA LIGNINA KRAFT POR
EXTRAGAO COM PONTEIRA DESCARTAVEL E GC-FID

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke
UFSC - Florianopolis

Profa. Dra. Dilma Budziak
UFSC-Curitibanos

Dr. Fabricio Augusto Hansel
Embrapa, PR

Certificamos que esta € a versao original e final do trabalho de conclusao que foi

julgado adequado para obtencao do titulo de mestre Quimica.

Documento assinado digitalmente

g e’aé Daniel Lazaro Gallindo Borges
"@ Data: 11/04/2022 10:01:09-0300
e CPF:007.794.969-22
||||||| ” Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Daniel L. G. Borges
Subcoordenador do Programa de Pds-Graduagao em Quimica

Documento assinado digitalmente

Luiz Augusto dos Santos Madureira

Data: 11/04/2022 09:28:45-0300

CPF: 663.758.517-34

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Luiz A. S. Madureira,
Universidade Federal de Santa Catarina
Orientador

Florianépois, 2021



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, José Carlos Macedo de Liz e Marizete Antunes de Lima de
Liz por estarem do meu lado em todas minhas decisdes, sempre me incentivando a
continuar estudando, me dando todo o suporte, amor, carinho e apoio nos
momentos dificeis. Eu amo muito vocés e serei sempre grata por tudo que fizeram e
ainda fazem por mim.

Ao meu Lindo, Thiago Jones, sobretudo pela paciéncia, carinho e apoio.
Agradeco por estar ao meu lado durante essa etapa, me aconselhando e acalmando
sempre que precisei, sua presencga tornou os desafios mais leves. Amo vocé!

Ao meu irméao Cristian Macedo de Liz e a toda a minha familia, primos, tios,
padinhos, avés in memoriam Sebastiao Ribeiro de Liz e Horizontina Macedo de liz,
obrigada por me apoiarem cada um da sua forma e por todo amor que sempre me
deram. Eu amo todos vocés.

A todos os meus amigos que de alguma forma também estiveram me
apoiando nesta caminhada, principalmente a Mariana do Carmo, Cristiane de
Oliveira, Jéssica Moroso, Patricia Rosa, Rodrigo Henrique Saatkamp, e Camila
Conaco que compartilharam comigo muitos momentos de alegria e também foram
um ombro amigo para chorar nos dias tristes. Vocés fazem os meus dias serem
melhores e mais leves, vou levar vocés no meu coragao pra sempre.

Aos meus colegas do LaGOAmb pelas risadas, momentos de descontracao e
principalmente por toda a ajuda profissional que em alguns momentos também foi
pessoal, em especial a Karine Garcia, Marina Coelho, Angela Concer, Sara Graf,
Gustavo e Diogo Morelli, a ajuda de vocés foi essencial para que a realizagdo deste
trabalho fosse possivel.

Marina e Karine muito obrigada por terem me dado apoio no momento que eu
mais precisei, por terem me ensinado tanto no decorrer desse projeto e pelas
corregoes na dissertacdo, eu sou imensamente grata por toda a ajuda, suporte e
ensinamentos de voceés.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Madureira, pela oportunidade de fazer parte
do seu grupo de pesquisa, confianga, dedicagcao na orientagdo, apoio, paciéncia e
principalmente por todos os ensinamentos transmitidos ao longo desses anos. Meu
muito obrigada!

A Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e ao Programa de Pos-



graduagcdo pela estrutura, todas as oportunidades e pelo ensino publico e de
qualidade. Aos docentes do Departamento de Quimica da UFSC, por todo
conhecimento compartilhado.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior do
Ministério da Educacdo (CAPES) pela bolsa de estudos até mesmo no periodo de
pandemia, me permitindo ter dedicagcdo ao programa de pos-graduacao em quimica
e desenvolver este trabalho.

Ao Dr Fabricio Augusto Hansel, Quimico e Analista da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Colombo, PR), que forneceu as amostras de licor negro e e
me auxiliou durante todo o projeto.

Agradeco a Deus e a todos, que mesmo nao citados, mas que de alguma
forma me ajudaram na realizacdo deste trabalho, me acompanhando durante todo o

mestrado, fazendo parte deste momento, meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

Neste estudo é proposta a utilizagdo da técnica de extragdo em ponteiras
descartaveis (DPX) juntamente com a cromatografia a gas com detector por
ionizagcdo em chama (GC/FID) para a determinacdo de 5 monémeros de lignina: 4-
hidroxibenzoaldeido, vanilina, acetossiringona, acetovanilona, siringaldeido. O
objetivo principal do trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica capaz de
determinar esses derivados de lignina doprocesso kraft por meio da acidificagao do
licor negro, produto gerado pelas industrias de celulose. As ponteiras utilizadas para
realizar as extragcoes desses compostos, adquiridas comercialmente, possuem
capacidade de 1 mL e contém em seu interior 20 mg de material sorvente
constituido de poliamino (DPX-WAX). Devido a polaridade dos derivados de lignina
foi necessario uma adequagcdo do método para a analise por GC/FID por meio da
derivagcdo com o agente sililante N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). As
otimizagdes dos principais parametros que afetam a eficiéncia de extracdo foram
realizadas de forma univariada, sendo as condigdes 6timas constituidas de 3 ciclos
de extracdo de 30 s com 800 pL de amostra e 3 ciclos de dessor¢do de 30 s com
200 pL de acetona, apos derivagao com 40 puL de BSTFA. A partir das condigoes
otimizadas foram obtidos os parametros analiticos com coeficientes de determinacao
superiores a 0,9931, limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) de 1,5 ug mL'
e 5,0 ug mL ', respectivamente. As precisdes variaram de 2,1 a 13,1% para os
ensaios intradia e de 4,8 a 11,6% para os interdia. Os ensaios de recuperagao
apresentaram valores na faixa de 69 a 99%. Nas amostras reais 1 e 2 foram
encontrados valores de 1,6 ug mL ' para os analitos 4-hidroxibelzaldeido e
siringaldeido e para os analitos vanilina, acetovanilina e acetossiringona, os valores
determinados foram, respectivamente, 21,7, 19,2 € 20,7 pg mL "na amostra 1 e
28,7, 21,2 e 19,7 ug mL - na amostra 2. Dessa forma pode-se observar que o
método foi adequado para a determinacdo desses compostos fendlicos
monomeéricos oriundos do licor negro gerado no processo kraft.

Palavras-chave: DPX-WAX. Licor Negro. Lignina. Cromatografia a gas.



ABSTRACT

In the present study, the disposable pipette extraction technique (DPX) in conjunction
with gas chromatography with flame ionization detector (GC/FID) is proposed for the
determination of 5 lignin monomers: 4-hydroxybenzoaldehyde, vanillin,
acetosyringone, acetovanilone, syringaldehyde. The main objective of this work was
developing an analytical methodology capable of determining these lignin derivatives
from kraft process after acidification of black liquor, a product generated by cellulose
industries. The commercially available tips used to extract these compounds have
the capacity of 1 mL and contain 20 mg of sorbent material composed of polyamino
(DPX-WAX). Due to the polarity of the lignin derivatives, the method has been
adapted using sililating N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) derivative
reagent before the GC/FID analysis. The optimizations of the main parameters that
affect the extraction efficiency were carried out in a univariate mode, achieving
optimal conditions with 3 extraction cycles of 30 s with 800 pL of sample and 3
desorption cycles of 30 s with 200 uL of acetone and 40 pL of BSTFA. From the
optimal conditions, the following analytical parameters were obtained: coefficients of
determination above 0.9931, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 1.5
ug mL “'and 5.0 uyg mL ', respectively. Accuracies ranged from 2.1 to 13.1% for
intraday trials and from 4.8 to 11.6% for interday trials. The recovery tests confered
values in the range of 69 to 99%. In the real samples 1 and 2, values of 1.6 pg mL -
were found for the analytes 4-hydroxybelzaldehyde and syringaldehyde.
Concentrations of vanillin, acetovanillin and acetosyringone were equal to 21.7, 19,2
and 20.7 pg mL ', respectively, in sample 1 and 28.7, 21.2 and 19.7 ug mL ' in
sample 2. The method was suitable for the determination of these monomeric
phenolic compounds from black liquor of kraft process.

Keywords: DPX-WAX. Black Liquor. Lignin. Gas Chromatography.
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1 INTRODUGAO

A producao de celulose pelo método Kraft € dominante no Brasil e no mundo
em geral pelo fato de gerar poucos residuos de licor negro, principal subproduto do
processo. Esse subproduto pode ser totalmente reaproveitado, o que torna este
processo ecologicamente correto (COSTA, 2000). Em uma moderna industria de
celulose ha etapas como: descascamento da madeira, picagem de cavacos,
cozimento, depuragdo, lavagem, branqueamento e secagem (CORREIA, 2010). A
funcao do processo Kraft € dissolver a lignina, agente ligante das fibras na madeira,
com o objetivo de liberar as fibras com o minimo de degradacdo dos carboidratos
(celulose e hemicelulose).

A celulose € um polimero natural de cadeia longa presente nos vegetais. Essa
substéancia caracteriza-se como um importante componente das células vegetais que
€ usualmente chamada de fibra, base para a producdo de papel (AZZOLINI;
FABRO, 2012). Associada a celulose encontra-se a lignina, uma macromolécula que
confere rigidez a parede celular e na madeira € responsavel pela ligacdo entre as
fibras.

No processo Kraft, ao concluir a etapa de cozimento da madeira nos
digestores, os residuais quimicos e as substancias dissolvidas formam a solucao
aquosa, que é chamada de licor preto, rico em lignina e reagentes quimicos
utilizados na polpacdo. O processo Kraft de recuperacao processa o licor negro e
regenera os produtos quimicos de cozimento (MELO et al., 2011).

Segundo Carreiro (2009), o licor negro possui alcalinidade ativa e pode
ocasionar problemas no controle biolégico das estacdes de tratamento de efluentes
e impactos severos em ecossistemas aquaticos, além de emissdes de poluentes
atmosféricos. O Licor negro atualmente tem sido utilizado como insumo energético,
com menor ou maior eficiéncia dependendo do processo utilizado (BRANDAO,
2015).

Os mondmeros derivados da lignina presentes no licor podem ser utilizados
como marcadores de origem da lignina, para analisar a qualidade do licor que foi
separado. Além disso, podem ter um valor comercial, visto que a possibilidade de
escassez de matérias-primas utilizadas na exploracdo de petrdleo vem gerando um
espaco para o desenvolvimento de novos produtos e processos baseados em
materiais organicos renovaveis, como a lignina (LAURICHESSE; AVEROUS, 2014).
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Além das aplicagdes mencionadas, estudos recentes evidenciam o uso da lignina
precipitada do licor negro como adsorvente de corantes orgéanicos e metais toxicos
(CURBELO, 2002).

De acordo com a literatura, os estudos referentes ao licor negro giram em
torno da recuperacao da lignina presente no mesmo, através de ultrafiltracdo ou

ainda acidificag&o do licor negro, como mostra a figura abaixo (Figura 1).

Figura 1 - Processo de recuperacgao/purificacdo da lignina através da acidificacao
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Fonte: Lourengon et al. (2015).

Com a variacao do pH, a lignina € recuperada e a agua no final do processo
pode conter ainda compostos monoméricos da lignina kraft. Nao ha relatos literarios
que apontem sobre as fragcdes da lignina ndo recuperadas presentes nestas

aguas,logo apos a recuperacao acida da lignina. Logo, surge o questionamento:
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Quais os mondmeros de lignina ainda podem estar presentes na agua residual
proveniente da separagao do licor negro apdés o tratamento acido? Para obter
respostas a este questionamento, fazem-se necessarios estudos mais aprofundados
sobre estas aguas residuais, visando a escolha de um método analitico possivel de
determinar um maior numero de monémeros com maior sensibilidade. Um método
robusto que seja capaz de pré-concentrar e extrair com maior eficiéncia os
mondmeros restantes da lignina.

Com o objetivo de desenvolver um método baseado em preparo de amostra
que seja aliado a quimica verde, oferecendo menos riscos ao meio ambiente e
producdao de residuos, a extragdo em ponteira descartdvel (DPX, do inglés
Disposable pipette extraction) demonstra-se uma técnica vantajosa devido a
utilizacdo de pouco solvente organico. Desse modo, propde-se 0 uso da técnica de
DPX juntamente com um sistema de cromatografia gasosa com detector por
ionizacao de chama(GC-FID) no desenvolvimento de um método analitico capaz de
detectar e determinar, quantitativamente, cinco mondmeros de lignina presentes em
amostras de licor negro mesmo apoés o tratamento acido para a remocao da lignina
kraft.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O PROCESSO DA INDUSTRIA DE CELULOSE

De forma geral e ilustrativa, a Figura 2, abaixo, apresenta uma visao do

processo industrial para obtencéo de celulose.

Figura 2 - Desenho esquematico de uma planta de celulose

Maquina de
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Fonte: Adaptado de Valmet (2018).

As toras de madeira sao transportadas até a fabrica, onde sao cortadas e
descascadas em pequenos pedacos, chamados de cavacos e encaminhados para o
processo de cozimento.

Os cavacos de madeira alimentam o digestor, e passam pelo processo Kraft,
onde sao impregnados com licor de cozimento, que contém principalmente hidréxido
de sodio e sulfeto de sédio. O sulfeto de soédio € adicionado ao digestor para
melhorar o processo de dissociagcao da lignina das fibras da celulose, acelerando a
operacdo de cozimento da madeira e aumentando a resisténcia da polpa
(CARDOSO; DOMINGOS; PASSOS, 2008). Em temperaturas elevadas (150 a 170
2C), os hidroxidos e ions sulfeto reagem com a lignina e os carboidratos presentes

(principalmente glucomananas e xilanas). Como resultado do tratamento, as fibras de
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celulose podem ser facilmente separadas (PAULA, 2010). Apds essa etapa a polpa
de celulose é lavada e peneirada.

Em seguida, a polpa passa pelo branqueamento até o grau desejado, sendo
depois bombeada para uma torre de armazenamento a frente da maquina de
secagem de celulose. Neste ponto, a polpa pode ser usada para a produgédo de
papel se for uma usina integrada, ou seja, se a usina tiver uma maquina de papel.
Caso contrario, a polpa € bombeada para a maquina de secagem, onde a agua é
removida e uma polpa seca é formada. Em seguida ela € cortada em folhas menores
e enfardadas antes de serem transportadas para o cliente (JORGE, 2018).

Apods o processo de digestao, o liquido separado da polpa na lavagem chama-
se ‘“licor negro”. O mesmo consiste em material organico dissolvido, compostos
inorganicos e substancias quimicas usadas no cozimento. O licor negro tem sua
concentragcdo de solidos secos aumentada por meio das diferentes etapas
deevaporacdo. Em seguida é transportado para a caldeira de recuperagcao para ser

queimado, e seu vapor utilizado para gerar eletricidade.

2.2 PROCESSO KRAFT

Atualmente o processo basico de producao do papel no Brasil fundamenta-se
em quatro etapas: a extragdo e preparacdo da madeira; o polpeamento; a
transformacdo da madeira em celulose marrom; a transformagdo da celulose
marrom em celulose branqueada e a etapa de finalizagcdo do papel desejado
(ALVES et al. 2018). Sucintamente, a fungdo do processo Kraft dentro de uma
industria do papel é dissolver a lignina, agente ligante das fibras na madeira, com o
objetivo de liberar as fibras com o minimo de degradacgéo dos carboidratos (celulose
e hemicelulose) (Figura 3). O processo Kraft apresenta em uma de suas etapas o
cozimento e em seguida a polpacao, onde sdao empregados o NaOH e o Na2S como
agentes ativos na reagcdo (D’ALMEIDA, 1988). A etapa de polpagdo gera um
subproduto conhecido como licor negro, uma mistura complexa que contém grandes
quantidades de substéncias orgénicas, componentes inorganicos e reagentes nao
convertidos no processo Kraft e agua (FORTUNATTO, 2014). O licor negro é
utilizado como combustivel para producao de vapor e hoje é visto como uma eficiente
fonte de bioenergia (HAMAGUCHI, 2013).
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Figura 3 - Representagao do processo Kraft
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Fonte: Oliveira (2016).

O licor negro € uma solugcdo constituida de agua, matéria organica e matéria

inorganica, sendo que, a matéria inorganica apresenta basicamente os residuos dos

reagentes quimicos utilizados na etapa de cozimento da madeira. Os compostos

organicos sao constituidos por lignina, polissacarideos, acidos carboxilicos e
extrativos (GULLICHSEN; FOGELHOLM, 1999). Na Figura 4 pode-se verificar os

componentes quimicos do licor negro. A composi¢ao do licor dependera ndo apenas

da madeira utilizada, mas também da relacdo de alcali/madeira empregada no

cozimento, rendimento do cozimento e teor residual de lignina presente na polpa

(ADAMS, 2001).
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Figura 4 - Representaco ilustrativa do Licor Negro de alta viscosidade

‘i Lignina e Polissacarideos O Sais

Fonte: Cardoso, Oliveira e Passos (2009).

O licor negro é uma solugdo heterogénea. A lignina presente é totalmente
degradada durante o processo, gerando fragmentos com diferentes tamanhos. Para
se analisar a lignina gerada no processo Kraft, contida no licor negro, utiliza-se dois
processos diferentes, a ultrafiltracdo e a precipitacdo acida. Existe um interesse
nestes dois processos, ambos estdo sendo estudados e pesquisados mais a fundo,
pois, caso a lignina e seus derivados se tornem atrativo de maior valor no mercado,
estes processos podem ser montados em escala industrial (FOELKEL, 2009).

A composicdo quimica do licor negro depende do tipo de matéria-prima
utilizada, podendo ser elas de madeira mole (como por exemplo o Pinus), ou duras
(como Eucalyptus) ou plantas fibrosas (como o bambu), além das condi¢cdes de
operacao. De qualquer forma, para qualquer tipo de madeira e condicdes
operacionais, o licor negro pode ser considerado como uma solu¢cao aquosa complexa
(CARDOSO; DOMINGOS; PASSOS, 2008).

De acordo com Anzaldo (2007), o licor negro do processo Kraft contém entre
15 a 18% de solidos dissolvidos em sua composi¢cdo. Na Tabela 1 sdo apresentadas
as composicdes tipicas dos licores negros do processo Kraft de madeiras de

folhosas e coniferas.
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Tabela 1 - Composicéo tipica dos licores negros do processo Kraft

Composicio (% em peso)
Componente

Madeira de conifera Madeira de folhosa
Lignina 45 38
Acidos Xilososacirico 1 5
Acidos Glucosacérico 14 4
Hidroxidcidos 7 15
Acido Férmico 4] 6
Acido Acético 4 14
Resinas ¢ Acidos Graxos 7 6

Terebintina 1

Outros 15 12

Fonte: Anzaldo (2007, p. 10).

E a lignina que da ao licor uma cor escura distinta e, portanto, seu nome: licor
negro. Conforme a tabela acima, a porcentagem de lignina varia de acordo com o
tipo da madeira e pode representar de 35 a 40% dos solidos secos (VAKKILAINEN,
2009). As quantidades de celulose e hemicelulose variam dependendo de quanto
tempo o processo de cozimento ocorre. Normalmente eles compdem 25 a 30 % dos
sélidos secos.

Na literatura existem estudos na area de analises do licor negro por meio de
precipitacdo acida. Em 2016, Berrima et al. (2016) precipitaram a lignina do licor
negro valendo-se de acido sulfurico diluido e a carbonizaram a uma temperatura de
600 °C, formando um carvao adsorvente dos ions Pb (Il), Cd (ll), Hg (lI) e Ni (Il). Os
autores concluiram que o carvao a base de lignina pode ser utilizado como
adsorvente reutilizavel em processos de remocao de metais toxicos. Fu et al. (2013)
estudaram o carvao ativado obtido através da lignina e demonstraram a eficiéncia do
composto em adsorver o corante azul de metileno e dessa forma a possivel
aplicagcao desse adsorvente.

Pereira, Rodrigues e Hansel (2018) comparam a extragdo em fase sélida com
a extracao liquido-liquido, para a determinagcdo de mondmeros de lignina no licor
verde apods tratamento alcalino de madeira de eucalipto. A partir da analise
semiquantitativa foram identificados nove compostos, sendo eles dos grupos
aldeidos, cetonas e acidos. Um composto do grupo das cetonas foi o que

apresentou maiores quantidades no licor negro gerado.
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2.4 LIGNINAS

A lignina € um dos principais componentes dos tecidos de gimnospermas
(madeiras macias) e angiospermas (madeiras duras). As gramineas (palmeiras,
bambu e cana de agucar), embora apresentem um significativo teor de lignina, néao
sdo classificadas como madeira. Sabe-se que a lignina tem um importante papel no
transporte de agua, nutrientes e metabdlitos, sendo responsavel pela resisténcia
mecanica dos vegetais, além de proteger os tecidos lignificados contra ataques de
microrganismos. Vegetais primitivos como fungos, algas e liquens ndo séao
lignificados (LAI; SARKANEN, 1971; FENGEL; WEGENER, 1983).

Sendo a segunda molécula mais abundante na terra, ficando atras apenas
dos carboidratos (celulose e hemicelulose) (PAULA, 2010), a lignina tem um papel
fundamental na vida das plantas. Distribuida entre as suas células, tem a fungéo de
manter as fibras “coladas” umas as outras. Em razao disso, é a lignina que da a
rigidez e resisténcia mecanica a madeira. De acordo com Cardoso, Domingos e
Passos (2008), a lignina € um polimero formado por estruturas de fenil-propano, a
qual, durante as operagdes do processo de celulose, € fragmentada tendo seus

carboidratos dissolvidos e convertidos em acidos de baixa massa molar (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura da lignina em madeira macia
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Fonte: Souto, Calado e Pereira Junior (2015).
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Uma das principais fungdes da lignina é conferir rigidez, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbioldgicos e mecéanico aos tecidos vegetais (FENGEL;
WEGENER, 1984). A massa molar tipica de lignina isolada esta no intervalo de 800
- 20.000 g mol', mas o grau de polimerizagdo na natureza é dificil de medir, ja que
a lignina é invariavelmente fragmentada durante a extragdo e consiste de varios
tipos de sub-estruturas que se repetem aparentemente de maneira casual
(DOHERTY; MOUSAVIOUN; FELLOWS, 2011).

A produgdo de lignina devera aumentar significativamente com o atual
incremento das biorrefinarias lignocelulésicas. A conversdo da lignina tem um
potencial significativo como fonte para a producdo sustentada de combustiveis e
produtos quimicos (BOZELL et al., 2007; WIESENTHAL et al., 2006; PERLACK et
al., 2005). Com sua estrutura e propriedades quimicas unica, uma grande variedade
de produtos quimicos a granel e finos, particularmente compostos aromaticos, como
a vanilina, assim como combustiveis sdo potencialmente obtidos a partir da lignina
(ZAKZESKI et al., 2010).

2.4.1 Derivados fendlicos da lignina

Por ser um biopolimero, a lignina apresenta um grande numero de atomos de
carbono, hidrogénio e oxigénio, o que resulta em uma baixa temperatura de
vaporizacdo. E possivel fazer a caracterizacdo da lignina por meio de reacdes de
oxidagcdo onde as ligagcdes intramoleculares entre o0s mondmeros de
fenilpropandides sao clivadas (PEGORARO et al., 2011). Sendo esses pertencentes
aos grupos: Guaicil(G) e Siringil (S), p-hidroxifenil (P), podendo ser visualizado na
Figura 6.

Para esta reacdo utiliza-se 6xido cuprico ou nitrobenzeno, sendo o Oxido
cuprico o mais utilizado, devido ao maior rendimento, gerando tanto fendis
aldeidicos quanto fenois cetbnicos. Ja o nitrobenzeno forma apenas produtos fenois
aldeidicos (HEDGES; ERTEL, 1982). Na reacao de 6xido cuprico em meio alcalino é
possivel gerar 11 produtos fendlicos. Cada composto € formado por um unico anel
fendlico e podem ser agrupados devido as suas semelhancas estruturais
(GONI, HEDGES, 1990). Na analise posterior pode ser usado um cromatografo a
gas, depois de devida derivacao, no qual existe uma grande variedade de reagentes

derivatizantes. Esses reagentes sao capazes de tornar os produtos gerados da
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oxidacao da lignina mais volateis e quimicamente mais estaveis (HEDGES; ERTEL,
1982).

Figura 6 - Fendis derivados de lignina apés reacao de oxidagdo com CuO em meio

alcalino
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Os produtos da degradacédo da lignina que pertencem ao grupo vanilil (G),
estao presentes em gimnospermas e angiospermas, independentemente do tipo de
tecido. J&4 o grupo siringil (S) é encontrado em angiospermas lenhosas e sua
relacao com o guaicil pode ser vista através dos valores de razdao S/G.. E os fendis
do grupo p-hidroxifenil (P) sdo encontrados em maior abundancia nas gramineas
(SALIBA et al., 2001).
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2.5 DERIVAGAO

A técnica GC é empregada nas analises de substancias gasosas, volateis e
termicamente estdveis. Quando as substancias em analise ndo apresentam estes pré-
requisitos sdo necessarias modificagcdes para adequas-la a técnica. Particularmente,
para substancias de alta massa molar e/ou contendo grupos funcionais fortemente
polares, por exemplo, emprega-se a derivacao (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A reacdo de derivagcdo € um processo quimico que utiliza uma espécie
capaz de reagir com o analito para gerar um derivado aumentando a eficiéncia
cromatografica da analise (SCHUMMER et al., 2009). Alguns exemplos de reacdes
de derivacao sao: esterificacdo, alquilacdo, acetilagdo e silanizacdo. Essa ultima
diferencia-se das demais reagdes por ocasionar os seguintes efeitos nos analitos:

- Reducéo da polaridade do composto derivatizado;

- Aumento da volatilidade, estabilidade térmica, maior seletividade e
sensibilidade;

- Picos mais finos e com diminuicdo da cauda, e uma melhor separacao;
(FARAJZADEH; NOURI; KHORRAM, 2014).

Na reacdo de silanizacdo, quando o N,O-bis (trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) é usado, ocorre a substituicio de um hidrogénio labil de grupos
funcionais como carboxila, hidroxila, amina e amida, por um grupo alquilsilil.
Dentre os agentes sililantes o trimetilsili € o mais comum, sendo sua reacao
possivel visualizar no esquema da reagdo na Figura 7 (CABAN; STEPNOWSKI,
2018).

Figura 7 - Representacado de uma reacgao de silanizagdo utilizando o agente BSTFA
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Fonte: Alves (2014).
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A reacao ocorre por um mecanismo de reacao nucleofilica de segunda ordem
(SN2), estabilizando e aumentando a velocidade da reagdo, na presengca de
um solvente aprotico. A velocidade da reacao vai depender da rapidez do ataque
da espécie nucleofilica ao atomo de silicio que esta ligado ao oxigénio. Quanto
menos impedido for o nucledfilo e quanto mais forte for o grupo de saida, mais
rapido e mais estavel serd a reagcdo (SCHUMMER et al., 2009; CABAN;
STEPNOWSKI, 2018).

Em contrapartida as vantagens, os agentes que promovem a silanizagao,
como trimetilclorosilil (TMCS), bis (trimetilsilil) acetamida (BSTA), N-metil-N-(tert-
butildimetilsilil) trifluoroacetamida (BTMSTFA), entre outros, sao muito sensiveis
a umidade, ocasionando reacdes de hidrélise. Entdo ambos os solventes e a
amostra devem estar secos (FARAJZADEH; NOURI; KHORRAM, 2014).

Alcoois e fenois apresentam propriedades que dificultam a analise por
cromatografia a gas. Além disso, a extracdo desses compostos é dificil devido a
polaridade da hidroxila (-OH), podendo levar a perdas do analito na etapa de
preparacao da amostra, pois sao compostos com altas temperaturas de ebulicdo
(FARAJZADEH; NOURI; KHORRAM, 2014). No caso dos alcoois e fendis, a reacéo
para a formacdao do derivado é rapida, sendo de extrema importancia o efeito da
temperatura no injetor, uma vez que a temperatura acelera a reagcdo de derivagao,
que necessita ser completa em um curto intervalo de tempo (PUSCH, 2016). Apés
o procedimento de derivacao € possivel obter uma melhor sensibilidade do método
de deteccédo (ALVES, 2014).

2.6 DETERMINACAO DE DERIVADOS DE LIGNINA

Reporta-se na literatura uma série de técnicas, as quais sdo capazes de
avaliar e determinar compostos derivados de lignina. Dentre estas, encontram-se as
técnicas de GC e HPLC, técnicas eletroforéticas, bem como técnicas de ressonancia
magnética nuclear (NMR, do inglés nuclear magnetic resonance) e raios X, entre
outras.

Dupont et al. (2007) caracterizaram produtos de degradacdo de compostos
derivados de celulose e lignina de papéis envelhecidos via eletroforese capilar e os

limites de detecgdo encontrados foram inferiores a 0,5 mg L -'. Fu et al. (2014)
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determinaram ligninas em biomassa para a producdo de combustiveis alternativos
por meio de NMR. LV et al. (2012) estudaram os mecanismos de adsorcdao de
mercurio em lignina por meio de técnicas espectroscopicas de raios X, sendo este
uso em crescente desenvolvimento, uma vez que auxilia a remocado de potenciais
elementos tdxicos aos ambientes aquaticos e terrestres, como o mercurio.

Hage e Boon (1996) desenvolveram e validaram um método analitico para a
determinacado de polimeros de lignina por meio das técnicas de pirdlise e LC-MS e
obtiveram valores de limites de detecgdo inferiores a 1,5 x 10® mg L' para os
derivados fendlicos de lignina.

Louchoarn et al. (2010) desenvolveram e validaram uma metodologia analitica
para a analise de produtos derivados de lignina em sdlidos dissolvidos em agua
marinha por meio da técnica de GC-MS. Os limites de detecgdo encontrados foram
inferiores a 15 x 103 mg L.

Pinto (2015) desenvolveu uma metodologia analitica para a determinacdo de
derivados fendlicos de lignina em sedimentos utilizando a técnica de SPME seguida
da analise por GC-FID, obtendo uma boa separacdo de nove analitos. A
metodologia apresentou bons resultados em termos de limites de deteccao,
seletividade, robustez, precisao e exatidao.

Pereira, Rodrigues e Hansel (2018) realizaram um estudo comparativo
preliminar das extracdes liquido-liquido e fase solida na analise de derivados da
lignina apds pré-tratamento alcalino de madeira. Constatou-se que o melhor método
para a verificagcdo dos compostos fendlicos gerados a partir do tratamento alcalino
da madeira foi a extracdo em fase sdélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction)

seguida por analise em GC-MS.

2.7 PREPARO DE AMOSTRA

Os principais propositos relacionados ao preparo de amostra sdo a pré-
concentracdo do analito a fim de aumentar a sensibilidade, isolar o composto de
interesse da matriz, promovendo a remogao de componentes presentes na amostra
que atuam como interferentes nas etapas posteriores de separacao e deteccéo, e
adequar os analitos para separacao instrumental, quando necessario, convertendo-o
para sua forma mais detectavel por meio de derivacdo (COMELLI, 2019)

O preparo de amostra é essencial para o procedimento analitico, sendo
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muitas vezes a primeira etapa antes de uma analise cromatografica (PINTO;
QUEIROZ, 2015). Ultimamente, novas técnicas de preparo de amostra vém sendo
desenvolvidas objetivando a simplificacdo e a redugcdo do uso de solventes
organicos (PINTO; QUEIROZ, 2015).

Por muitos anos o preparo de amostras foi considerado menos importante
que a separacao e deteccdo, porém, a medida que a quimica analitica se
desenvolveu, essa etapa gradualmente tornou-se uma parte importante da analise,
sendo frequentemente a etapa mais longa em um procedimento analitico. O preparo
de amostra pode ocupar até 80% do tempo de uma analise e é capaz de afetar
quase todas as etapas posteriores do procedimento analitico sendo, portanto,
fundamental para a identificacdo inequivoca, confirmacdo e quantificacdo dos
analitos (LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011; CHEN et al., 2008; NOVAKOVA;
VLEKOVA, 2009). Desde o procedimento de amostragem até a analise dos dados,
todas as etapas podem apresentar erros que comprometam a qualidade do
resultado analitico final. Porém, o preparo da amostra € a que apresenta maior
probabilidade de causar problemas e dificuldades, como gerar erros na quantificagao
devido a perda de analito, provocando baixa reprodutibilidade e baixos rendimentos
de extragdo, consumo de tempo, custo e contaminag¢do dos equipamentos (FUMES
etal., 2015; PATTERSON et al., 2013).

A selecao da técnica de preparo de amostra mais adequada € o principal fator
para se obter resultados confidveis e exatos. Tal escolha depende de diversos
fatores tais como as caracteristicas tanto dos analitos envolvidos no procedimento
quanto da matriz em que se encontram e da interacdo analito-matriz. Portanto,
requer a otimizacdo adequada dos parametros que exercem influéncia sob essa
interacdo, com a finalidade de se atingir a eficiéncia de extracdo maxima com o
método utilizado (PATTERSON et al., 2013; BORDIN et al., 2015; JARDIM, 2010).

Com relagdo a matriz, devem ser levados em consideragcdo o seu estado
fisico, o volume de amostra disponivel, os conteudos de matéria organica (no caso
de matriz ambiental, por exemplo) e o pH. Quanto aos analitos, devem ser avaliadas
suas propriedades fisicas e quimicas como massa molar, carga elétrica, polaridade,
volatilidade, pKa, as propriedades que permitam a sua deteccdo e suas
concentragdes na matriz (JARDIM, 2010). Muitos protocolos de preparo de amostras
em métodos bioanaliticos ainda sdo baseados em técnicas classicas simples, como

extracao liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-liquid extraction) e extracao por SPE
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(LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011; NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009).

Apesar das vantagens obtidas com a SPE em relacdo a LLE, abordagens
convencionais de preparo de amostras ainda exigem muito consumo de tempo,
grandes volumes de amostra e solventes. Muitas vezes também demandam
extragcdes repetidas para o enriquecimento suficiente do extrato e etapas de
concentragao por evaporagao ou destilagdo, consistindo em muitas etapas que as
tornam laboriosas e propensas a perdas de analitos. Além dessas desvantagens,
existe ainda o interesse econdmico, visto que, 0s solventes orgénicos de alta pureza
utilizados nessas técnicas sao caros, geralmente téxicos, prejudiciais ao meio
ambiente e ainda muitas vezes precisam ser manuseados antes do destino final
(NOVAKOVA; VLEKOVA, 2009; LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011).

Esses fatores combinados com o aumento da sensibilidade dos instrumentos
analiticos estimularam um avanco das técnicas de preparo de amostra, permitindo o
uso de menores quantidades de amostra. Consequentemente, a massa de fase
extratora necessaria, o volume de solvente utilizado e de residuos gerados, bem
como o tempo de analise requerido também sdo reduzidos (NOVAKOVA; VLEKOVA,
2009; FUMES et al.,, 2015). Desse modo, as tendéncias atuais das técnicas de
preparo de amostra sdo a miniaturizacdo, simplificacdo dos processos, reducédo do
custo, automacao e obtencdo de uma melhor capacidade de extragcao dos analitos
aumentando a seletividade, recuperacao, reprodutibilidade e linearidade do método
(CHEN et al., 2008; LAAKS; JOCHMANN; SCHMIDT, 2011; SZULTKA et al., 2014;
BORDIN et al., 2015). As técnicas de microextracdo representam, por esse motivo,
uma parte importante do preparo de amostras moderno e, embora sejam muito
diversas, todas compartilham uma caracteristica comum que € o fato da quantidade
da fase extratora ser pequena em comparagdo ao volume da amostra (LAAKS;
JOCHMANN; SCHMIDT, 2011). Dentre as diversas microtécnicas disponiveis
atualmente as baseadas no uso de materiais sorventes sdo de longe as mais
utilizadas, como € o caso da técnica de extragcdo em ponteiras descartaveis (DPX)
(FUMES et al., 2015).

2.8 EXTRAGAO EM PONTEIRA DESCARTAVEL

A técnica de extracdo em ponteiras descartaveis (DPX, do inglés Disposable

Pipette Extraction) foi desenvolvida no ano de 2003 pelo Dr. William Brewer da
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Universidade da Carolina do Sul, EUA, sob o numero de patente US6566145 B2
(BREWER, 2003). A técnica pode ser considerada uma variante da SPE e da
extracdo em fase sélida dispersiva (D-SPE, do inglés Dispersive Solid Phase
Extraction), uma importante etapa do método QUEChERS (do inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe). A vantagem da DPX frente a essas técnicas esta
na utilizacdo de menor massa de fase extratora, redugdo no consumo de solventes e
a promocgao de uma rapida extracao dos analitos em solugbes. Também tem como
vantagem dispensar a utilizacdo de vacuo, empregando ponteiras descartaveis em
vez de cartuchos ou tubos de ensaio. Diferente da D-SPE, que é utilizada apenas na
sorcao de interferentes do método QUEChERS, a DPX permite a sor¢cao e dessorgao
dos analitos (PINTO; QUEIROZ, 2015). Outra vantagem da técnica de DPX ¢é a
mobilidade das particulas da fase extratora que permite uma rapida mistura e
equilibrio com a amostra durante a agitacdo. Desse modo, o analito pode ser
extraido em menos tempo e dessorvido com menos solvente, sem a necessidade de
uma etapa de concentracéo separada (BREWER, 2003).

A DPX consiste de uma ponteira padrao de pipeta (1 mL ou 5 mL) modificada,
"carregada" com sorvente SPE comercial ou sem sorvente (para desenvolver novas
técnicas), onde uma pequena quantidade de sorvente esta contida livremente em
seu interior entre dois filtros (BORDIN et al., 2016; BORDIN et al., 2015; PINTO;
QUEIROZ, 2015; LAMBERT, 2009). Um dos filtros & colocado na extremidade
inferior e outro na extremidade superior da ponteira. O primeiro tem como finalidade
proporcionar uma barreira permeavel que permita a passagem livre dos fluidos em
qualquer direcao (aspiracao/dispensacédo), ao mesmo tempo em que retém a fase
extratora. O segundo, colocado na extremidade superior, impede a passagem de
qualquer material solido ou fluido para o interior da pipeta, assegurando a nao
contaminagcdo da mesma e a retencdo do sorvente (Figura 8) (PINTO; QUEIROZ,
2015; LAMBERT, 2009).

Figura 8 - Extragao em ponteira descartavel (DPX)



30

Syringe £

Filter

o
i

(¢

DPX tip

Sorbent
Filter

Fonte: Bordin et al. (2016).

O fato do sorvente estar contido livremente na ponteira permite o fluxo
bidirecional (aspirar ou dispensar) dos fluidos, acelerando o processo de extracao.
As ponteiras DPX podem ser facilmente acopladas a uma seringa de polipropileno,
podendo a extracdo ser realizada manualmente para pequenos lotes de amostras ou
em casos de laboratérios com grande volume de amostras, sistemas automatizados
ja encontram-se disponiveis no mercado (PINTO; QUEIROZ, 2015; LAMBERT,
2009).

A primeira ponteira de DPX disponivel comercialmente foi fundamentada na
cromatografia classica, composta por particulas C18, incorporadas com polimeros,
como fase extratora. Desde entdo, similar ao que ocorreu com os cartuchos SPE
tradicionais, novas ponteiras contendo diferentes materiais sorventes com
mecanismos de interacdo distintos e especificos para cada grupo de analitos, como
hidrofébico, troca ibnica e afinidade, foram introduzidas no mercado conforme
apresentado na Tabela 2 (PINTO; QUEIROZ, 2015; CHAVES et al., 2015).
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Tabela 2 - Diferentes tipos de fase extratora comerciais com seus respectivos usos

para a técnica de extracdo com DPX

Ponteira Composicao da fase extratora Uso
DPX-RP Estireno-divinilbenzeno Extracdo de compostos apolares e pouco
polares.
Ex: praguicidas
DPX-CX Grupos acido sulfonico Extracdo de compostos basicos.
Ex: drogas de carater basico
DPX-WAX Grupo poliamino Extracdo de compostos acidos.
Ex: drogas e metabdlitos
DPX-WCX Grupos policarboxilato Extracdo de compostos basicos.
Ex: especialmente amino glicosideos
DPX-Si Silica gel Limpeza (cleanup) de amostras ambientais
DPX-C18 C18 (20% de silica gel) Remocéo de interferentes presentes na matriz
DPX-SC Vazio ou com areia Coleta de amostras solidas
(lavada com &cido)
DPX-Blank Vazio Desenvolvimento de

métodos com novas fases extratoras

Fonte: Adaptado de Pinto e Queiroz (2015).

A técnica de DPX é muito utilizada em procedimentos de limpeza. Entretanto,

na area de preparo de amostras, também vem sendo aplicada em analises forenses,

ambientais, de residuos alimentares na extracdo de compostos nao polares e

medicamentos com caracteristicas acidas e basicas. Os métodos reportados na

literatura que empregam a técnica DPX, associada as técnicas analiticas como GC-
FID, HPLC, LC-MS/MS e GC-MS comprovam a seletividade, alta detectabilidade
analitica e linearidade adequadas para analises de amostras biolégicas e ambientais
(PINTO; QUEIROZ, 2015; BORDIN et al., 2016; CORAZZA et al., 2017).

A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de métodos reportados na literatura

utilizando DPX como técnica de preparo de amostra nos ultimos anos.
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Tabela 3 - Trabalhos reportados na literatura utilizando a técnica de DPX no preparo

de amostra
Tecnica R0
Analito Matriz analitica Referéncia
sorvente
Anfetaminas, cocaina,
antidepressivos triciclicos, . ELLISON et al.,2009
meperidina, metadona e Urina GC-MS DRA-CX
fenciclidina
Praguicidas
organoclorados e . GUAN et al.,
organofosforados Alimentos GC-MS DPX- WAX 2009
Metanfetaminas e HASEGAWA
anfetamina Sangue GC-MS DPX-C18 et al., 2007
Cocaina e nicotina Mecbnio GC-MS DPX-CX MOZASOEE etal,
. , HASEGAWA
Opiaceos Humor vitreo GC-MS DPX-CX etal, 2011
Explosivos Agua LC- UV/vis DPX-RP GUAN et al., 2014
Canab|n0|d’e_s e seus Urina LC- MS/MS DPX- WAX ANDERSSON
metabdlitos etal.,, 2016
Praguicidas
organoclorados, Frutas e GUAN et al.,
organofosforados e vegetais GC-MS DPX-RP 2010
fungicidas
Antibioticos LEHOTAY et al.,
. e Tecidos LC- MS/MS DPX-CX 2013
aminoglicosideos
Pesticidas Aguapotavel ~ HPLC-DAD  DPX-WAX CORAZ%?S etal,

Fonte: Adptada de Oenning (2015).

Com base nos trabalhos reportados na Tabela 3 € possivel perceber que
existe uma ampla aplicabilidade para a técnica de DPX, sendo possivel utiliza-la em
uma grande variedade de matrizes para a analise de diversos compostos. Outra
vantagem é a possibilidade do uso de materiais alternativos como fase extratora,
ampliando ainda mais seu campo de aplicacdo (PINTO; QUEIROZ, 2015; MAFRA et
al., 2018).

Corazza et al. (2019) obtiveram otimos resultados ao determinar pesticidas
em amostras de agua potavel utilizando a técnica de DPX por troca anidnica (DPX -
WAX) como preparo de amostra. O sorvente de troca anibnica fraca (WAX) tem uma

fase de amina secundaria com uma estrutura de estireno divinil benzeno. O
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mecanismo de retencdo dos analitos pela fase extratora contendo o grupo poliamino
da ponteira do tipo DPX-WAX é baseado em interagdes de troca anibnica. A
combinacdo desses mecanismos fornece um elevado potencial para uma extracao
seletiva da maioria dos compostos utilizados neste trabalho.

Até o momento, ndo foram reportados na literatura trabalhos que se
proponham a determinar monomeros fendlicos da lignina kraft a partir da
acidficicacdo do licor negro empregando como preparo de amostra a técnica de
DPX. A maioria dos métodos desenvolvidos recentemente utiliza técnicas como
DLLME e HF-LPME, que além dos procedimentos padrdes das técnicas, também
envolvem etapas de derivagdo e hidrélise, fazendo com que o tempo total de
preparo da amostra chegue a mais de 2 horas (FERNANDEZ et al., 2017;
CERQUEIRA, 2018; YE et al., 2020). Tendo em vista o potencial da técnica de DPX,
0 presente trabalho propde desenvolver um método mais rapido e simples para a
determinacdo dos mondmeros derivados de lignina presentes no licor negro apos

tratamento acido com posterior analise por GC-FID.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

v Desenvolver um método analitico utilizando a técnica DPX para extragao
de mondmeros de lignina do processo kraft, resultantes da acidificacdo do licor

negro, e posterior analise por GC-FID.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Adequacao dos parametros cromatograficos para a melhorar a resolucao e
posterior analise quantitativa dos monémeros de lignina utilizando técnica de GC-
FID.

v Otimizacdo das varidveis que podem influenciar a técnica de DPX: fase
extratora, numero de ciclos de extracao e eluicao, tempo dos ciclos, tipo de solvente
e pH da amostra.

v/ Otimizar o método de quantificagdo das ligninas por GC-FID com a
obtencdo dos parametros analiticos de mérito tais como linearidade, LOD, LOQ,
precisdo e exatidao.

v Aplicagado da metodologia desenvolvida em amostras de licor negro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padroes e reagentes utilizados nesse trabalho foram: vanilina (99,0%), 4-
hidroxibenzoaldeido  (>95,0%), acetossiringona 97%, acetovanilona  98%,
siringaldeido 98%, todos solidos e adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha). Para as
reagcoes de derivacdo utilizou-se o agente derivatizante N, O bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) 99% (Supelco, Bellefonte, PA, USA). . Os solventes
Acetato de Etila, Acetona e Acetonitrila da Tedia (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), todos
com alto grau de pureza. Para o ajuste de pH utilizou-se HCI adquirido na Qhemis e
NaOH da Mallinckrodt. Para a centrifugacdo utilizou-se centrifuga da Fanem -
Excelsa Baby Il - 206R (Sao Paulo, SP, Brasil). As ponteiras de 1 mL descartavel de
C18, Fase Reversa e WAX, com os filtros inferior e superior, foi adquirida da
empresa DPX Technologies (Estados Unidos)

A amostra de licor negro analisada, proveniente de madeira de eucalipitos foi
fornecida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
Colombo/PR.

4.2 INSTRUMENTACAO CROMATOGRAFICA

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a gas
Shimadzu (modelo GC-2014- Kyoto, Japao) equipado com detector por ionizagdo em
chama (FID) e injetor split/splitless. Como gas de arraste empregou-se N2z ultrapuro
(99,995%) em uma taxa de vazdo 1 mL min’' com injetor operando no modo
splitless (1 min) a 280 °C, e o detector a 300 °C. A coluna capilar utilizada DB-
5MS (30 m, 0,25 mm id, 0,25 um de espessura do filme) € composta de 95% de
polidimetilsiloxano e 5% de fenila, obtida da Restek (Bellefonte, PA, USA).

O programa de temperatura no forno da coluna iniciou em 60 °C (mantidos
por 2 minutos). Em seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de
aquecimento de 10 °C por minuto, até atingir 180 °C quando se alterou a taxa de
aquecimento para 6 °C por minuto até 280 °C. Totalizando 33 minutos para cada

corrida cromatografica.
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4.3 LIMPEZA DE VIDRARIAS

Todas as vidrarias utilizadas no preparo de amostra foram lavadas com agua
corrente, detergente comercial diluido e escova. Ap6s enxague, os materiais foram
mergulhados em solu¢do de Extran 5% (v/v), mantidos por pelo menos 24 h em
recipiente fechado e posteriormente enxaguados com agua deionizada. Para
eliminar residuos organicos, calcinou-se a vidraria em mufla da Quimis aparelhos
cientificos LTDA. (Diadema, Sao Paulo), modelo 31824 a 400 °C durante quatro
horas, exceto os materiais volumétricos. Apds as etapas de limpeza, acondicionou-
se a vidraria em local apropriado, envolta em papel aluminio e manuseada apenas

com o uso de luvas de polietileno para evitar possiveis contaminacgdes.

4.4 PREPARO DAS SOLUGOES

As solucdes estoques dos padrdes a serem trabalhadas foram preparadas
pesando-se 30 mg de cada padrao, adicionando-se um a um em diferentes baldes
volumétricos de 10 mL e avolumados com acetato de etila. A solucao de trabalho foi
preparada a partir das solugdes estoque, resultando em uma mistura contendo os
padrdes: vanilina, 4-hidroxibenzaldeido, acetossiringona e acetovanilona dissolvidos
em acetato de etila, em baldo volumétrico de 10 mL, com concentragdo de 1000 mg L-
. Todos os procedimentos foram realizados em frascos de vidro (Supelco, Saint
Louis, Missouri, USA) com capacidade para 40 mL e 20 mL para os analitos e
BSTFA, respectivamente. Utilizou-se agua deionizada no preparo das solucdes para
a curva de calibracdo para as determinacdes de derivados fendlicos de lignina. Para

o controle de pH das amostras utilizou-se solugcées de HCI 0,1M e NaOH 0,1M.

4.5 AMOSTRA DE LICOR NEGRO E ACIDIFICAGAO DO MEIO

Para o procedimento de acidificacdo do licor negro foram adicionadas
algumas gotas acido cloridrico (iniciado a 12 mol L' e seguido de 1 mol L") nas
duas amostras de licor negro (150 mL e pH 14), até atingir pH 9, seguido de
centrifugacdo a 3500 rpm por 15 min. A fracdo precipitada foi reservada. O
sobrenadante foi acidificado novamente até pH 7 adicionando gota a gota de HCI (12

mol L' e 1 mol L") sob agitagdo. Posteriormente, o mesmo método foi seguido para
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obter fragcbes em pH 5, 3 e 1 sequencialmente (Lourengon et al. 2015). Em seguida
a amostra final com pH 1 foi filtrada e elevou-se seu pH com NaOH a 0,5 mol L -', até
5 para que pudesse ser feito o preparo de amostra, pois a ponteira nao suporta pH

menor.

4.6 OTIMIZACOES DA TECNICA DE EXTRACAO EM PONTEIRAS
DESCARTAVEIS

4.6.1 Condicgoes fixadas inicialmente

Para realizar a otimizacdo do método analitico desenvolvido, foi preparada
uma solugdo estoque mix de 1000 pg mL-'em acetato de etila contendo os 5
padrdes trbalhados. A partir da solugcdo mix estoque, 30 pL dessa solucao foram
adicionados a 10 mL de &gua ultra-pura para simular a matriz e posteriormente
ajustado o pH para 5. As concentragdes dos 5 analitos foram mantidas em 30 pug mL"
' o volume de BSTFA adicionado foi mantido em 40 pL e foram avaliadas as
condi¢cdes Otimas dos seguintes parametros: solvente de extragdo; solvente de
dessorgao; tempo de extracdo e tempo de dessor¢cdo. A resposta analitica utilizada
em todos os experimentos foi a média geométrica das areas dos picos dos 5 analitos

em estudo.

4.7 LIMPEZA E CONDICIONAMENTO DA PONTEIRA

Antes de iniciar a etapa de extragcdo com um material sorvente € importante a
etapa de condicionamento desse material para a ativagdo dos sitios ativos. Entre as
extragcdes também €& importante a limpeza adequada para proporcionar as mesmas
condicdes iniciais para todas as extracdes. Sendo assim, seguindo a literatura
(COMELLI, 2019), foi fixado 3 ciclos com 800 pL de acetonitrila por 30 s para a

limpeza da ponteira e para o condicionamento 1 ciclo com 800 pL de agua por 30 s.

4.7.1 Escolha da Ponteira Comercial

Com o proposito de desenvolver uma metodologia onde o fator tempo é de

extrema importancia, este trabalho optou pela utilizacdo de ponteiras de DPX
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comerciais, sem a necessidade da preparagao da ponteira com qualquer tipo de
material sorvente ndo comercial antes das analises.

Portanto, de acordo com os trabalhos de Corazza et al. (2019), Hasegawa et
al. (2007) e Guan et al. (2014) que relatam terem trabalhado com solu¢des aquosas,

foram selecionado 3 ponteiras comerciais para testes, C18, Fase revera e WAX

4.7.2 Otimizacao de ciclos e tempo de extragao

Para a técnica de extracdo nesse trabalho, que objetiva a maxima eficiéncia
de extracdo dos analitos, foram fixados 3 etapas (pois sua eficiéncia ja consta em
literatura, CORAZZA, 2017) contendo 3 ciclos de aspiracdo da amostra no mesmo
frasco. Cada etapa continha 1 frasco com 800uL amostra. Inicialmente otimizou-se
univariadamente o tempo do ciclo, testando-se 10 s, 30 s e 50 s. Apds, a

quantidade de ciclos testando-se 3, 6 e 9 conforme ilustrado na Tabelas 4 e tabela 5.

Tabela 4 - Planejamento univariado para otimiza¢ao do tempo de extragcéo e

dessorcao

Ciclos Tempo (s) Volume de amostra

3 10 800 pL
3 30 800 pL
3 50 800 pL

Fonte: autora (2021).

Tabela 5 - Planejamento univariado para otimizagao numero de ciclos de extracao e

dessorgao

Ciclos Tempo(s) Volume de amostra

3 30 800 pL
6 30 800 pL
9 30 800 pL

Fonte: autora (2021).

4.7.3 Otimizagao do solvente de dessorgao

Para obter-se uma boa eficiéncia de dessor¢do dos analitos, foi realizada a
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otimizacao dos solventes utilizados na etapa de dessor¢cdo. A extracao foi feita com
3 etapas de 3 ciclos de 800 pL por 30 s de equilibrio em cada, finalizando com 3
ciclos (em um mesmo frasco) de 200 pL de solvente na etapa de dessorcédo. Sendo

0s solventes testados: acetonitrila, acetona e acetato de etila.

4.8 CONDICOES DE DERIVATIZACAO DOS PADROES

Aliquotas de 200 pL do solvente de dessorcdo, apdés a extragdo dos
padrdes, foram secas sob um fluxo de nitrogénio. Entao foi adicionado um valor fixo
de 40 pL de agente derivatizante (BSTFA) e acrescentado 200 pL do solvente
acetona, totalizando um volume final de 240 pL. Essa solucdo foi agitada em um
vortex por 10 s e 1 pL foi injetado no cromatografo, onde ocorreu a reagdo de
derivatizagdo no injetor do equipamento. Entre as corridas foi necessario fazer uma
injecdo de 1 pL de hexano, pois como a reacao de derivatizagdo acontece no injetor

do cromatégrafo, o BSTFA pode acabar reagindo com o liner, por este ser de vidro.

4.9 VALIDACAO DO METODO DESENVOLVIDO

4.9.1 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito do método proposto foram obtidos por
meio de curvas de calibragdo para cada um dos cinco analitos, utilizando-se todas
as condi¢cOes anteriormente otimizadas da etapa de preparo de amostra. As curvas
de calibracdo foram construidas utilizando agua MiliQ fortificada em 5 niveis de
concentracao, cada nivel realizado em triplicata. Por meio das curvas de calibragcao
obtiveram-se os outros parametros de mérito: faixa linear de trabalho, coeficiente de
correlagao linear (R), limite de deteccdo (LOD) e limite de quatificagédo (LOQ). Os
valores de LOQ foram definidos como o primeiro ponto da faixa linear das curvas de
calibracdo de cada analito, enquanto os LOD foram definidos como os respectivos
valores de LOQ de cada analito dividido por 3,3.Seguindo as normas de Orientacbdes
sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos - INMETRO.- DOQ-CGCRE-008
(INMETRO, 2003).

Para os valores de LOQ foram aceitos apenas os resultados obtidos em

triplicata que apresentaram desvio padréao relativo (RSD) inferior a 20%. Para avaliar
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a precisao e exatiddo do método utilizou-se o licor branco (Naz2S 228,3 g L-' e NaOh
194,3 g L") para simular a matriz, acidificado em pH 5.. Para a exatiddo do método
proposto foram realizados ensaios de recuperacdo em trés niveis de fortificacdo, em
triplicata. A precisdo do meétodo também foi verifiada através de recuperacdes
realizadas em triplicata, por meio dos valores de desvio padrao relativo (RSD)
obtidos, sendo aceitos valores de até 20%. A precisao intra-dia foi avaliada em trés
niveis diferentes de fortificagdo, em triplicata, todas realizadas no mesmo dia.
Enquanto no caso da precisao inter-dia, esta foi verificada em apenas um nivel de
fortificagdo, porém, realizada em 3 dias diferentes, todos em triplicata (RIBANI et al.,
2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 OTIMIZAGAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Primeiramente, antes das otimizagbes propostas para a etapa de extragcdo
aplicando a técnica de DPX, foi realizada a otimizacdo da separagcao cromatografica
dos cinco analitos a partir de uma solugdo mix de 150 mg L' preparada em acetato
de etila e acidificada com acido cloridrico conforme descrito previamente na segao
4.4. A condicao escolhida tomou como base o trabalho de Pinto (2015), no qual
estdo descritas as condicdes cromatograficas para a separacdo de varios
mondmeros de lignina. Com base nessas condi¢cdes prévias, foi injetado 1 pL da
mistura de padroes dos analitos deste trabalho, totalizando 32 min de corrida
cromatografica. A separagdo cromatografica dos analitos esta apresentada na

Figura 9.

Figura 9 - Cromatograma da separagédo de uma solugado padrao contendo os cinco
derivados fendlicos da lignina apos derivatizagdo com N,O - 4

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) por GC-FID, no modo splitless
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Legenda: (1) 4-Hidroxibenzaldeido ; (2) Vanilina ; (3) Acetovanilina ; (4) Siringaldeido; (5)
Acetossiringona . Fonte: autora (2021).



42

Por meio do cromatograma comprova-se que foi possivel obter uma boa
separacao dos analitos nas condi¢cdes selecionadas, com os respectivos tempos de

retengao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Tempo de retencao dos analitos obtidos na separagdo cromatografica

Analito Tempo de retengao (min)
4-Hidroxibenzaldeido 12,97
Vanilina 13,34
Acetovanilina 14,45
Siringaldeido 16,86
Acetossiringona 17,60

Fonte: autora (2021).

5.2 OTIMIZACOES DA TECNICA DE EXTRAGAO EM PONTEIRAS
DESCARTAVEIS

Levando em consideragcdo as especificidades dos compostos a serem
trabalhados, foram testados trés tipos de ponteiras para a realizagcdo do preparo de
amostra com a técnica DPX: C18, WAX e Fase reversa (RP, do inglés Reverse

Phase). Como Mostram as figuras abaixo.
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Figura 10 - Cromatograma que ilustra o teste da ponteira C18
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*Condigdes DPX: 3 mL de agua ultrapura fortificada com 150 pg mL-1 dos analitos, 3 ciclos de
extragao com tempo de equilibrio de 30s e 3 ciclos de dessor¢cao com 200uL de acetato de etila por
30s. Seco sob fluxo de N2 seguido pela adicdo de 40uL de BSTFA e 200uL de acetato de etila
Fonte: autora (2021).

Figura 11 - Cromatograma que ilustra o teste da ponteira Fase- Reversa
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*Condi¢des DPX: 3 mL de agua ultrapura fortificada com 150 pg mL -1 dos analitos, 3 ciclos de
extragao com tempo de equilibrio de 30s e 3 ciclos de dessor¢cdo com 200uL de acetato de etila por
30s. Seco sob fluxo de N2 seguido pela adi¢do de 40puL de BSTFA e 200pL de acetato de etila.
Fonte: autora (2021).



Figura 12 - Cromatograma que ilustra o teste da ponteira WAX
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extragao com tempo de equilibrio de 30 s e 3 ciclos de dessor¢do com 200 pL de acetato de etila por
30 s. Seco sob fluxo de N2 seguido pela adi¢cdo de 40 pL de BSTFA e 200 pL de acetato de etila.
Fonte: autora (2021).

Com os resultados mostrados nas Figuras 10, 11 e 12, é possivel observar

que as melhores respostas para os cinco analitos foram obtidas com o uso da

ponteira WAX. Os picos nao identificados referem-se, possivelmente, a subprodutos

das reacbes de derivagdo, reagbes entre os proprios reagentes e a coluna

cromatografica e/ou impurezas presentes nos padrdes ou coluna. Porém, ressalta-se

que estes nao interferem na analise.

5.3 METODO DE EXTRAGCAO POR DPX

5.3.1 Otimizagao do numero de ciclos e tempo

Nessa etapa foi avaliada as condi¢des

de

extracgao,

variando-se

primeiramente o numero de ciclos de extracdo e posteriormente o tempo de

equilibrio da amostra com a fase extratora, visando-se a maior eficiéncia de extracao

e o menor tempo. O resultado desse estudo foi alcangcado com uma otimizacao
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univariada, na qual inicialmente fixaram-se os parametros de concentragdo em 30 ug
mL . A quantidade de frascos, mantidas em 3 com 800 pL da amostra com os
padrées. O tempo de equilibrio em cada ciclo, totalizando 30 s. O volume do
solvente de dessor¢cao em 200 pL e volume do agente derivatizante 40 pL, variando-
se apenas 0s numeros de ciclos em cada frasco em 3, 6 e 9, conforme esta

apresentado no grafico da Figura 13.

Figura 13 - Grafico de barras resultante da otimizagao em triplicata do numero de

ciclos
Mé Numero de Ciclos
. 2500000
dia
da 2000000
S
are 1500000
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1000000
do
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0

4-HIDROX. ACETOV. SIRING. ACETOS.

M ciclo3 Mciclo6 ciclo9

*Condigdes DPX: 3 mL de agua ultrapura fortificada com 30 pug mL -'dos analitos, extragdo com
numero de ciclos variados e dessorc¢ao de 3 ciclos com 250 pL de acetato de etila por 30 segundos.
Fonte: autora (2021).

A partir dos resultados apresentados na Figura 13 € possivel observar
diferentes respostas para 3, 6 e 9 ciclos. Nota-se uma melhor eficiéncia na extragéao
com 9 ciclos para os analitos 4-hidroxibenzaldeido, siringaldeido e acetosseringora.

Porém, as areas se assemelham muito aos resultados obtidos com 3 ciclos, sendo
uma diferenca pouco significativa, nao interferindo na veracidade dos resultados. Ja
a Vanilina e Acetovanilia demonstraram melhores resultados com 3 ciclos. Sendo
assim, levando-se em consideracao a precisdo do método, visando o menor tempo
no preparo da amostra, e os dados estatisticos obtidos pela ANOVA que estdao
dispostos no apéndice A deste documento. Optou-se por adotar 3 ciclos de extracao.
Em seguida foi realizada a avaliacdo do tempo de equilibrio dos analitos

entre a solucdo e a fase extratora, fixando-se a concentragdo em 30 pg mL . A

quantidade de frascos, mantidas em 3 com 800 pL da amostra com os padroées.
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Considerando o numero de ciclos ja otimizados em 3, o volume do solvente de
dessorcao em 200 uL, e volume do agente derivatizante 40 pL,variando-se apenas o

tempo de equilibrioem 10 s, 30 s e 50 s, conforme apresentado na figura 14.

Figura 14 - Grafico de barras resultante da otimiza¢do em triplicata do tempo de

equilibrio
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*Condigdes DPX: 3 mL de agua ultrapura fortificada com 30 pg mL ' dos analitos, extragdo com
tempo de equilibrio variados e dessorcéao de 3 ciclo com 200 pL de acetato de etila por 30 s, seco sob
fluxo de N2 seguido pela adi¢do de 40 pL de BSTFA e 200ul de acetato de etila.

Fonte: autora (2021).

Conforme o0s resultados obtidos pelas areas dos graficos de barra
apresentados na Figura 14, é possivel perceber que os analitos Vanilina e
Acetovanilina obtiveram resultados 6timos com tempo de 10 s, porém se asemelham
aos resultados obtidos com tempo de 30 s. O resultado do restante dos analitos
mostrou que todos obtiveram condicbes 6timas com o tempo e 30 s. Sendo a
diferenca dos resultados pouco significativa entre os tempos de 10 s e 30 s para os
analitos Vanilina e Acetovanilina. Portanto levando em considerado a melhor
eficiéncia para o restante dos analitos, e 0os dados estatisticos obtidos pela ANOVA
estao dispostos no Apéndice B que esta disposto no apendice deste documento.

Optou-se por mater o tempo de 30s em cada ciclo.

5.3.2 Otimizagao do solvente de dessorgao

Nesse estudo foi avaliada a eficiéncia da dessorcdo, em triplicata, de trés
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solventes organicos distintos por meio do planejamento univariado, fixando-se a

concentragdo dos analitos em 30 ug mL ' e as condigbes 6timas otimizadas na DPX.

Os solventes que se mostraram eficientes nos trabalhos encontrados em

literatura (PINTO, 2015; GRAF, 2019) e que foram testados sao: acetonitrila,

acetona e acetato de etila. A comparacédo das médias das areas para cada um dos

padrdes, nos procedimentos de dessorgao dos analitos, apresenta um perfil que

ressalta uma melhor resposta para o solvente acetona, como mostra a figura 15. Eos

dados estatisticos obtidos pela ANOVA que estdo dispostos no apéndice C deste
documento, confirmam a escolha .

Figura 15 - Grafico de barras resultante da otimizag&o em triplicata do solvente de

dessorgao
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*Condi¢des DPX: 3mL de agua ultrapura fortificada com 30 pg mL -1 dos analitos, extragdo com
tempo de equilibrio variados e dessorcao de 3 ciclo com 200 pL de acetato de etila por 30 segundos,
seco sob fluxo de N2 seguido pela adi¢do de 40 ul de BSTFA e 200ul.

Fonte: autora (2021).

5.5 PROCEDIMENTO OTIMIZADO DO PREPARO DE AMOSTRAS

O procedimento de preparo das amostras foi desenvolvido com base nas
condi¢des otimas alcancadas, conforme descrito na sessao 5.3. As extragdes foram
realizadas utilizando 3 mL de agua fortificada com os cinco analitos. Para o
procedimento de extragdo, foram realizados 3 e etapas de extracdo e 1 de eluicao,

cada etapa de extragcao constituiu de 3 ciclos de aspiracdo de 800 uL da amostra,
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seguido da aspiracao de ar, equilibrio por 30s e eluicdo da amostra para 0 mesmo
frasco, repetiu-se mais duas vezes cada etapa, totalizando trés estapas contendo 3
ciclos em cada uma delas. . No procedimento de dessorcdo liquida, foi realizado
apenas 1 etapa, também com 3 ciclos, cada ciclo constituiu na aspiragdo de 200 pL
de acetona presente em um frasco pequeno, seguido da aspiracdo de ar, equilibrio
de 30 s e eluicdo do solvente no mesmo frasco para o inicio de um novo ciclo. Ao
final do terceiro ciclo o extrato foi eluido e seco sob fluxo de N2e apds adicionado 40
pUL de BSTFA e 200 yL de acetona, totalizando um volume de 240 pL para posterior
analise por GC-FID. O tempo total do procedimento de preparo de amostra € de
cerca de 5 minutos. Apos cada procedimento de extragdo, a ponteira foi limpa e

condicionada com 800 pL de acetona por 3 ciclos de 30 s.

Figura 16 - Procedimento de DPX otimizado
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£ ]
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Acetona

Amostra do kcor negro
Repeticao de 3 veres Repeticdo de 3 vezes

Fonte: Modificado de Oenning (2018).

5.6 OBENGCAO DOS PARAMETROS ANALITICOS A PARTIR DA METODOLOGIA
DESENVOLVIDA

A partir da otimizacdo de todas variaveis para se alcangar as melhores
condicdes de separacdo e sinais analiticos, foram preparadas as curvas de

calibracao pela fortificagcdo dos padrdes em agua MiliQ acidificada em pH 5. Os
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resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados obtidos através da curva de calibragado dos analitos

Analito Equacao dareta Faixalinear r? LOD LOQ
(Mg mL") (g mL")  (ug mL°

1)
4- Hidroxibelzaldeido  y =390551x-131922 5,0-40,0 0,9931 1,5 5,0
Vanilina y = 42293x + 8566 5,0-40,0 0,9983 1,5 5,0
Acetovanilia y =40452x + 156473 5,0-40,0 0,9933 1,5 5,0
Siringaldeido y =42853x + 107531 5,0-40,0 0,9939 1,5 5,0
Acetoserigona y =12488x - 3952,60 5,0-40,0 0,9932 1,5 5,0

Fonte: autora (2021).

Com base nos resultados ilustrados na Tabela 7 pode-se observar que os valores do
coeficiente de determinacdao obtidos para os analitos foram satisfatorios estando
todos acima de 0,9931. Os valores de LOD obtidos para os analitos foram de 1,5 ug
mL" e os valores de LOQ foram de 5,0 ug mL-".

Para a avaliacdo da exatiddo e da precisdo do método desenvolvido foram
realizados ensaios de recuperacdo com a adicao de diferentes concentracdes de
analitos no licor branco acidificada em pH 5. Os resultados estdo mostrados na
Tabela 8. Os experimentos foram realizados em triplicata em cada nivel de

fortificagao.
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Tabela 8 - Resultados obtidos através de ensaios de recuperagao para a avaliagéo

da exatidao e precisdo do método desenvolvido

Precisao
Analito Niveis de Recuperagao (%)
fortificagao (n=3) Intra- dia Inter-dia
(Mg mL ") (RSD %) (RSD %)
n=3 n=9
5 69 4.1 -
4-Hidroxibensaldeido 20 79 5,2 11,6
30 98 9,7 -
5 77 6,6 -
Vanilina 20 73 7,3 10,9
30 70 6,7 -
5 73 13,1 -
Acetovanilina 20 82 6,9 8,2
30 93 3,6 -
5 75 6,8 -
Siringaldeido 20 74 2,1 9,9
30 75 13,7 -
5 84 3,1 -
Acetosiringona 20 94 2,9 4.8
30 99 9,2 -

Fonte: autora (2021).

Conforme apresentado na Tabela 8 é possivel observar a precisdo do método
realizada a partir do desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard
Deviation). No caso dos ensaios intradia os valores de RSD variaram de 2,1 a 13,1%
e os interdia compreenderam uma faixa de 4,8 a 11,6%, resultados considerados
satisfatérios e que estdo de acordo com os valores de precisdo aceitos que devem
ser inferiores a 20%. Desse modo, com base nos resultados obtidos, o método
analitico desenvolvido nesse trabalho demonstrou-se valido para a faixa linear de
trabalho utilizada para todos os analitos estudados.

Com relacdo a avaliacdo da exatiddo do método, avaliada por meio da
recuperacgao relativa, variou de 69 a 99% . De acordo com a Associacdo dos
Quimicos Analiticos (AOAC, do inglés Association of Official Analytical Chemists)
valores de porcentagem de recuperacdo relativa entre 40 e 120% para
concentragdes até 1 ug L' sdo aceitaveis para avaliar a exatiddo de um método
(AOAC, 2016). Por terem sido empregadas concentragdes superiores, alguns
valores obtidos nas recuperagoes relativas do método proposto estdo fora da faixa
aceita pela AOAC. Porém, considera-se aceitavel por tratar-se de um método que

utiliza microextragcdo, como também, devido a complexidade da matriz manipulada.
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5.7 APLICACAO DO METODO PROPOSTO

ApoOs todas as etapas de otimizacao e validacdo do método de preparo de
amostras proposto para analise de mondémeros fenodlicos em licor negro apos
tratamento acido, o método foi aplicado nas amostras reais de bambu, para detectar
e quantificar a presenca dos cinco padrdes trabalhados. Os resultados obtidos apos

a analise sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados obtidos nas analises de duas amostras de licor negro

utilizando o método proposto

Analito Amostra
4- Hidroxibelzaldeido >LOD
Vanilina 21,7 ug mL"
Acetovanilia 19,2 ug mL-!
Siringaldeido >LOD
Acetoserigona 20,7 ug mL"

Legenda: >LOD: Superior ao limite de detecgdo; LOQ: Superior ao limite de quantificagao.
Fonte: autora (2021).

De acordo com os resultados evidénciados para a amostra de licor negro
analisada, verificamos que os analitos 4- Hidroxibelzaldeido e Siringaldeido foram
encontrados com concentragdes iguais a 1,6ug mL™', estando abaixo do LOQ, porém
acima do LOD, Os analitos, vanilina, Acetovanilina e Acetosiringona, apresentaram
respectivamente concentracdes iguais a 21,7ug mL"', 19,2ug mL'e 20,7ug mL’
apresentando valores acima do LOQ. O Cromatogrma de analise da amostra segue

anexo no apéndice D.

5.8 COMPARAGAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DESCRITOS NA
LITERATURA

O método proposto nesse trabalho foi comparado com outras metodologias
reportadas na literatura utilizadas para a determinacdo de mondmeros de lignina em

amostras aquosas. Por falta de relatos na literatura deste tipo de composto em agua,
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comparamos a alguns parametros do método com outros desenvolvidos para
analises de amostras de solos e sedimentos.

Conforme apresentado na Tabela 9, €& possivel observar que o método
desenvolvido nesse trabalho utiliza menores volumes de solventes em relagdo aos
outros meétodos, contribuindo, desse modo, para a geragcdo de uma baixa quantidade
de residuos.

Outro fato importante € o tempo total de preparo de amostra, enquanto o
método desenvolvido nesse trabalho necessita apenas de 5 min para realizar essa
etapa, os outros métodos necessitam de muito mais tempo podendo alcancar até de
mais de 1 hora para executar essa etapa.

Com relacao as faixas lineares de trabalho obtidas pelo método desenvolvido
nesse estudo, observa-se que essas sdo amplas e foram alcangcados niveis de
concentragcao relativamente inferiores a boa parte dos métodos apresentados na
Tabela 10. Embora tenham sido atingidos valores das faixas lineares de trabalho
préximos ou com uma abrangéncia inferior a outros métodos em alguns casos, deve
ser levado em consideragcdo o volume, tipo de amostra e o instrumento de

separacao e deteccao utilizados em cada método.
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Tabela 10 - Comparacao do método desenvolvido com outros reportados na

literatura
Anlitos Matriz Preparo Faixalinear Volume Intrumentacdo Tempo de Referéncia
de (ug mL1) de preparo de
amostra solvente amostra (min)
4- Hidroxibenzaldeid Agua DPX 5-40 200pl GD-FID >5 Este Trabalho
Siringaldeido
Acetossiringona
Vanilina
Acetovanilina
4- Hidroxibenzaldeido Agua SPME 60-180 0,5mL GC-MS > 35 PEREIRA;
Siringaldeido RODRIGUES;
Acetossiringona HANSEL
Vanilina (2018)
Acetovanilina
4- Hidroxibenzaldeido Agua LLME 60-180 0,5mL GC-MS > 50 PEREIRA;
Siringaldeido RODRIGUES;
Acetossiringona HANSEL
Vanilina (2018)
Acetovanilina
Siringaldeido Solo DPX 1-20 200ul GC-FID >5 GRAF S. L.
Acetossiringona SARA
Vanilina
Acetovanilina
Siringaldeido Solo SPME 35-225 3,3mL GC-FID > 60 PINTO S.
Acetossiringona 65 -225 MAYARA
Vanilina 75-225

Acetovanilina

Fonte: autora (2021).
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6 CONCLUSAO

O método proposto nesse trabalho demonstrou éxito na deteccdo e
quantificagdo dos respectivos analitos provenientes das aguas residuais gerada
apos tratamento acido o licor negro. O tempo total para a execugdo do preparo de
amostra desenvolvido € baixo, cerca de 5 minutos, o que contribui para a frequéncia
analitica do método. A utilizacdo de pequenos volumes de amostra e solventes
organicos proporcionou a producdo de uma pequena quantidade de residuos, o que
vai de encontro com os principios da quimica analitica verde.

Os parametros analiticos de mérito obtidos apresentaram valores aceitos
pelas normas de validacdo, como coeficientes de correlacdo linear superiores a
0,9931 para todos os analitos estudados, ensaios de recuperacdo 69 e 99%,
precisoes intradia que variaram de 2,1 a 13,1% e interdia de 4,8 a 11,6%.

De maneira geral, o método proposto foi devidamente otimizado e validado,
demonstrando que a utilizacdo da técnica de extracdo em ponteiras descartaveis
(DPX) destacou-se como uma alternativa rapida, simples e eficiente, podendo ser
utilizada em analises de rotina. Desse modo, o método desenvolvido tem
capacidade para ser utilizado na identificacdo e quantificacdo dos analitos

estudados.
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APENDICE A: TABELA ANOVA - ESCOLHA DA QUANTIDADE DE CICLOS

Anova: fator Unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variéncia
3 ciclos 5 8513337 1702667 7,35E+10
6 ciclos 5 6636856 1327371 3,03E+10
9 Ciclos 5 9691384 1938277 4,4E+10
ANOVA
Fonte da
variag@o 5Q gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 9,49E+11 2 4,75E+11 9,634333 0,003195 0,734772
Dentro dos
grupos 5,91E+11 12 4,93E+10
Total 1,54E+12 14

APENDICE B: TABELA ANOVA — ESCOLHA DO TEMPO DE CADA CICLO

Anova: fator Unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Varidncia
10s 5 8214244 1642849 1,79E+10
30s 5 8513337 1702667 7,35E+10
50s 5 7395954 1479191 1,87E+10
ANOVA
Fonte da
varia¢do sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 1,34E+11 2 6,69E+10 1,823395 0,203487 0,734772
Dentro dos
grupos 4,4E+11 12 3,67E+10
Total 5,74E+11 14




APENDICE C: TABELA ANOVA - ESCOLHA

Anova: fator Unico

DO SOLVENTE

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variéncia
Acetato 5 6569973 1313995 3,54E+10
Cetona 5 8513337 1702667 7,35E+10
Acetonitrila 5 4405049 881009,9 2,4E+10
ANOVA
Fonte da
varia¢do sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 1,69E+12 2 8,45E+11 19,06005 0,000188 0,734772
Dentro dos
grupos 5,32E+11 12 4,43E+10
Total 2,22E+12 14

APENDICE D: CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE LICOR NEGRO
PROFENIENTE DA MADEIRA DE EUCALIPITOS

U1 00,0003

@

Chromatopram

}Y 0394788

Column Temp.(Settifo)

25 5.0 75 100 125 15.0 175

27.5 min
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