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RESUMO 

Devido à grande demanda energética global e a preocupação com a preservação 

ambiental, a utilização de fontes de energia renovável está se tornando uma 

estratégia muito importante. Neste sentido, a celulose é atualmente um dos recursos 

renováveis mais abundantes e promissores, pois através do seu processamento 

pela reação de hidrólise são obtidos biocombustíves e insumos de grande interesse 

industrial, como: hidroximetilfurfural (HMF), dihidroxiacetona (DHA), piruvaldeído, 

gliceraldeído e os ácidos acético, fórmico, lático e levulínico.  Diante disso, o 

presente trabalho propõe a otimização e a validação de uma metodologia analítica 

baseada na técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para 

determinação dos produtos da conversão da celulose. A otimização do método 

proposto foi avaliada de forma univariada e de forma multivariada. No método 

otimizado por HPLC utiliza uma coluna de troca catiônica, uma solução de H2SO4, 

como fase móvel com pH=1,41, temperatura da coluna e do detector de 42˚C e 

30˚C, respectivamente, fluxo de 0,9 mL/min e tempo total de análise de 25,40 

minutos. Para este estudo foram utilizados 10 padrões analíticos (glicose, frutose, 

gliceraldeído, piruvaldeído, ácido lático, dihidroxiacetona, ácido fórmico, ácido 

acético, ácido levulínico e HMF). O método de HPLC foi validado através da 

verificação de parâmetros como, seletividade, linearidade, limite de detecção e limite 

de quantificação, precisão (repetitividade, precisão intermediária, precisão 

instrumental), exatidão e robustez. Estes parâmetros foram avaliados levando-se em 

consideração tanto a área quanto à altura dos picos. As curvas analíticas 

apresentaram coeficiente de correlação ≥ 0,9972. A metodologia proposta mostrou-

se sensível e precisa para a faixa de concentração adotada de 5 a 500 µg/mL. Na 

precisão instrumental, precisão intermediária e repetitividade foram obtidos valores 

de CV ≤ 6,33%. A exatidão do método apresentou valores de recuperação de 90,58 

a 106,87%, o método proposto é robusto apenas para pequenas variações de  

pH (±1) e temperatura (±5)  para dihidroxiacetona, glicose e piruvaldeído, fato que 

pode ser explicado pelo alto valor de temperatura e pH, ficando esta variação para 

estudos futuros. 

 

Palavras chaves: Celulose. Otimização. Validação. HPLC.  



 

 

ABSTRACT 

Due to high global energy demand and a concern for environmental preservation, a 

renewable energy source is becoming a very important strategy. In this sense, a 

cellulose is one of the most abundant and promising renewable resources, as its 

treatment by hydrolysis reaction are obtained biofuels and inputs of great industrial 

interest, such as: hydroxymethylfurfural (HMF), dihydroxyacetone (DHA), 

pyruvatedehyde, glyceraldehyde Acetic, formic, lactic and levulic acids. Therefore, 

the present work proposes an optimization and validation of an analytical 

methodology in the technique of high performance liquid chromatography (HPLC) for 

the determination of cellulose conversion products. The optimization of the proposed 

method was evaluated in a univariate and multivariate fashion. In the HPLC-

optimized method, a cation exchange column, a solution of H 2 SO 4, was used as 

mobile phase with pH = 1.41, column temperature and detector of 42 ° C and 30 ° C 

respectively, flow of 0.9 mL / Min and total analysis time of 25.40 minutes. 10 

analytical standards (glucose, fructose, glyceraldehyde, pyruvate, lactic acid, 

dihydroxyacetone, formic acid, acetic acid, levulinic acid and HMF) were used for this 

study. The HPLC method was validated by parameter selection, selectivity, linearity, 

limit of detection and limit of quantification, precision (repeatability, intermediate 

precision, instrumental accuracy), accuracy and robustness. These have been taken 

into consideration both the area and the height of the peaks. Analytical curves 

showed correlation coefficient ≥ 0.9972. The proposed methodology proved to be 

sensitive and accurate for a range of 5 to 500 μg / mL. In the instrumental precision, 

intermediate accuracy and repeatability values of CV ≤ 6,33% were obtained. 

Accuracy offers assessment methods from 90.58 to 106.87%, the proposed method 

is robust only for small variations of pH (± 1) and temperature (± 5) for 

dihydroxyacetone, glucose and pyruvate, which can be explained by the high 

temperature and pH values. 

 

Keywords: Cellulose. Optimization. Validation. HPLC. 
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1. INTRODUÇÃO 

Devido à grande demanda energética global e a preocupação com a 

preservação ambiental tem-se recorrido a recursos renováveis como a 

celulose, a qual quando submetida ao processo de hidrólise gera açúcares 

como: glicose, frutose, xilose e galactose (YUAN et. al., 2016).  

Açúcares como a glicose e frutose podem ainda ser convertidos em 

outros produtos de grande interesse industrial, tais como: hidroximetilfurfural 

(HMF), dihidroxiacetona (DHA), piruvaldeído, gliceraldeído e os ácidos fórmico, 

acético, lático e levulínico (CHHEDA et. al., 2007). 

Os açúcares e outros produtos que são obtidos a partir da biomassa são 

usualmente analisados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e 

sua popularidade se dá por apresentar algumas vantagens, como, preparação 

relativamente simples de amostras e uma a capacidade de detectar e 

quantificar diferentes açúcares simultaneamente (SLUITER et. al., 2008, 

SLUITER et. al., 2011 e ZHANG E RUNGE, 2012). 

 Esta técnica é a mais empregada em diversos trabalhos da literatura na 

área da catálise (ZHOU, et. al. 2014; LIN et. al. 2015; WANG, et. al. 2015; 

ZHANG, et. al. 2015; YUAN, et. al. 2016; LIU, et. al. 2016; OGO et. al. 2016; 

ROMERO, 2016; TSUBAKI, et. al. 2016). Desta forma, os métodos analíticos 

utilizados levam em consideração apenas a eficiência dos catalisadores em 

estudo e questões importantes em metodologias de análises, como um maior 

número de compostos detectados em um menor tempo de corrida são 

negligenciados, fatores importantes que contribuem na qualidade e eficiência 

das indústrias.  

Desta forma, visando à grande importância da determinação de 

açúcares e produtos obtidos na reação de hidrólise e degradação da celulose e 

derivados e o nenhum relato da literatura quanto à validação do método 

cromatográfico para este tipo de reação, é proposta à otimização e validação 

de uma metodologia analítica utilizando HPLC para a separação, identificação 

e quantificação dos produtos da hidrólise e degradação da celulose. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Otimizar e validar uma metodologia analítica para a separação, 

identificação e quantificação dos produtos obtidos na reação de degradação da 

celulose pela técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 Otimizar a metodologia analítica de forma univariada; 

 Otimizar a metodologia analítica de forma multivariada com 

planejamento fatorial 2³ e matriz Doehlert; 

 Comparar as otimizações do método feitas de forma univariada e 

multivariada; 

 Validar a metodologia analítica através da avaliação dos seguintes 

parâmetros: seletividade, linearidade, precisão, exatidão, faixa linear, 

robustez, limite de detecção e limite de quantificação; 

 Avaliar a eficiência da metodologia proposta através da análise de 

amostras reais. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Aproveitamentos da biomassa para a geração de energia e produtos 

químicos  

Recursos fósseis como, petróleo, gás natural e carvão são os principais 

responsáveis pelo abastecimento de energia e inúmeros materiais modernos, 

como polímeros, resinas, têxteis, lubrificantes, fertilizantes, etc. Os custos da 

exploração, desenvolvimento e de acesso a esses recursos fósseis não 

renováveis são refletidos no preço de barril do petróleo, cujo valor em 2015, 

chegou à marca de US$ 95,00 por barril e projeta-se o aumento para US$ 

125,00 por barril, em 2035.  Além do alto preço, os combustíveis derivados do 

petróleo apresentam efeitos negativos ao meio ambiente, como o aumento da 

concentração de CO2 na atmosfera terrestre, resultado da queima dos 

combustíveis fósseis, causando grande impacto ao clima global (EIA, 2011 e 

CAMPBELL et. al., 1998).  

Segundo a EIA 2016, as emissões de CO2 provenientes do petróleo e 

seus derivados aumentarão de 32,2 bilhões de toneladas em 2012 para 35,6 

bilhões de toneladas em 2020 e 43,2 bilhões de toneladas métricas em 2040, 

conforme mostra a Figura 1. Esse aumento é atribuído ao desenvolvimento de 

alguns países e sua necessidade em combustíveis fósseis para atender ao 

crescimento acelerado da demanda de energia (EIA, 2016). 

Figura 1 - Emissões de dióxido de carbono relacionadas com a energia do 
mundo por tipo de combustível, 1990-2040 (bilhões de toneladas). 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do relatório anual da Administração Internacional de Energia (EIA), 
2016. 
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A demanda energética mundial vai de 21,6 trilhões de  

quilowatts-hora (kWh), em 2012 para 25,8 trilhões de kWh em 2020 e  

para 36,5 trilhões de kWh em 2040 (Figura 2). Muitos países adotaram políticas 

e regulamentos para reduzir as emissões de gases do efeito estufa, isto tem 

influenciado no crescimento da utilização de energia renovável que mostram 

aumentos médios de 2,9% por ano de 2012 a 2040, representando um total de 

5% da produção mundial em 2012.  

Figura 2 - Geração líquida de eletricidade mundial por fonte de energia, 2012-40 

(trilhões de quilowatts-hora).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do relatório anual da Administração Internacional de Energia (EIA), 

2016. 

Questões como estas, estimulam à mudança na utilização de recursos 

fósseis por alternativas renováveis. Para um país com clima tropical, como o 

Brasil, a matéria prima natural indicada para substituir o petróleo é a biomassa, 

pois além de ser um recurso renovável, conduz à redução da emissão dos 

gases poluidores do ar, visto que a queima “completa” da mesma gera apenas 

CO2 e H2O (CORTEZ et. al., 1997). Além disso, esta matéria prima vem 

ganhando destaque mundialmente por fornecer insumos químicos de grande 

valia, além de geração de energia.  
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3.2 Biomassa 

A biomassa pode ser definida como qualquer matéria orgânica que 

possa ser transformada em energia mecânica, térmica ou elétrica ou produtos 

químicos (Atlas de Energia Elétrica do Brasil, 2008). A biomassa que abrange 

madeira, gramíneas, talos de árvores e palhas é composta de celulose, 

hemicelulose e lignina (KLOCK, 2010). 

Na Figura 3 estão representados os principais componentes da 

biomassa, classificados em: celulose, hemicelulose e lignina (RUBIN et. al., 

2008). 

Figura 3 - Principais componentes da biomassa lignocelulósica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de RUBIN, E. M., 2008. 

A celulose classifica-se como um polissacarídeo constituído de ligações 

entre monômeros de hexose; a hemicelulose é um heteropolissacarídeo 

formado por uma combinação de monômeros de pentose e hexose e a lignina 

é um polímero de natureza aromática com alto peso molecular que tem como 

base estrutural unidades de fenil-propano (CLARK et. al., 2008).  

Em geral, a biomassa é constituída de 38-50% de celulose, 23-32% de 

hemicelulose e 15-25% de lignina, como mostra a Figura 4.  
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Figura 4 - Distribuição dos importantes componentes orgânicos da biomassa 

lignocelulósica. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de GARROTE, G. et. al., 2003. 

3.2.1 A celulose 

A celulose consiste numa sequência linear de unidades de D-glicose por 

ligações glicosídicas β (14), com até 10.000 unidades de glicose por 

molécula.  A condensação de duas moléculas de β-D-glicose unidas por 

ligações deste tipo gera a celobiose, que é a repetição das unidades de glicose 

e assim é obtida a estrutura da celulose (Figura 5), que apresenta em uma de 

suas extremidades uma estrutura redutora no carbono 1 (MOTTA, Cap. 5; DA 

SILVA, 2011).  

Figura 5 -  Representação esquemática da molécula de celulose 

 

 

Fonte: SANTOS, F. A. et. al., 2012. 

A celulose é o principal componente das paredes celulares nos vegetais 

e um dos compostos orgânicos mais abundantes na biosfera, encontrada em 

frutas, hortaliças e cereais. Devido às moléculas estarem intimamente 

compactadas em forma de fibras longas, a celulose apresenta alto grau de 

cristalinidade, rigidez e é insolúvel em água, além de ser resistente à digestão 

pelas enzimas humanas (MOTTA e LINEBACK, 1999). 
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A estrutura da celulose apresenta regiões com elevado grau de 

cristalinidade, devido à alta organização das unidades de glicose provenientes 

da forte rede de ligações de hidrogênio, porém em algumas regiões de menor 

organização existe uma parte amorfa na celulose. Assim, na primeira região, 

haverá uma maior resistência à tração, ao alongamento e à solvatação 

diferentemente da segunda, na região amorfa a fibra possuirá maior 

flexibilidade para interagir em diferentes reações (VÁSQUEZ et. al., 2007; 

CASTRO, 2009). 

A celulose separada dos demais componentes do material 

lignocelulósico irá apresentar grande reatividade conduzida pela sua estrutura 

química e física, que implica em deixá-la suscetível à diferentes tipos de 

reações, como: reações de adição, substituição, degradação e hidrólise. No 

entanto, a hidrólise da celulose gerando glicose e frutose destaca-se por ser o 

ponto de partida e ponto de entrada para obtenção de insumos importantes da 

indústria química (VÁSQUEZ et. al., 2007; ARANTES et. al., 2010 e HU L. et. 

al., 2015). 

3.3. Mecanismo da Hidrólise da celulose 

Para o processamento de polissacarídeos, utiliza-se a reação de 

hidrólise que é feita com o material celulósico quebrado ou moído, visto a 

dificuldade de sua estrutura altamente cristalina, a qual dificulta na absorção de 

solventes. Dessa forma, podem ser aplicadas duas rotas no processo de 

hidrólise.  Na primeira utiliza-se o emprego de ácidos diluídos ou como na 

segunda, aplicam-se enzimas como catalisadores a fim de formar produtos de 

degradação com bons rendimentos do material pré-tratado. Em ambas as rotas 

são pré-estabelecidas condições de operação que favoreçam a formação dos 

produtos desejados (OGEDA et. al., 2010). 

3.3.1 Hidrólise enzimática 

O processo de hidrólise enzimática consiste num dos principais passos 

para a produção de biocombustíveis de segunda geração, que ocorre 

inicialmente após o pré-tratamento do material lignocelulósico seguido da ação 

das enzimas no mesmo, liquefazendo-o antes da fermentação. As biorrefinarias 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926337315001174
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que empregam este percurso para a conversão bioquímica do material 

lignocelulósico em bioetanol estabelecem quatro passos principais, que 

consiste no pré-tratamento, na hidrólise enzimática, na fermentação e 

separação. O intuito da aplicação da hidrólise enzimática é quebrar as cadeias 

poliméricas longas da celulose, a fim de obter alguns de seus constituintes, 

principalmente glicose e xilose (PRUNESCU et. al., 2013). 

Este processo biotecnológico, no entanto, apresenta algumas 

desvantagens, tais como uma baixa relação de espaço-tempo-rendimento, 

além da produção de pequenas quantidades de sal oriundo da regulação do pH 

durante a fermentação. Com as deficiências desta rota, a hidrólise ácida passa 

a ser uma alternativa para a produção de insumos químicos a partir da celulose 

(FAITH, 1945). 

3.3.2 Hidrólise ácida 

Segundo OGEDA et. al. 2010, a hidrólise ácida inicia com a protonação 

do oxigênio glicosídico (Figura 6 a) com posterior quebra da ligação C1–O. O 

carbocátion gerado na etapa b é estabilizado pela deslocalização do par de 

elétrons existente sobre o oxigênio do anel glicosídico, adjacente a C1. O 

ataque nucleofílico da água sobre C1 (Figura 6 c) com regeneração do ácido 

(Figura 6 d e 6 e) encerra a etapa de despolimerização (se esta ocorrer no 

interior da cadeia da celulose, gerando novos terminais) ou de produção de 

glicose (quando ocorre hidrólise diretamente nos terminais). 

Figura 6 - Mecanismo de hidrólise da celulose catalisada por ácido.  

 

 

 

 

 

Fonte: OGEDA, T. L. et. al., 2010. 
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3.4 Produtos obtidos através da degradação da celulose 

A Figura 7, mostra de forma sintética, as grandes contribuições advindas 

do processo da hidrólise da celulose, com a geração das espécies químicas 

que tem grande valor comercial e grande importância para a sociedade. 

Figura 7. Possibilidades de aplicações dos derivados químicos da celulose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

 

3.4.1. Glicose 

A glicose é um dos compostos mais importantes para o metabolismo 

biológico e é o componente básico mais abundante dos polissacarídeos, tais 

como amido e celulose. Por não ser geralmente disponível na natureza é 

necessário o uso de tecnologias modernas para sua consequente produção por 

amido ou de celulose (ARGUN et. al., 2016). 

Esta substância química possui cinco grupos hidroxilas e um grupo 

aldeído, que a deixa com características de poli-alcoois e aldeídos, o que a 

torna uma matéria-prima ideal para sintetizar vários produtos químicos e 

combustíveis. Além disso, a conversão da glicose leva a produtos que podem 

ser aplicados em sua forma final (KHOWALA et. al., 2008; GUO et. al., 2016). 
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Assim, este recurso renovável tem atraído atenção não somente para 

suprir às crescentes demandas de energia, mas também para a obtenção de 

importantes insumos químicos, logo, esta linha de pesquisa pode ser ampliada 

com a possibilidade de obtenção de outros insumos derivados da glicose. 

 

3.4.2 Frutose 

A isomerização de glicose para frutose é um passo fundamental no 

processo de biorrefinarias de celulose (Figura 8). Esse processo é utilizado no 

ramo dietético visando à produção de alimentos e bebidas "light", pois a cor, 

características higroscópicas e a redução da viscosidade do edulcorante são 

melhoradas (ARGUN et. al., 2016). 

Figura 8 - Isomerização da glicose em frutose. 

 

 

 

Fonte: Adaptada de GAILY, M. H. et. al., 2010. 

No que concerne a aplicação industrial a frutose é pouco empregada, 

visto que sua maior atenção está direcionada para fins alimentícios, porém 

quando a mesma é submetida à determinadas condições de temperaturas e 

pressões em meio aquoso, pode fornecer diversos produtos químicos, como 

por exemplo, HMF, ácido fórmico e ácido levulínico, conforme mostra a Figura 

9 (AIDA et. al., 2007 e FERREIRA et. al., 2009). 
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Figura 9 - Reações de conversão da frutose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de AIDA et. al., 2007. 

3.4.3 Gliceraldeído (C3H6O3) 

O Gliceraldeído é um açúcar natural de três carbonos, de fórmula 

química molecular C3H6O3. Classificado como uma triose, o gliceraldeído 

possui em sua estrutura um grupo carbonila na extremidade da molécula, 

semelhante à glicose. Além da importante aplicabilidade do gliceraldeído na 

química fina, o mesmo apresenta características que servem como 

intermediário do metabolismo de carboidratos (MOTA et. al, 2011 e  

SHEN et. al., 2015). 

3.4.4 Piruvaldeído (C4H6O2) 

O piruvaldeído é um composto orgânico obtido através da desidratação 

do gliceraldeído e é frequentemente utilizado na indústria cosmética como 

agente redutor isento de enxofre (HARPE e KRIPP, 2010). 
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3.4.5 Dihidroxiacetona (C3H6O3) 

A dihidroxiacetona (DHA) pode ser obtida através da conversão rápida e 

reversível do gliceraldeído. Ela possui aplicabilidade na indústria cosmética, 

estando presente na composição de bronzeadores e na fabricação de 

polímeros. Além disso, a dihidroxiacetona é também responsável por dar 

origem a produtos da química fina como 1,2 propileno e ácido lático (MOTA, et. 

al., 2009; HEKMAT, et. al., 2003; BICKER, et. al., 2005). 

3.4.6 Ácido lático (C3H6O3); ácido fórmico (CH2O2) e ácido acético (CH3COOH) 

Assim como o ácido lático, o ácido fórmico e o ácido acético são 

amplamente utilizados nas mesmas áreas comerciais, sendo matérias-primas 

básicas das indústrias alimentar e farmacêutica. Ademais, o ácido lático é 

empregado na fabricação de polímeros biodegradáveis (poli ácido láctico). 

Estes produtos químicos podem ser obtidos por síntese química ou por 

fermentação, esta segunda opção exige condições críticas de temperatura e 

pH, por exemplo ao aumentar a temperatura pode ocorrer a ruptura da 

estrutura espacial da enzima e dessa forma a mesma se desnatura, 

inviabilizando o processo de hidrólise. Optando-se assim pela utilização da 

hidrólise com solventes químicos, que diferente da fermentação apresenta 

maiores rendimentos (GAO et. al., 2013). 

3.4.7 Ácido levulínico (C5H8O3) 

O ácido levulínico é obtido através das etapas de reidratação e 

desidratação do hidroximetilfurfural (HMF). Este composto químico é usado 

como um agente aromatizante de alimentos e também pode ser empregado 

como material de partida para a preparação de uma variedade de compostos 

farmacêuticos e industriais tais como polímeros, como acrilato e aditivos 

químicos (CHOUDHARY et. al., 2013; SUN et. al., 2016). 
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3.4.8 5-Hidroximetilfurfural  

O 5-Hidroximetilfurfural (5-HMF) é considerado uma espécie química 

promissora obtida a partir de recursos renováveis. A obtenção mais frequente 

do HMF é através da rota sintética que compreende a hidrólise da celulose em 

glicose. Este produto químico pode ser utilizado como intermediário para a 

obtenção do herbicida natural ácido δ-aminolevulínico, do ingrediente ativo do 

produto farmacêutico ranitidina e também pode ser aplicado na síntese de 

poliésteres e poliamidas (DONATE, 2014).  

3.5 Técnicas analíticas utilizadas na determinação dos produtos da 

reação de hidrólise da celulose 

            Os compostos liberados da biomassa lignocelulósica podem ser 

determinados por diversas técnicas atuais, tais como, técnicas colorimétricas 

(MARSDEN et. al., 1982), espectroscopia ultravioleta (HU et. al., 2008), 

cromatografia gasosa (TAPPI, 2009) e cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) (SLUITER et. al., 2011). 

3.5.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

A HPLC é a técnica analítica mais tradicional para análises destes 

produtos, por possuir muitas vantagens, tais como: a capacidade de detectar e 

quantificar diferentes açúcares simultaneamente, apresentar a preparação de 

amostras relativamente simples e permitir a utilização de diferentes colunas 

(SLUITER et. al., 2008, SLUITER et. al., 2011 e ZHANG E RUNGE, 2012). 

 

3.5.1.1 Coluna de troca iônica 

A coluna cromatográfica geralmente empregada para determinação de 

açúcares é uma coluna de troca iônica, mais especificamente catiônica, a qual 

é formada por ligações cruzadas do copolímero de estireno divinilbenzeno 

sulfonado na forma de H+ como mostra a Figura 11.  
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Figura 10 - Estrutura da coluna MetaCarb 87H, copolímero de estireno 

divinilbenzeno sulfonado na forma de H+. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Harris, 2012. 

As colunas de troca catiônica são adquiridas comercialmente na forma 

de sais de Na+ ou de íon hidrônio (H+). Sua retenção baseia-se na atração 

eletrostática reversível entre os íons da fase móvel (da amostra e do eluente) e 

os centros imobilizados de carga oposta presentes na fase estacionária. A 

equação abaixo, ilustra este equilíbrio entre o contra íon H+  e o cátion da 

amostra M+. 

 

Onde M+ é o cátion ou analito de carga positiva e o H+ é o contra íon da 

fase estacionária. 

3.5.1.2 Detector de índice de refração  

O detector normalmente utilizado com colunas de troca iônica é o índice 

de refração (IR), o qual é considerado um “detector universal”, visto que a 

mudança de índice de refração ocorre para todos os analitos. O detector de IR 

é apropriado para a detecção de distintos componentes, diferente do UV, em 

que as amostras que não possuem absorção não podem ser medidas. O IR é 

um detector que apresenta alta sensibilidade quando submetido a variações de 

temperatura.  

A identificação dos compostos utilizando o detector de índice de refração 

é obtida quando um feixe é irradiado sobre a “célula de referência”, câmara 
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preenchida apenas com fase móvel, o feixe será observado em linha, pois não 

contêm qualquer substância para analisar no presente caso (Figura 10). No 

entanto, na “célula da amostra”, onde o efluente terá outros componentes 

haverá flexão do feixe incidente, devido à diferença do índice de reflexão entre 

os dois solventes. Assim, ao medir essa mudança é visualizada a presença dos 

analitos de interesse. 

Figura 11 - Detecção por IR de analitos presentes em diferentes amostras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Página da Waters1. 

 

3.5.2 Estudos com a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência   

A literatura científica dispõe de diversos trabalhos que relatam a reação 

de hidrólise da celulose e a identificação dos possíveis produtos desta reação 

através da técnica de HPLC. 

O estudo realizado por Xiang, et. al., 2004 demonstra as melhores 

condições para a reação da hidrólise da componente celulósica da biomassa. 

Foi observado que em concentrações extremamente baixas de ácido sulfúrico 

e altas temperaturas foram obtidos produtos como: frutose, ácido levulínico, 

ácido fórmico, ácido acético e HMF. Os produtos foram quantificados por HPLC 

com detector de índice de refração e coluna Bio-Rad HPX-87H (poliestireno 

divinilbenzeno sulfonado na forma de H+) numa temperatura de 85 °C. A fase 

móvel utilizada foi uma solução de ácido sulfúrico à 0,005 mol/L com fluxo de 

0,55 mL/min. 

                                                             
1
 Disponível em: <https://http://www.waters.com/Refractive-Index-(RI)-Detector> Acesso em 

Jul. 2016 
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O trabalho de Bicker et. al. 2005, investigou a influência de catalisadores 

metálicos (Co (II), Ni (II), Cu (II) e Zn (II)) na reação de açúcares derivados da 

biomassa, como sacarose, glicose e frutose. Desse processo foram obtidos 

produtos como, glicose, frutose, piruvaldeído, dihidroxiacetona, ácido lático, 

ácido acético, ácido levulínico e HMF. Estes produtos foram identificados e 

quantificados por HPLC com detector de índice de refração à 40 °C com uma 

coluna de troca catiônica (ION300H) à 50 °C. O eluente empregado foi o ácido 

sulfúrico numa concentração de 0, 002 mol/L. 

Kishida, et. al. 2006, examinou a formação de ácido lático a partir de 

glicolaldeído através de uma reação hidrotérmica alcalina. Portanto sob a 

temperatura de 300 °C durante 10 min em NaOH (0,75 mol/L) foi observada a 

conversão do glicolaldeído em ácido lático e também em ácido fórmico, ácido 

acético e piruvaldeído, que foram identificados e quantificados a partir do HPLC 

com detector de IR e UV e uma coluna RSpak KC-811 (poliestireno 

divinilbenzeno sulfonado), com ácido sulfúrico numa concentração de 0,01 

mol/L. 

Sluiter et. al. 2006, estudaram e quantificaram os produtos de 

degradação, como HMF e furfural, além de outros componentes tais como os 

ácidos orgânicos, lático e acético. Neste trabalho foi utilizado um HPLC 

equipado com um detector IR e com uma coluna Biorad Aminex HPX-87H 

(poliestireno divinilbenzeno sulfonado na forma de H+). Foi utilizado como fase 

móvel uma solução de H2SO4 (0,005 mol/L) numa taxa de fluxo de 0,6 mL/min, 

temperatura da coluna foi mantida a 55 °C, resultando em um tempo de análise 

de 50 minutos. 

No trabalho de Zhang e Runge, et. al. 2012, empregou-se o líquido iônico 

(cloreto de 1-alil-3-metilimidazólio) a fim de reduzir a cristalinidade e aumentar 

a área de superfície da celulose. Como um passo seguinte, a celulose pré-

tratada foi hidrolisada na presença de um catalisador sólido (CaFe2O4) e 

determinada a presença da glicose na reação. A identificação e quantificação 

da glicose na fase aquosa foram realizadas por HPLC com detector IR e uma 
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coluna Aminex HPX-87H (poliestireno divinilbenzeno sulfonado na forma de 

H+). 

No estudo de Ma, et. al., 2012, focou-se no efeito de AlCl3 para obtenção 

dos produtos de hidrólise da celulose numa faixa de temperatura de 240 a  

320 °C. Verificou-se que com concentração extremamente baixa de AlCl3 pode-

se acelerar a hidrólise da celulose de forma eficaz, de modo a gerar: glicose, 

frutose, gliceraldeído, piruvaldeído, dihidroxiacetona, ácido lático e HMF. Os 

produtos foram analisados por HPLC com detector de ultravioleta e uma coluna 

Shodex KS-802 operado a 80 °C, com taxa de fluxo de 1 mL/min de água 

deionizada. 

Sánchez et. al., 2012 tiveram como objetivo principal determinar as 

melhores condições de reação para produzir ácido lático pela conversão 

térmica de espigas de milho. Após os testes, foi obtido o ácido lático, bem 

como outros produtos do fracionamento da celulose, como a glicose, ácido 

fórmico e ácido acético. A quantificação desses produtos foi realizada por 

HPLC, com detector de índice de refração e coluna Rezex™ ROA-Organic Acid 

H+ (8%) (poliestireno sulfonado/divinilbenzeno) numa temperatura de 40 °C. A 

fase móvel utilizada foi H2SO4 à 0,005 mol/L com fluxo de 0,35 mL/min.  

Zhang & Runge, 2012, demonstraram que sob condições adequadas é 

possível utilizar a hidrólise ácida para fracionar efetivamente a biomassa em 

insumos relativamente homogêneos para produzir combustíveis ou produtos 

químicos. Neste trabalho os produtos da degradação dos monossacarídeos, os 

ácidos orgânicos, acético, fórmico e levulínico e o HMF foram determinados por 

HPLC com detector UV e coluna analítica Supelcogel™ C610H (poliestireno 

sulfonado/divinilbenzeno) a uma temperatura de 50ºC e fase móvel de ácido 

fosfórico numa concentração de 0,1% (v/v) a um fluxo constante de 0,6 mL/min. 

Santos, et al. 2013, realizaram um estudo sistemático da dissolução e 

conversão de celulose na presença de complexos de Sn (IV) sob várias 

condições reacionais para verificar a influência dessas diferentes variáveis 

nesse processo. Os produtos detectados foram: glicose, frutose, celobiose, 

 5-HMF, 1,6-anidroglicose, furfuraldeído, ácidos lático, fórmico, acético e 

levulínico. Tais produtos foram determinados pelo sistema de HPLC (Varian) 



34 

 

ProStar 210 equipado com uma coluna MetaCarb 87H (300 mm x 7,8 mm), 

com temperatura de 50ºC. A fase móvel empregada tratou-se de uma solução 

ácida (0,005 mol/L) com fluxo de 0,70 mL/min. 

Fajardo, et al. 2014,  aplicaram nanoestruturas sintetizadas através de 

método hidrotermal assistido por microondas, tais espécies Zn1-xMnxO atuaram 

como catalisadores na hidrólise de celulose e mostraram seletividade para a 

formação de glicose, frutose, 5-HMF, ácidos orgânicos (lático e fórmico) e 

vestígios da celobiose, 1,6-anidroglicose, gliceraldeídos e sorbitol. A 

determinação dos produtos foi realizada de acordo com o método descrito por 

Santos, et al. 2013. 

Zhou, et al., 2014 estudou a perda de açúcar e os possíveis produtos da 

degradação da hidrólise da biomassa lignocelulósica em dois passos a fim de 

verificar a hipótese de que a hidrólise ácida era incompleta. Foi verificado que 

uma alta razão de ácido/material resultaria numa maior recuperação de 

carboidratos. Os produtos obtidos foram furfural, ácido levulínico e HMF, que 

foram quantificados por HPLC com detector UV e coluna analítica Supelcogel™ 

C610H (poliestireno sulfonado/divinilbenzeno) à 50 °C, empregou-se a solução 

de H3PO4 (0,1% v/v) como eluente a uma taxa de fluxo de 0,60 mL/min.  

Santos, et al. 2015, estudaram a conversão da frutose na presença de 

complexos de Sn (IV).  Foram detectados glicose, 5-HMF, gliceraldeído, 

piruvaldeído e os ácidos orgânicos (lático, fórmico e acético). A detecção e 

quantificação dos diferentes produtos formados foram conduzidas pelo HPLC 

ProStar 210 (Varian) com uma coluna MetaCarb 87H (300 mm x 7,8 mm) 

programada para a temperatura de 50ºC. Utilizou-se uma solução ácida  

(0,005 mol/L) como fase móvel e fluxo de 0,70 mL/min.  

Wang, et al., 2015 relataram a hidrólise da celulose usando uma série de 

catalisadores em condições de irradiação de microondas. As reações 

empregadas à baixas concentrações mostrou-se vantajosa, indicadas pelos 

altos rendimentos na conversão de celulose. Foram detectados como principais 

produtos na reação de acordo com análise por HPLC, glicose, celobiose e 

HMF. Foi utilizado um HPLC, equipado com detector de UV e uma coluna de 
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troca iônica BioRad HPX 87H (poliestireno divinilbenzeno sulfonado na forma 

de H+) (300 mm x 7,8 milímetros) com fase móvel de ácido sulfúrico (0,005 

mol/L) a 0,6 mL/min. 

O trabalho de Zhang, et al. 2015 investigou uma série de líquidos iônicos 

sob o fracionamento da biomassa lignocelulósica. Os resultados demonstraram 

que estes solventes têm um grande potencial no processo da geração de 

biocombustíveis. Glicose, celobiose e xilose, foram determinados por HPLC 

com uma coluna para análises de carboidratos, Agilent ZORBAX (microesferas 

de sílica porosa) com temperatura de 30 °C e empregou-se como fase móvel, 

água deionizada mais acetonitrilo (63%) com fluxo de 0,5 mL/min. 

Yuan, et al. 2016, avaliou o emprego do cloreto de metiltrioxo-1-alil-3-

metilimidazólio (MTO) na transformação química da celulose. Os resultados 

indicaram que ao empregar o catalisador MTO à temperaturas acima de 150 °C 

havia o aumento do rendimento de glicose e do 5-HMF. Os produtos obtidos 

foram quantificados por HPLC com detector de UV e uma coluna BioRad 

HPX87H (poliestireno divinilbenzeno sulfonado na forma de H+) à 65 °C, euma 

solução aquosa de ácido sulfúrico (0,005 mol/L) como fase móvel com uma 

taxa de fluxo de 0,6 mL/min. 

O estudo realizado por Tsubakia, et. al. 2016, demonstrou os efeitos da 

condução iônica de eletrólitos na eficiência da energia de microondas para a 

hidrólise hidrotérmica de amido de milho e celulose cristalina. Os resultados 

mostraram que o emprego de NaCl, fez com que o 5-HMF aumentasse 

sutilmente, já empregando o sal de MgCl2 a quantidade de 5-HMF aumentou 

significativamente. O rendimento de 5-HMF foi determinado por HPLC com 

detecção de UV a 280 nm e coluna Aminex HPX87H (poliestireno 

divinilbenzeno sulfonado na forma de H+) (300 x 7,8 milímetros) a 85 °C. Foi 

utilizada uma solução de ácido sulfúrico (0,008 mol/L), numa taxa de fluxo de 

0,6 mL/min. 

Liu, et. al. 2016 empregaram catálise heterogênea para estudar a 

hidrólise da celulose. Os maiores rendimentos, que foram de 72,1% e 82,5% e 

a seletividade de açúcares redutores – glicose, foram obtidos a 110 ° C após 3 

horas de reação. Os açúcares redutores foram analisados por HPLC, detector 
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de IR e coluna Sugar Pak (micropartículas em gel e cátions Ca2+) e solução de 

ácido sulfúrico (0,001 mol/L) como fase móvel a uma taxa de fluxo de 0,6 

mL/min. 

Por fim, Ogo et. al. 2016 estudou a formação de hidrocarbonetos a partir 

de celulose com catalisadores de platina. Os produtos obtidos, glicose, frutose, 

xilose, celobiose, furfural, 5-HMF, cetonas C4 e C6, ácido acético, ácido 

fórmico e ácido levulínico foram analisados por HPLC com detector de UV e 

coluna Shodex SH-1011 (polímero reticulado). 

 

 Os trabalhos citados fornecem alguns dados de suma importância para a 

construção da presente pesquisa, como: o tipo de fase móvel, as colunas e as 

temperaturas empregadas, além dos detectores utilizados e acima de tudo os 

produtos identificados na reação de hidrólise da celulose. Na Tabela 1 estão 

resumidas estas principais informações relatadas nos estudos descritos o que 

comprova a popularidade da técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC). 
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Tabela 1- Trabalhos relatados na literatura científica que fazem uso da técnica de HPLC para identificar os possíveis produtos da 
reação de hidrólise da celulose.
 

Ano Coluna Fase móvel (mol/L) 
Fluxo (mL/min) 

Detector Produtos identificados Referência 

2004 HPX-87H H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,6 mL/min 

IR 
 

HMF, ácido levulínico, ácido fórmico, 
ácido acético e frutose. 

XIANG, et al. 
 

2005 ION-300H H2SO4 
(0,002 mol/L) 

IR Glicose, frutose, piruvaldeído, 
dihidroxiacetona, ácido lático, ácido 
acético, ácido levulínico e HMF. 

BICKER et al. 

2006 RSpak KC-811 H2SO4  (0,01 mol/L) 
_ 

IR/UV Ácido lático, ácido fórmico, ácido acético 
e piruvaldeído. 

KISHIDA, et al. 

2008 Aminex HPX-
87H 

H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,6 mL/min 

IR 
 

Glicose, ácido lático, ácido acético e 
HMF. 

SLUITER et al. 

2012 Shodex KS-
802 

Água deionizada 
1 mL/min 

UV Glicose, frutose, gliceraldeído, 
piruvaldeído, dihidroxiacetona, ácido 
lático e HMF.  

MA et al. 

2012 Aminex HPX-
87H 

- IR Glicose ZHANG e 
FANG, et al. 

2012 Rezex™ ROA-
Organic Acid 

H+ (8%) 

H2SO4 (0,005 mol/L) 
1 mL/min 

0,35 mL/min 

IR Glicose, ácido lático, ácido fórmico e 
ácido acético. 

SÁNCHEZ, et 
al. 

2012 C-610H H3PO4 (1% v/v) 
0,6 mL/min 

UV Vis 
 

HMF, ácido fórmico, ácido levulínico e 
ácido acético 

ZHANG & 
RUNGE, 2012. 

2013 MetaCarb 87H H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,7 mL/min 

IR Glicose, frutose, celobiose, 5-HMF, 1,6-
anidroglicose, furfuraldeído, ácidos 
lático, fórmico, acético e levulínico 

SANTOS, et 
al. 
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Fonte: Autora, 2016. Onde (-) representa dados não obtidos ou relatados 

2014 MetaCarb 87H H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,7 mL/min 

IR Glicose, frutose, 5-HMF, ácidos lático e 
fórmico, celobiose, 1,6-anidroglicose, 
gliceraldeídos e sorbitol 

FAJARDO, et 
al.  

2014 C-610H H3PO4 (0,1 mol/L) 
0,6 mL/min 

UV Vis Furfural, HMF e ácido levulínico ZHOU, et al.  
 

2015 MetaCarb 87H H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,7 mL/min 

IR Glicose, 5-HMF, gliceraldeído, 
piruvaldeído e os ácidos lático, fórmico e 
acético 

SANTOS, et 
al.  

2015 Aminex 
HPX87H 

H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,6 mL/min 

UV Glicose e HMF WANG, et al. 

2015 ZORBAX 
Carboidratos 

Água deionizada e 
acetonitrila (63% v/v) 

0,5 mL/min 

IR Glicose,celobiose e xilose ZHANG, et al. 

2016 Aminex HPX-
87H 

H2SO4 (0,005 mol/L) 
0,6 mL/min 

UV Glicose e 5-HMF YUAN, et al. 

2016 Aminex HPX-
87H 

H2SO4 (0,008 mol/L) 
0.6 mL/min 

UV 5-HMF TSUBAKI, et 
al. 

2016 Sugar-Pak H2SO4 (0,001 mol/L) 
0.6 mL/min 

IR Açúcares redutores (RS) - glicose LIU, et al. 

2016 Sugar SH-
1011 

 

̶ UV Vis Glicose, frutose, HMF, ácido acético, 
ácido fórmico e ácido levulínico. 
 

OGO et al. 
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De acordo com os dados relatados na Tabela 1, H2SO4 é a fase móvel mais 

utilizada para a identificação destes produtos, assim como as colunas do tipo 

Sugar Pak e Aminex, as quais são colunas que apresentam a fase estacionária 

composta por poliestireno divinilbenzeno sulfonado, caracterizando os 

processos cromatográficos como um processo de troca catiônica. Os produtos 

da rota de hidrólise da celulose identificados variaram de acordo com os 

parâmetros reacionais utilizados, obtendo diferentes seletividades sob as quais 

os trabalhos foram desenvolvidos. 

Foi observado que nos trabalhos da literatura para a reação de hidrólise 

da celulose, o foco principal é o desenvolvimento de catalisadores 

(homogêneos/heterogêneos) para a aplicação no meio reacional. Porém, 

quando trata-se do emprego de otimização, desenvolvimento e validação dos 

métodos analíticos para a identificação e quantificação destes produtos não há 

relatos na literatura para este tipo de reação. 

3.6 Otimização, desenvolvimento e validação de métodos analíticos 

Grandes variações das metodologias implicam na importância da 

otimização e validação de métodos analíticos para as mais diferentes amostras 

a serem analisadas (HUBER et. al, 2007). 

Conforme relatado no tópico anterior, utiliza-se maciçamente a cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) para análises destes tipos de amostras. 

Através da recepção dos dados obtidos pelo HPLC, as variações da natureza 

da matriz e na composição das amostras podem influenciar na separação dos 

analitos. Esta separação quando não é efetiva deve ser melhorada através da 

proposta de otimização do método, através do fator resolução. 
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3.6.1 Resolução  

De acordo com a literatura, o objetivo usual em cromatografia líquida é a 

separação adequada dos componentes de uma determinada amostra. Dentro 

deste objetivo, a resolução é uma medida quantitativa desta relação de 

separação. Como ilustrado pela Figura 12 e representado pela equação 1, a 

resolução entre dois picos adjacentes é definida como a distância entre os 

picos 1 e 2 divididos pela largura médias das respectivas bases (LLOYD, S. R., 

1979). 

Figura 12 - Parâmetros de avaliação da resolução em cromatografia. 

2 1

1 2

( )1

2 ( )

t t
Rs

w w





 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de LLOYD, S. R., 1979. 

Onde t1 e t2 referem-se aos valores da distância entre os picos 1 e 2 e 

TW1 e TW2 são os valores de Tw, referentes a base da largura dos mesmos.  

A Figura 13 mostra as separações de dois compostos, com diferentes 

valores de resolução. Quando Rs = 0,6 e Rs = 0,8, são obtidas separações 

ruins.  Rs = 1, indica que os dois picos são razoavelmente separados, isto é, 

apenas 2% de um pico é sobreposto por outro, se as quantidades dos dois 

componentes forem iguais. Dessa forma, valores maiores de Rs significa uma 

boa separação: Rs = 1,25 é recomendado para fins quantitativos e Rs ˃ 1,5 

indica separação completa (COLLINS et al., 2006). 

 

 

 

Equação 1 



41 

 

Figura 13 - Separação em função da Rs (razão: pico-altura) 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de LLOYD, S. R., 1979. 

 

3.6.2 Planejamento Fatorial 2³ e Matriz Doehlert 

Em geral, a otimização dos métodos analíticos pode ser feita através de 

avaliações empíricas ou estatísticas. Os processos tradicionais que otimizam 

de forma empírica, apresentam como desvantagens, a demanda de um maior 

tempo de análise  e o fato de analisar um fator por vez, podendo ignorar as 

interações entre os fatores que são estudados. Em contrapartida, quando os 

processos estatísticos de otimização são aplicados estas interações são 

levadas em consideração (HUBER et. al, 2007). 

Através dos planejamentos experimentais norteados em princípios 

estatísticos obtém-se o máximo de informação útil do sistema em estudo, 

executando um número mínimo de experimentos. Para tal procedimento, 

utiliza-se o planejamento fatorial completo, que é uma técnica muito 

empregada no estudo de duas ou mais variáveis independentes (fatores) 

(MARINHO et. al., 2005). 

No planejamento fatorial, os efeitos (ou influências) de uma ou mais 

variáveis na resposta de um processo são medidos pela combinação de todas 

as variáveis em todos os níveis, resultando assim numa análise de uma única 

variável, com as combinações de todas as demais. Geralmente utilizam-se dois 

ou no máximo três níveis, com o intuito de não aumentar os pontos 

experimentais quando se propõe o planejamento (CALADO et. al., 2003).  
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Quando são investigados k fatores em dois níveis, um planejamento 

fatorial consistirá de 2k experimentos. Usualmente, os níveis estabelecidos 

correspondem a valores máximos e mínimos, isto é, pelos sinais – (menos) 

para o nível mais baixo e + (mais) para o nível mais alto quando são estudados 

fatores quantitativos (TEÓFILO et. al., 2006). 

            A avaliação dos efeitos das variáveis e interações entre cada fator 

investigado é observada através do diagrama de Pareto, que faz um 

levantamento preliminar das variáveis mais significativas sob a resposta do 

sistema em estudo. Após a construção do diagrama de Pareto, um estudo mais 

crítico sob as variáveis pode ser realizado, cujos fatores mais significativos no 

Diagrama de Pareto são estudados separadamente com mais níveis, obtendo-

se assim mais informações do sistema. Este estudo é realizado segundo a 

metodologia de superfície de resposta, obtida através do planejamento de 

Doehlert, que baseiam-se em modelos matemáticos para obter os valores 

ideiais das variáveis, ou seja, a  região ótima na superfície definida pelos 

fatores (VILELA, 2013 e TEÓFILO et. al., 2006). 

A Matriz Dohelert é utilizada quando deseja-se um tratamento mais 

sofisticado do estudo, isto é, determinar um conjunto ótimo de condições 

experimentais obtidos através dos modelos de segunda ordem, denominados 

de designs de superfície de resposta. Este tipo de planejamento oferecem 

vantagens na otimização das variáveis, como por exemplo, necessitam de 

menos experimentos e que são mais eficientes, visto o tratamento “fino” que é 

realizado (FERREIRA et. al., 2004). 

 

3.6.3 Validação de métodos analíticos 

Quando são concluídas todas as etapas de otimização é realizada a 

validação do método analítico otimizado, a fim de garantir a confiabilidade da 

resposta analítica obtida das amostras sob análise. 

 Segundo o Guia de validação e controle de qualidade analítica (2011), a 

validação pode ser definida como: 

Determinado procedimento analítico objetiva demonstrar que o 

mesmo é adequado aos objetivos propostos, ou seja, que os 
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parâmetros de desempenho avaliados atendem aos critérios de 

aceitação preconizados. Trata-se de um estudo experimental e 

integralmente documentado. 

 

Existem várias outras definições para validação, o INMETRO (2011) e a 

EURACHEM (2014) atribui a validação como um instrumento pelo qual é 

comprovado, através de evidências objetivas que os requisitos necessários 

para uma aplicação ou uso específico foram atendidos. Em geral, vários 

autores definem validação de métodos e de acordo com a literatura tais 

conceitos continuam evoluindo e estão constantemente sob consideração pelas 

agências reguladoras.  

Na validação são estabelecidos parâmetros de avaliação que visam 

conferir credibilidade aos dados gerados, de modo a garantir que estes 

expressem o valor real da medida obtida. São investigados, normalmente, a 

linearidade, a seletividade, a precisão, a exatidão, a faixa linear, o limite de 

detecção e limite de quantificação e por fim os estudos de robustez são 

realizados. Estes termos são conhecidos como parâmetros de desempenho 

analítico, características de desempenho e também figuras analíticas de mérito 

(CASS et al., 2001 e RIBANI et al., 2004). 

Assim, tais parâmetros serão definidos, bem como suas formas de 

avaliação. 

3.6.3.1 Seletividade 

A seletividade é a habilidade de um método em separar os compostos 

da amostra, ou seja, os compostos de interesse dos interferentes que serão 

detectados pelo detector. Compete a esta figura de mérito, assegurar que o 

sinal medido não tem influência por substâncias interferentes, como por 

exemplo, ingrediente ativo, impurezas e produtos de degradação, assim como 

outros compostos de propriedades similares que possam estar presentes 

(CASS et. al., 2001; RIBANI et. al., 2004; INMETRO, 2011 e EURACHEM, 

2014). 

A seletividade pode ser feita analisando-se diversas amostras da matriz, 

para que se investigue a possível presença de compostos que interfiram ou se 

sobreponham ao sinal do analito de interesse (CASS et al., 2001). 
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3.6.3.2 Linearidade e faixa linear 

 A linearidade é realizada através da construção da curva de calibração 

analítica, ou seja, a partir de medidas de padrões analíticos em diversas 

concentrações, no mínimo, cinco concentrações diferentes em triplicata (n˃2). 

 A avaliação dos dados obtidos para a linearidade é feita através do 

cálculo de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, e é verificado 

o quanto esta reta descreve os pontos, por meio de seu coeficiente de 

correlação (r). Em que, valores de r ˃ 0,99 são aceitáveis na maioria dos 

métodos analíticos (CASS et. al., 2001). 

 Em uma técnica instrumental a relação linear descrita pela equação y = 

ax + b, só é válida para um determinado intervalo de massa ou concentração 

do analito medido que também pode ser denominado faixa linear dinâmica. A 

faixa linear de um método analítico corresponde ao intervalo de concentração 

de analito em que a resposta é proporcional a concentração (HARRIS, 2008). 

Esta faixa tem como menor ponto, o limite inferior da faixa de concentração, ou 

seja, o limite de quantificação que é dependente do sistema de resposta do 

equipamento de medição. 

 

3.6.3.3 Precisão 

A precisão de um método é a habilidade do método de reproduzir o 

mesmo resultado, embora não necessariamente o correto, sempre que o 

procedimento for executado. A mesma pode ser avaliada através de três 

etapas, que diferem em relação às condições  em que são feitas as análises, 

entretanto não é regra geral (CASS et. al., 2001). 

3.6.3.3.1 Precisão instrumental 

A precisão instrumental é avaliada efetuando medidas repetitivas da 

mesma amostra sequencialmente e o tratamento é feito considerando a média 

dos valores da área do pico ou altura do pico. A precisão de um método é 

observada através do desvio-padrão e/ou do coeficiente de variação das 

medidas obtidas (RIBANI, et al., 2004). 

   3.6.3.3.2 Repetitividade 

A repetitividade mede o grau de concordância entre os resultados de 

uma série de replicatas de injeções sucessivas de um mesmo mensurando, 
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efetuada sob as mesmas condições de medição (ALBANO e RAYA-

RODRIGUES, 2009). Este parâmetro envolve várias medições da mesma 

amostra em diferentes preparações, sendo denominado algumas vezes por 

precisão intra-ensaio podendo ser expressa através da estimativa do desvio 

padrão (RIBANI, et al., 2004), onde o recomendado pelo INMETRO são sete ou 

mais repetições para o cálculo. 

   3.6.3.3.3 Precisão intermediária  

Este parâmetro indica o efeito das variações dentro do laboratório em 

diferentes dias não consecutivos. Pode incluir medidas feitas por diferentes 

analistas em diferentes equipamentos. O mesmo envolve a preparação de 

múltiplas amostras. Este ensaio tem como objetivo verificar que no mesmo 

laboratório o método fornecerá os mesmos resultados (RIBANI, et al., 2004; 

INMETRO, 2011). 

3.6.4 Exatidão  

A exatidão trata-se do grau de concordância entre o resultado de uma 

medição e um valor verdadeiro de mensurando. Este parâmetro é avaliado pelo 

estudo da recuperação que defini-se como a proporção da quantidade de 

substância de interesse, presente ou adicionada na proporção analítica do 

material teste, que pode ser extraída ou quantificada (RIBANI, et al., 2004). 

Sua porcentagem é calculada pela fórmula abaixo: 

 

 

Esta porcentagem é determinada por meio da comparação de análises 

em quintuplata de três concentrações, de brancos da amostras com soluções-

padrão da amostra, as quais representam 100% de recuperação (CASS et al., 

2001). 

 

3.6.5 Robustez 

Através da robustez é observada a sensibilidade que o método 

otimizado apresenta em relação a pequenas variações de seus valores. 

Quando o mesmo não é afetado por pequenas alterações em seu sistema é 

considerado então, robusto (INMETRO, 2011). A avaliação pode ser feita 

através de pequenas mudanças nas variações no pH e/ou concentração da 

Recuperação (%) = (valorobtido / valoradicionado) x 100% 
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fase móvel, alterações na performance da coluna, temperatura do ambiente, 

volume de amostra etc. A robustez pode ser determinada por meio da análise 

individual ou simultânea dos parâmetros que são mais sensíveis à variação 

(CASS et. al., 2001). 

 Se com essas alterações os resultados obtidos ainda estiverem de 

acordo com os limites de exatidão, precisão e seletividade aceitáveis, o método 

é robusto e essas alterações podem ser incorporadas no procedimento 

(ARAGÃO, et. al., 2009). 

 

3.6.6 Limite de Detecção e limite de Quantificação 

O limite de quantificação (LQ) tem como conceito, a menor concentração 

do composto que pode ser medida com uma precisão especificada, dentro do 

critério de aceitação do método. Já o limite de detecção (LD) é definido como a 

menor concentração da espécie de interesse que pode ser detectada pela 

técnica instrumental proposta (CASS et al., 2001). 

LD e LQ podem ser determinados por intermédio dos dados obtidos na 

curva analítica, esta consideração apresenta maior confiabilidade estatística 

por levar em consideração o intervalo de confiança da regressão. Assim, LD 

neste método pode ser expresso conforme a equação 2: 

                                       LD= 3,3 × (s/S)                                         Equação 2 

Onde “s” equivale à estimativa do desvio padrão da resposta, 

considerado como o valor do desvio padrão do coeficiente linear da equação e 

“S” é a inclinação, ou coeficiente angular da curva analítica.  

Na determinação do LQ, os mesmos critérios adotados para o LD podem 

ser aplicados utilizando a relação 10:1, observados na Equação 3. Os 

parâmetros necessários para aplicações destes cálculos podem ser obtidos 

através de Softwares como Origin® (RIBANI et al., 2004). 

                            LQ= 10 × (s/S)                                             Equação 3 
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4. METODOLOGIA  

4.1 Equipamentos  

 Cromatógrafo líquido SHIMADZU (Japão), com bomba isocrática de 

modelo LC-20AD, com detector de Índice de Refração RID - 10A, forno - 

CTO-20A e sistema de injeção manual; 

 Balança analítica modelo AX200 SHIMADZU (Japão), com precisão de 

0,01 mg até 200 g; 

 Sistema de filtração MilliQ-Plus, Millipore® (EUA) composto por cilindro 

de pressurização, sistema SmartPak DQ3, lâmpada UV (185 nm) tanque 

e sistema com filtro 0,22 μm, garantindo água deionizada com uma 

resistividade de 18,2 MΩ; 

 Sistema Ultrasônico para desgaseificação da fase móvel da marca 

UNIQUE (Brasil) modelo UltraSonic Cleaner.  

 Sistema de filtração a vácuo composto por bomba a vácuo modelo 

WP611560 da MILLIPORE (EUA); 

 pHmetro KEM, com titulador potenciométrico AT-500N (EUA);  

 pHmetro Gehaka, com eletrodo combinado de vidro associado ao 

potenciômetro PG – 1800 (Brasil). 

4.2 Materiais  

 Balões volumétricos calibrados de 1, 2, 5 e 10 mL; 

 Micropipetas da marca Brand (Wertheim) com capacidades de: 0,5 à    

10 μL; 100 à 1000 μL e 5000 à 10000 μL e ponteiras adequadas a cada 

capacidade de volume; 

 Para filtração das amostras analisadas no HPLC utilizou-se filtros de 

PVDF (difluoreto de polivinilideno) da marca WhatmanTM (Austrália) 

com diâmetro de 25 mm e tamanho de poro de 0,45 μm; 

 Aparato de filtração de vidro da marca SUPELCO (EUA), com filtro com 

um filtro de 0,45 μm. 
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4.3 Solventes e padrões analíticos  

 Solução de extran (5% v/v) da Sigma Aldrich (EUA) para limpeza e 

descontaminação de todas as vidrarias e materiais utilizados; 

 Para a preparação da fase móvel de HPLC foi utilizada água deionizada 

obtida através do sistema de filtração MilliQ-Plus, Millipore® (EUA); 

 O preparo da fase móvel foi feito a partir de uma solução concentrada de 

H2SO4 (85% v/v) da Vetec (Brasil), cujo volume necessário para preparar 

a fase móvel foi calculado para diferentes concentrações e em seguida, 

o pH foi determinado com o auxílio do pHmetro. Após o preparo a 

mesma foi filtrada num sistema de vácuo para remoção das partículas e 

impurezas e logo após, a solução foi colocada num banho ultrassônico 

por no mínimo 1 hora para remoção das bolhas.  

 Os padrões analíticos utilizados na otimização e validação do método 

proposto são da Sigma-Aldrich (EUA) e estão relacionados na Tabela 2, 

com suas respectivas purezas e características:  

A solução estoque utilizada para a construção da curva analítica foi 

preparada pesando cerca de 0,01g de cada um dos padrões analíticos, glicose, 

frutose, gliceraldeído, piruvaldeído, ácido lático, dihidroxiacetona, ácido 

fórmico, ácido acético, ácido levulínico e 5-hidroximetilfurfural (HMF) e 

dissolvido em uma balão volumétrico de 5mL com a fase móvel de 

H2SO4(0,003 mol/L) resultando numa concentração de 2000 µg/mL. 
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Tabela 2 - Padrões analíticos da Sigma utilizados na otimização e validação do 
método cromatográfico. 

Reagentes Pureza Fórmula estrutural Fórmula molecular 

 

Glicose 

 

99,7% 

 

  

C6H12O6 

 

Frutose 

 

≥99,0 % 

  

C6H12O6 

 

Gliceraldeído 

 

≥90,0 % 

 

  

C3H6O3 

 

 

Piruvaldeído 

 

 

≥99,0 % 

 

 

 

 

C4H6O2 

 

Ácido lático 

 

≥85,5 % 

 

  

C3H6O3 

 

Dihidroxiacetona 

 

≥99,0 % 
 

 

  

C3H6O3 

 

Ácido fórmico 

 

85% 

  

CH2O2 

 

Ácido acético 

 

99,7% 

 

  

CH3COOH 

 

Ácido levulínico 

 

≥99,0 % 

 

 

  

C5H8O3 

 

Hidroximetilfurfural 

 

≥98,5% 

 C6H6O3 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 
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4.4 Otimização do método para identificação dos produtos da reação de 

hidrólise da celulose por HPLC  

O estudo da metodologia por HPLC iniciou-se com o levantamento 

bibliográfico das possíveis rotas sugeridas para a reação da hidrólise da 

celulose e os diferentes produtos que estas rotas pudessem originar. 

De acordo com os dados da literatura e os parâmetros cromatográficos 

utilizados no GCaR (Santos, et al. 2013)  foi iniciada a otimização da 

metodologia analítica de forma univariada e multivariada. 

Na otimização univariada o estudo foi realizado, variando pH da fase 

móvel nos valores de 1,27 a 1,51; temperatura da coluna de 30°C a 55°C e 

temperatura do detector de 30°C a 40°C e por fim foram testadas as taxas de 

fluxo da fase móvel de 0,70 mL/min a 0,90 mL/min.  

Na sequência, os diferentes parâmetros (pH, fluxo da fase móvel e 

temperatura da coluna cromatográfica) foram analisados de forma multivariada 

através de um planejamento fatorial completo 2³. Quando emprega-se um 

planejamento fatorial completo 2³, estatisticamente busca-se descobrir como a 

resposta (resolução) dependerá dos três fatores, temperatura, pH e fluxo da 

fase móvel. Dessa forma, para executar o planejamento fatorial completo 2³ 

realizou-se 8 experimentos com um ponto central (PC) em duplicata, 

totalizando em 10 experimentos. Na Tabela 3 estão demonstradas às distintas 

condições de análise, isto é, os fatores nos níveis mínimos e máximos e ponto 

central. 
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Tabela 3 - Ensaios realizados para o planejamento fatorial completo 2³ com 
ponto central 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

A partir da análise do Diagrama de Pareto obtido com as análises do 

planejamento fatorial completo 2³ optou-se por variar o pH e a temperatura com 

a matriz Doehlert conforme mostra a Tabela 4. Através dos resultados obtidos 

nestas análises foram construídos os gráficos de superfície de resposta dos 

padrões analíticos em estudo, os quais foram analisados estatisticamente 

utilizando-se o software STATISTICA, versão 6.0 da STATSOFT. 

A matriz Doehlert exibe pontos que equivalem aos vértices de um 

hexágono gerado de um simplex regular, em que para duas variáveis tal 

planejamento descreve um domínio circular, isto é, a matriz Doehlert apresenta 

um ponto central com seis pontos adicionais, resultando num hexágono regular 

e, por isso é descrita como sendo um domínio circular (Figura 14). 

Figura 14 - Representação gráfica da matriz Doehlert com duas variáveis ( __ ) 
com adição de novos experimentos (....) 

 

 

 

 

 

Fonte: TEÓFILO, R. F. et. al., 2006. 

 

  

Experimento 

 

pH Temperatura (ºC) Fluxo (mL/min) 

 1  1,81 30 0,7 

 2  1,27 30 0,9 

 3  1,27 30 0,7 

 4  1,81 30 0,9 

 5  1,81 55 0,9 

 6  1,81 55 0,7 

 7  1,27 55 0,9 

 8  1,27 55 0,7 

 PC  1,54 43 0,8 
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Tabela 4 - Experimentos realizados com a matriz Doehlert para as variáveis pH e 
temperatura. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

4.5 Parâmetros de validação  

O primeiro parâmetro analisado foi a linearidade, cuja determinação foi 

realizada através da construção da curva de calibração externa. A curva 

analítica foi preparada através da solução estoque de 2000 µg/mL construída 

com 10 pontos de diferentes concentrações na faixa de 5 a 500 µg/mL, e cada 

ponto foi analisado em triplicata. Os dados obtidos nas análises foram plotados 

no Origin® (versão 6.0) para obtenção da equação da reta e do coeficiente de 

correlação. Os dados obtidos foram tratados considerando tanto a área como a 

altura do pico como sinais analíticos.  

Através da curva analítica também foi possível obter o LD e LQ, visto 

que os valores são obtidos por meio da equação que utiliza os valores de 

estimativa do desvio padrão da resposta e a inclinação da curva. 

A seletividade do método foi avaliada com os possíveis produtos de 

degradação dos padrões de interesse, por meio da comparação da matriz 

isenta dos analitos de interesse (no caso, todos os 10 padrões) e a matriz 

fortificada com os mesmos. Esta fortificação foi feita sob o branco da amostra, 

isto é, a matriz isenta dos analitos de interesse e também pelo cálculo da 

seletividade.  

 

Experimento pH Temperatura (ºC) 

1 1,47 40 

2 1,47 50 

3 1,67 45 

4 1,47 30 

5 1,27 35 

6 1,27 45 

7 1,67 35 
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A amostra utilizada para a obtenção da seletividade foi feita empregando 

as condições padrão realizadas nas reações de hidrólise celulose no GCaR. 

Em geral utiliza-se um reator de aço inoxidável de 200 mL, temperatura de 

190ºC, à 10 bar, com 60 mL de água deionizada  e o catalisador de óxido de 

estanho (SnO2) com tempo de 30 minutos. Para esta amostra foram utilizados 

estes parâmetros, porém sem a adição do substrato (celulose).  As amostras 

partem normalmente de 8000 µg/mL de celulose, sendo necessário, portanto 

uma dilução desta amostra para a análise no HPLC. 

A precisão instrumental foi obtida através de 10 injeções sucessivas de 

uma solução de 450 µg/mL contendo todos os padrões analíticos. Para este 

estudo, esta amostra foi injetada 10 vezes no mesmo dia e pelo mesmo 

analista, onde calculou-se o desvio padrão e coeficiente de variação.  

A repetitividade foi avaliada com a injeção de padrões na concentração 

de 250 μg mL-1 preparadas 10 vezes e analisadas em triplicata. Com os 

resultados obtidos foram calculados o desvio padrão e o coeficiente de 

variação.  

A precisão intermediária foi realizada em dias diferentes, variando o 

analista, onde foram preparadas 10 amostras de padrões na concentração de 

450 μg/mL. As concentrações foram obtidas pelas curvas de calibração e 

posteriormente foram determinados o desvio padrão e o coeficiente de variação 

para comparação de resultados entre diferentes analistas. 

A exatidão do método foi avaliada pelo ensaio de recuperação, no qual 

foi feita a adição de soluções padrão em três diferentes concentrações  

(5 µg/mL, 350 µg/mL e 700 µg/mL) sob o branco da amostra.  

A robustez do método foi avaliada de acordo com as variáveis mais 

influenciáveis no desenvolvimento do método, pH e temperatura. Para 

finalização da validação foi realizada uma análise de três amostras de reação 

de hidrólise da celulose. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

Inicialmente foi realizada uma análise com as condições semelhantes às 

iniciais utilizadas no grupo GCaR (fase móvel de H2SO4 com concentração de 

0,005 mol/L, temperatura da coluna de 55 ºC e fluxo de 0,70 mL/min), conforme 

metodologia descrita por Santos, et al. 2013 e assim determinou-se a ordem de 

eluição dos padrões analíticos: glicose, frutose, gliceraldeído, piruvaldeído, 

ácido lático, dihidroxiacetona,  ácido fórmico, ácido acético, ácido levulínico e 

HMF, como pode ser observado na Figura 15. 

 

Figura 15 - Cromatograma obtido na análise da solução de 1000 µg/mL dos 
padrões: 1- glicose, 2- frutose, 3- gliceraldeído, 4-piruvaldeído, 5-ácido lático, 6-
dihidroxiacetona, 7-ácido fórmico, 8-ácido acético, 9- ácido levulínico e 10-HMF. 
Fase móvel H2SO4 (pH 1,27), fluxo 0,70 mL/min, temperatura da coluna 55 ºC. 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

 Após os testes iniciais, observou-se que os compostos 5 e 6, 8 e 9 

(ácido lático e dihidroxiacetona; ácido acético e ácido levulínico) apresentaram 

baixa resolução, de 1,15 e 1,17, respectivamente, sendo necessário então, a 

otimização dos parâmetros com o intuito de obter melhor resolução para estes 

compostos. Lembrando que conforme descrito na revisão bibliográfica a 

resolução deve ser ≥ 1,25 (COLLINS et al., 2006). 

 

5.1 Otimização da metodologia analítica de forma univariada 

A fim de avaliar as condições experimentais com uma única variável por 

vez, ou seja, forma univariada, foi realizado o estudo da variação do pH, 
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temperatura da coluna e do detector e fluxo da fase móvel, conforme discutido 

a seguir.  

5.1.2 Otimização do pH da fase móvel  

A fase móvel foi avaliada nos seguintes valores de pH: 1,27; 1,37; 1,47 e 

1,51. Os cromatogramas da Figura 16, mostram o efeito da variação do pH 

com taxa de fluxo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna em 55 °C e 

temperatura do detector de 35 °C. 

Figura 16 - Efeito do pH na resolução dos compostos. Compostos 5, 6, 8 e 9, são 
ácido lático, dihidroxiacetona, ácido acético e ácido levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 
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As resoluções obtidas para os compostos 5 e 6 (ácido lático e 

dihidroxiacetona) e 8 e 9 (ácido acético e ácido levulínico) com a variação do 

pH da fase móvel estão representadas na Tabela 5. 

 
Tabela 5 - Resoluções obtidas para os compostos com a variação do pH da fase 
móvel. 

Compostos 
 

pH 

            Resolução 

 
1,27 

 
1,37 

  
1,47 

 
1,51 

Ácido lático e 
Dihidroxiacetona 

1,15 0,98  1,24 1,25 

Ácido acético e Ácido 
levulínico 

1,17 1,25  1,15 1,14 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Foi observado que no pH 1,51 (0,03 mol/L) os compostos ácido lático e 

dihidroxiacetona apresentaram melhor resolução, apesar de ácido acético e 

ácido levulínico apresentarem a pior resolução, porém se comparado com as 

condições iniciais 1,15 e 1,17 houve uma melhora considerável. Houve um 

aumento de 0,10 para os primeiros compostos e diminuição de apenas 0,03 

para os outros 2 compostos e por isso este pH foi estabelecido para a 

continuação do desenvolvimento do método analítico. 

 

5.1.3 Otimização da temperatura da coluna   

Após a otimização do pH da fase móvel, foi estudada a temperatura da 

coluna com o intuito de melhorar a resolução dos quatro compostos citados 

anteriormente. A Figura 17 mostra os cromatogramas obtidos com a variação 

da temperatura da coluna em 30°C, 35°C, 40°C, 45°C e 55°C e os parâmetros, 

pH, temperatura do detector e fluxo da fase móvel fixados em 1,51, 35°C e      

0,7 mL/min, respectivamente. 
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Figura 17 - Efeito da temperatura da coluna na resolução dos compostos. 
Compostos 5, 6, 8 e 9, são ácido lático, dihidroxiacetona, ácido acético e ácido 
levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

A Tabela 6 mostra os valores de resolução obtidos na variação da 

temperatura da coluna.  

Tabela 6 - Resoluções obtidas para os compostos com a variação da 
temperatura da coluna.  

Compostos Resolução 

Temperatura (ºC) 30 35 40 
 

45 55 

Ácido lático e 
Dihidroxiacetona 

1,27 1,27 1,39 1,24 1,25 

Ácido acético e 
Ácido levulínico 

2,65 2,32 2,60 1,72 1,34 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

De acordo com os valores de resolução apresentados na Tabela 5 pode-

se observar que todas as temperaturas testadas foram adequadas para a 
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resolução entre os segundos compostos, porém a fim de preservar a vida útil 

da coluna, optou-se por fixar a mais baixa temperatura para a otimização do 

método. 

5.1.4 Otimização da temperatura do detector  

Na sequência, foi testada a temperatura do detector, variando em 30, 35 

e 40ºC e os parâmetros, pH, temperatura da coluna e fluxo da fase móvel 

fixados em 1,51, 30°C e 0,7 mL/min, respectivamente. Os cromatogramas 

obtidos podem ser visualizados na Figura 18.  

Figura 18 - Efeito da temperatura do detector na resolução dos compostos. 
Compostos 5, 6, 8 e 9, são ácido lático, dihidroxiacetona, ácido acético e ácido 
levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Na Tabela 7 estão apresentados os valores de resolução obtidos entre 

os compostos 5, 6, 8 e 9. 
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Tabela 7 - Resoluções obtidas com a variação da temperatura do detector.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Pode-se observar que empregando todas as temperaturas, são obtidas 

resoluções adequadas entre os compostos, isto é ˃ 1,25, porém seguindo a 

mesma teoria de escolha feita para a temperatura da coluna, aqui também foi 

fixada a temperatura de 30 ºC para a otimização do método. 

 

5.1.5 Otimização do fluxo da fase móvel  

Por fim, foi avaliado o fluxo da fase móvel de forma a obter um tempo 

reduzido de análise sem alteração na resolução dos compostos obtidos. A 

variação do fluxo estudada foi de 0,70 a 0,90 mL/min, já os parâmetros, pH, 

temperatura da coluna e do detector e fluxo da fase móvel foram fixados em 

1,51 e 30°C, respectivamente. A Figura 19 mostra os resultados obtidos nos 

testes cromatográficos para esta variação. 

Figura 19 - Efeito da taxa de fluxo da fase móvel na resolução dos compostos. 
Compostos 5, 6, 8 e 9, são ácido lático, dihidroxiacetona, ácido acético e ácido 
levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Compostos Temperatura 

Temperatura (ºC) 30 35 40 
 

 

Ácido lático e 
Dihidroxiacetona 

1,27 1,39 1,32 

Ácido acético e 
Ácido levulínico 

2,65 2,27 2,62 
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Na Tabela 8 estão representados os valores de resolução obtidos entre 

os 4 compostos com a variação do fluxo da fase móvel. Como pode ser 

observado não ocorrem alterações significativas na resolução dos compostos 

quando a taxa de fluxo é alterada, no entanto o tempo total de análise é 

alterado. 

Tabela 8 - Resoluções obtidas para os compostos com a variação do fluxo da 
fase móvel. 

Compostos Resolução 

Fluxo (mL/min) 0,7  0,8  0,9  

Ácido lático e 
Dihidroxiacetona 

1,29 1,28 1,27 

Ácido acético e 
Ácido levulínico 

2,70 2,50 2,52 

Tempo (min.) 35 30 27  

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Através do estudo da taxa de fluxo da fase móvel (FM) foi possível 

observar que em 0,9 mL/min houve uma diminuição do tempo de análise em 8 

minutos, visto que aumentando-se a vazão os analitos eluem mais rapidamente 

da coluna cromatográfica. Dessa forma, para a avaliação univariada do 

método, estabeleceu-se um fluxo de 0,9 mL/min para as corridas 

cromatográficas do método proposto. 

5.2 Otimização da metodologia analítica de forma multivariada 

Para a otimização de forma multivariada empregou-se o planejamento 

fatorial completo 2³ para a avaliação dos fatores influenciáveis na resolução.  

Na Tabela 9 estão demonstrados os 9 experimentos realizados neste estudo 

com os resultados de resolução entre os picos 5 e 6, 8 e 9 correspondentes ao 

ácido lático, dihidroxiacetona, ácido acético e ácido levulínico, respectivamente. 
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Tabela 9 - Parâmetros utilizados no Planejamento fatorial completo 2³ com ponto 
central e os resultados de resolução obtidos. Os números 5 e 6, 8 e 9 
correspondem aos compostos ácido lático e dihidroxiacetona e ácido acético e 
ácido levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

 Através das análises realizadas e os resultados obtidos e apresentados 

na Tabela 9 foi construído o Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 20. 

Como pode-se observar na Figura 19, apenas a temperatura e pH 

apresentaram influência significativa no estudo. Ambos parâmetros, pH e 

temperatura influenciaram negativamente sob a resolução dos picos, isto é, em 

valores de temperatura e pH menores, foram obtidas melhores respostas. 

Figura 20 - Diagrama de Pareto do efeito das variáveis na resolução dos picos 
5,6 e 8,9. Os números 5 e 6, 8 e 9 correspondem aos compostos ácido lático e 
dihidroxiacetona e ácido acético e ácido levulínico, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Experimento 

            Resolução 

 ( 5 e 6)          ( 8 e 9) 

1      1,57              2,54 

2      1,27              2,44 

3      1,31              2,58 

4      1,51              2,41 

5      1,60              1,11 

6      1,64              1,12 

7      1,30              1,12 

8      1,32              1,15 

PC      1,60              1,69 
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Através da linha tracejada no diagrama de Pareto que indica o limite de 

significância é possível inferir também sobre a avaliação das interações de 

todos os parâmetros da otimização, cujo fatores demarcados do lado esquerdo, 

não apresentaram influência significativa nas respostas obtidas,  mesmo 

quando avaliados separadamente, como o fluxo da fase móvel (3) e também 

quando avaliados simultaneamente, como por exemplo, nas interações de pH e 

temperatura (1by2), pH e fluxo (1by3) e temperatura e fluxo (2by3). 

 Com as variáveis mais influenciáveis obtidas no Diagrama de Pareto foi 

realizado o planejamento Doehlert e com o mesmo foram realizados sete 

experimentos, cujos resultados estão apresentados na Tabela 10 e assim 

obtidas as superfícies de resposta dos compostos em estudo, representado 

nas Figuras 21 e 22. 

Tabela 10 - Resoluções entre todos os picos (analitos) obtidas com a matriz 
Doehlert. 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

 

 

 

 

Resolução 

Experimento 

 

 (1/2) 

 

(2/3) 

 

(3/4) 

 

(4/5) 

 

(5/6) 

 

(6/7) 

 

(7/8) 

 

(8/9) 

 

(9/10) 

1 1,38 2,26 1,21 1,45 1,41 1,14 1,68 1,51 11,29 

2 1,35 2,54 1,31 1,30 1,00 1,50 1,83 1,15 11,25 

3 1,36 2,38 1,32 1,56 1,01 1,46 1,67 1,32 11,18 

4 1,41 1,98 1,20 2,18 1,31 1,21 1,61 1,97 11,68 

5 1,40 2,09 1,21 1,83 1,06 1,37 1,59 1,78 11,78 

6 1,36 2,36 1,34 1,64 1,18 1,99 1,65 1,32 11,64 

7 1,40 2,10 1,26 1,76 1,20 1,24 1,57 1,73 11,62 
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Figura 21 - Gráfico de Superfície resposta em função das variáveis pH e 
temperatura na resolução dos picos 1/2 (A); 2/3 (B); 3/4 (C) e 4/5 (D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 
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Figura 22 - Gráfico de Superfície resposta em função das variáveis pH e 
temperatura na resolução dos picos 5/6 (E); 6/7 (F); 7/8 (G); 8/9 (H) e 9/10(I). 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 
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Após a avaliação das superfícies de respostas (Figura 21 e 22), 

verificou-se que a resolução mínima obtida entre os picos 1e 2 (Fig. 21 A), 2 e 

3 (Fig. 21 B), 3 e 4 (Fig. 21 C), 4 e 5 (Fig. 21 D), 5 e 6 (Fig. 22 E), 6 e 7 (Fig. 22 

F), 7 e 8 (Fig. 22 G), 8 e 9 (Fig. 22 H) e 9 e 10 (Fig. 22 I) foram 1,36; 2,00; 1,40; 

1,50 e 1,36, respectivamente, o que prova que independentemente dos valores 

de pH e temperatura testadas a resolução mínima é maior que 1,25, ou seja, 

são ideais para fim quantitativo. 

De acordo com as Figuras 21 C, 22 E, 22 F e 22 H, correspondentes as 

resoluções entre os picos 3 e 4, 5 e 6, 6 e 7 e 8 e 9, foi feita uma avaliação das 

superfícies de resposta e chegou-se em alguns parâmetros que aparentemente 

devem ser testados com o intuito de melhorar a resolução entre estes 

compostos.  

Neste sentido foram realizados novos ensaios com pH de 1,27 e 1,41 e 

temperaturas de 42°C e 46°C, cujos resultados estão apresentados na  

Tabela 11 e que foram obtidos considerando os gráficos de superfícies 

repostas dos picos 3,4; 5,6; 6,7 e 8,9, os outros foram eliminados pela 

resolução mínima ser aceitável para fins quantitativos.  

Tabela 11 - Novos ensaios realizados com base na avaliação das superfícies de 
resposta 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

É possível através da Tabela 11 que em todas as condições, os valores 

de resolução são considerados ideias para fins quantitativos, porém em geral o 

teste que apresenta melhores valores é em pH = 1,41 e T= 42°C, portanto 

                                     Resolução 

pH 

Temperatura 

(ºC) 

 

 (3 e 4) 

 

(5 e 6) 

 

(6 e 7) 

 

(8 e 9) 

1,27 42 1,58 1,33 1,28 2,27 

1,27 46 1,65 1,32 1,30 2,02 

1,41 42 1,65 1,35 1,31 2,26 

1,41 46 1,66 1,33 1,28 2,01 
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estes  são  os valores ótimos descritos pela interpretação gráfica da superfície 

de resposta para encontrar a região ótima. 

5.3 Comparação das otimizações realizadas de forma univariada e 

multivariada 

Diante do exposto, na Tabela 12 estão demonstrados os resultados 

obtidos empregando tanto a otimização univariada (método tradicional) quanto 

a otimização multivariada em que utiliza-se o planejamento experimental 

completo 2³ e Doehlert.  

Tabela 12 - Parâmetros estudados na otimização univariada e multivariada 

* parâmetro fixo  

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

            Com a metodologia clássica têm-se alguns problemas como a não 

percepção das interações entre duas variáveis e a distinção das variações 

aleatórias de efeitos concretos, já com o planejamento experimental, que é 

baseado em teorias matemáticas, têm-se a vantagem de investigar todas as 

causas potenciais simultaneamente e ainda obter conclusões seguras a 

respeito de todos os efeitos individuais independentemente uns dos outros, 

realizando um menor número de experimentos e obtendo maiores informações 

do objeto em estudo. 

 Assim, para dar continuidade às etapas seguintes do presente trabalho, 

adotaram-se os parâmetros otimizados significativamente determinados de 

forma multivariada, pH = 1,41 e temperatura da coluna = 42ºC e os parâmetros 

                                                                                 Multivariada       

Parâmetros 

Univariada Planejamento 

fatorial completo 

2³ 

Planejament

o Doehlert 

pH da Fase móvel 1,51 1,27 1,41 

Temperatura da coluna (ºC) 30 30 42 

Temperatura do detector (ºC) 30 30 30* 

Taxa de fluxo (mL/min) 0,9 0,7; 0,8 e 0,9 0,9* 

Tempo de Análise (min) 27 35, 30 e 27 25,40 
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otimizados de forma univariada, fluxo da fase móvel = 0,9 mL/min e 

temperatura do detector = 30ºC. 

A metodologia aqui proposta apresenta algumas vantagens quando 

comparada com alguns dos trabalhos citados da literatura, como por exemplo, 

o de Bicker et al. 2005 e Sluiter et al. 2006, apresentam um tempo total de 50 

minutos de análise para a determinação de 8 e 4 produtos, respectivamente, 

enquanto a presente metodologia propõe a determinação de 10 produtos num 

tempo total de análise de 27 minutos, conforme demonstra pode a Tabela 13. 

Tabela 13 - Comparação do método otimizado com dois trabalhos da literatura 

PARÂMETROS  
TRABALHO 

1  

TRABALHO 

2  

MÉTODO 

OTIMIZADO  

 

BICKER et al. 

2005  

SLUITER et 

al. 2006   

Fase móvel  H
2
SO

4 
 H

2
SO

4 
 H

2
SO

4 
 

Taxa de fluxo  -  0,6 mL/min  0,9 mL/min  

Produtos de 

interesse  
08  04  10  

Tempo de 

análise  
50 min  50 min  25,40 min  

Temperatura 

Coluna  
55 ºC  50 ºC  42 ºC 

Detector  IR  IR  IR 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Dessa forma, estabelecida as condições ideais para a separação, 

identificação e quantificação dos compostos, iniciou-se o processo de validação 

da metodologia analítica por HPLC. 

 

5.4 Validação da metodologia analítica baseada em cromatografia líquida 

de alta eficiência  

5.4.1 Seletividade 
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A seletividade do método foi avaliada com possíveis produtos de 

degradação dos padrões de interesse e foi possível observar nos 

cromatogramas representados na Figura 23 que não houve eluição de nenhum 

interferente na matriz isenta, portanto por este teste o método mostrou-se ser 

seletivo aos analitos de interesse.  

Figura 23 - Cromatogramas obtidos das análises de seletividade para a matriz 
isenta (cor rosa)  

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Além disso, foram realizados os cálculos de seletividade para a 

determinação dos fatores de seletividade (α), medida esta que fornece a 

informação de quão bem a coluna separa os analitos da amostra  

(SKOOG et al, 2006) e estão apresentados na Tabela 12. 

Tabela 14 - Determinação dos fatores de seletividade (α) 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Como pode ser observado pela Tabela 13, através deste teste o método 

também mostrou-se seletivo, visto que os fatores de seletividade calculados 

indicaram separação suficiente entre os picos cromatográficos (α > 1). 

Picos α 

1/2 1,12 

2/3 1,04 

3/4 1,10 

4/5 1,18 

5/6 1,07 

6/7 1,07 

7/8 1,05 

8/9 1,26 

9/10 2,2 
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5.4.2 Linearidade 

Os dados da linearidade e as curvas analíticas obtidas de diluições da 

solução estoque de cada padrão na faixa de 5 µg/mL a 500 µg/mL, 

considerando a área dos picos obtidos no cromatogramas estão representados 

na Figura 24. 

Figura 24 - Curvas analíticas da determinação pela área do pico de cada padrão 
analítico.  (A) – Glicose; (B) – Frutose; (C) – Gliceraldeído; (D) – Piruvaldeído; (E)  
- Ácido lático; (F) – Dhidroxiacetona; (G) – Ácido fórmico; (H) – Ácido acético; (I) 
– Ácido levulínico e (J) HMF. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

 

A altura dos picos também foi considerada como sinal analítico para 

construção das curvas analíticas. Na mesma faixa de concentração de 5 µg/mL  

a 500 µg/mL e estas estão representadas na Figura 25. 
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Figura 25 - Curvas analíticas da determinação pela altura do pico de cada padrão 
analítico.  (A) – Glicose; (B) – Frutose; (C) – Gliceraldeído; (D) – Piruvaldeído; (E) 
- Ácido lático; (F) – Dhidroxiacetona; (G) – Ácido fórmico; (H) – Ácido acético; (I) 
– Ácido levulínico e (J) HMF. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

  

 Todas as curvas apresentaram o número de pontos adequados para a 

construção da curva, sendo superior a 5 pontos tanto para área como para a 

altura e os pontos aqui excluídos foram os que ficaram abaixo do intervalo de 

confiança de 95% estabelecidos pelo programa Origin®. 

Pela classificação do INMETRO, o método proposto apresentou uma 

linearidade ideal tanto pela área quanto pela altura dos picos, quando 

considerados como sinal analítico, pois observando os valores apresentados 

na Tabela 14, os valores de coeficientes de correlação (r) foram maiores ou 

igual a 0,9971.  
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Tabela 15 - Coeficientes de correlação e equação da reta das curvas analíticas 
obtidas no intervalo de 5 µg/mL a 500 µg/mL para todos os padrões analíticos 
 

PADRÕES ÁREA DO PICO ALTURA DO PICO 

 r Equação r Equação 

Glicose 0,9994 y = 1023,53 + 170,29 x 0,9981 y = 63,36 + 13,87 x 

Frutose 0,9995 y = 1066,08 + 261,77 x 0,9998 y = 89,48 + 20,50 x 

Gliceraldeído 0,9995 y = 796,88 + 147,28 x 0,9984 y = 58,30 + 11,51 x 

Piruvaldeído 0,9987 y = 77,75 + 53,25 x 0,9974 y = 15,33 + 3,44 x 

Ác. lático 0,9990 y = 172,01 + 74,33 x 0,9991 y = 21,00 + 4,64 x 

DHA 0,9981 y = 274,61 + 117,24 x 0,9992 y = 32,37 + 8,50 x 

Ác. fórmico 0,9982 y = 6,78 + 39,27 x 0,9999 y = 6,71 + 2,57 x 

Ác. acético 0,9972 y = 24,00 + 107,83 x 0,9992 y = 14,20 + 5,06 x 

Ác.levulínico 0,9983 y = 272,65 + 139,17 x 0,9998 y = 23,10 + 6,47 x 

HMF 0,9973 y = 1429,64 + 122,67 x 0,9992 y = 40,44 + 5,08 x 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Cabe ressaltar, que quanto mais próximo de 1 o valor de “r” estiver, 

maior a relação linear entre as duas variáveis (área pico versus concentração e 

altura do pico versus concentração). As equações da reta foram plotadas no 

origin para posteriores cálculos de concentração e para a validação do método 

analítico proposto. 

De acordo com os dados apresentados na Tabela 14, observou-se que o 

método mostrou maior sensibilidade quando a área foi tomada como sinal 

analítico e não a altura, uma vez que quanto maior o coeficiente angular da reta 

maior a sensibilidade do método analítico.  

 

5.4.3 LD e LQ  

Os limites de detecção foram calculados de acordo com o método 

baseado em parâmetros da curva analítica e descritos na parte experimental. 

Na determinação dos parâmetros pela área dos picos obtidos foi determinado 

um intervalo de 0,54 – 1,34 µg/mL para o limite de detecção e para o limite de 

quantificação foi estabelecida a faixa de 1,64 – 4,06 µg/mL. Quando 
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considerou-se a altura dos picos, os limites de detecção e quantificação ficaram 

na faixa de 0,78 – 1,79 µg/mL  e 2,37 – 5,43 µg/mL , respectivamente conforme 

mostra a Tabela 15. 

 Tabela 16 - Limites de detecção e limites de quantificação obtidos através dos 
dados das curvas analíticas 

Limite de detecção e limite de quantificação (µg/mL)  

PADRÕES  ÁREA DO PICO  ALTURA DO PICO  

 LD  LQ          LD  LQ  

Glicose  0,97  2,95        1,29  3,9  

Frutose  0,54  1,64        1,76  5,32  

Gliceraldeído  0,71  2,16        1,26  3,8  

Piruvaldeído  1,3  3,93         0,98  2,96  

Ácido Lático  0,93  2,83         1,64  4,96  

Dihidroxiacetona  0,63  1,90         0,78  2,37  

Ácido fórmico  0,91  2,76        1,06  3,22  

Ácido Acético  0,98  2,97       1,34  4,06  

Ácido Levulínico  1,34  4,06       1,68  5,1  

Hidroximetilfurfural  1,22  3,70       1,79  5,43  

 Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

 Em alguns trabalhos da literatura, recomenda-se atribuir como limite de 

quantificação o menor ponto da curva, ou seja, para o presente trabalho foi de 

5 µg/mL, o que é validado para a área e altura do pico, pois os valores de LD e 

LQ obtidos não foram muito altos, apresentando assim resultados satisfatórios.  

Os intervalos lineares dos padrões estão representados na Tabela 16 de 

acordo com a área e a altura dos picos. 
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Tabela 17 - Intervalo linear obtido das curvas de calibração 

Intervalo linear µg/mL  

PADRÕES  ÁREA DO PICO  ALTURA DO PICO  

Glicose  

2,95  

500,00         

3,9  

500,00  

Frutose  1,64  500,00  5,32  500,00  

Gliceraldeído  2,16  500,00  3,8  500,00  

Piruvaldeído  3,93  500,00  2,96  500,00  

Ácido Lático  2,83  500,00  4,96  500,00  

Dihidroxiacetona  1,90  500,00  2,37  500,00  

Ácido fórmico  2,76  500,00  3,22  500,00  

Ácido Acético  2,97  500,00  4,06  500,00  

Ácido Levulínico  4,06  500,00  5,1  500,00  

Hidroximetilfurfural  3,70  500,00  5,43  500,00  

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

 

5.4.4 Precisão  

5.4.4.1 Precisão instrumental 

A precisão do método foi avaliada através de 10 injeções sucessivas da 

mesma amostra seguido por um branco, e assim determinada a precisão 

instrumental. Por intermédio dos dados obtidos foi possível calcular os valores 

de desvio padrão e coeficientes de variação (CV) apresentados na Tabela 17.  
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Tabela 18 - Dados obtidos para o estudo da precisão instrumental do método 

  ÁREA DO PICO ALTURADO PICO 

Padrões Desvio Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) Desvio Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) 

Glicose 1,40 0,77 0,44 0,25 

Frutose 1,85 1,09 0,60 0,34 

Gliceraldeído 1,72 0,96 0,64 0,36 

Piruvaldeído 2,18 1,22 1,09 0,66 

Ác. Lático 1,88 1,13 0,61 0,36 

DHA 1,60 0,97 0,61 0,37 

Ác. fórmico 0,96 0,60 0,67 0,40 

Ác. Acético 1,07 0,65 0,78 0,42 

Ác. Levulínico 2,12 1,25 0,69 0,38 

HMF 3,82 2,23 1,48 0,86 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Os valores de desvio padrão e coeficiente de variação obtidos foram  

≤ 2,18 e ≤ 0,25 µg/mL tanto pela área quanto pela altura. Estes resultados 

mostram que a metodologia proposta é precisa, visto que para análises deste 

tipo de amostra são aceitos valores de coeficiente de variação de até 20%, os 

baixos valores dos desvios-padrão também corroboraram para indicar que 

estes parâmetros avaliados apresentam um conjunto de dados homogêneos. 

5.4.4.2 Repetitividade 

A repetitividade foi obtida através de injeções de 10 amostras na 

concentração de 250 μg/mL obtidas em diferentes preparações. Os resultados 

de área e altura foram plotados nas curvas de calibração para determinação da 

concentração e estão representados na Tabela 18. Das concentrações foram 

determinados o desvio padrão e o CV.  
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Tabela 19 - Dados obtidos para a Repetitividade  

  ÁREA DO PICO ALTURADO PICO 

Padrões Desvio Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) Desvio Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) 

Glicose 2,13 2,02 0,83 0,77 

Frutose 1,86 1,79 0,93 0,83 

Gliceraldeído 2,73 2,57 0,41 0,38 

Piruvaldeído 3,43 3,15 1,28 1,27 

Ác. Lático 2,74 2,60 0,45 0,39 

DHA 1,40 1,43 0,39 0,40 

Ác. fórmico 1,59 1,56 0,77 0,71 

Ác. Acético 3,16 3,24 1,19 1,05 

Ác. Levulínico 3,11 3,20 1,70 1,63 

HMF 7,41 6,33 1,88 1,74 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Foi possível inferir que os coeficientes de variação obtidos tanto pela 

área como pela altura do pico foram ≤ 6,33, estando na faixa permitida de até 

20%, os valores de desvio padrão pela área foram ≤ 7,41 e pela altura ≤ 1,88, 

logo o método é repetitivo. 

 

5.4.4.3 Precisão intermediária 

Este parâmetro foi feito por outro analista em dia diferente, através da 

preparação de 10 amostras de padrões na concentração de 450 μg mL-1 e 

injetadas no HPLC. As concentrações foram obtidas a partir das curvas de 

calibração e posteriormente foram determinados o desvio padrão e o CV, os 

quais estão representados na Tabela 19.  
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Tabela 20 - Dados obtidos para a Precisão intermediária  

  ÁREA DO PICO ALTURADO PICO 

Padrões Desvio Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) Desvio 
Padrão 
(µg/mL) 

CV (%) 

Glicose 2,39 2,09 2,17 1,90 

Frutose 2,7 2,48 2,34 2,02 

Gliceraldeído 2,96 2,63 2,71 2,46 

Piruvaldeído 3,30 2,93 2,85 2,83 

Ác. Lático 2,84 2,49 3,01 2,50 

DHA 2,11 1,93 1,81 1,69 

Ác. fórmico 1,41 1,51 1,37 1,39 

Ác. Acético 1,97 1,86 1,10 0,92 

Ác. Levulínico 2,33 2,19 1,80 1,63 

HMF 3,50 2,97 1,81 1,64 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Através dos dados da Tabela 19, observa-se que os coeficientes de 

variação obtidos tanto pela área como pela altura do pico foram ≤ 3,50%. Os 

desvios padrão obtidos pela área foram ≤ 3,50 e pela altura ≤ 3,01, indicando 

que o método apresenta precisão intermediária adequada. 

Para comparação entre os diferentes analistas, foram utilizados os 

resultados obtidos na precisão intermediária com os obtidos no teste de 

repetitividade e construída a Tabela 20.  
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Tabela 21 - Comparação dos coeficientes de variação entre os dois analistas na 
determinação da precisão intermediária  

  ÁREA DO PICO  
CV (%) 

ALTURA DO PICO 
CV (%) 

Padrões Analista 1  
 

Analista 
2  
 

Analista 1  
 

Analista 
2  
 

Glicose 2,02 2,09 0,77 1,90 

Frutose 1,79 2,48 0,83 2,02 

Gliceraldeído 2,57 2,63 0,38 2,46 

Piruvaldeído 3,15 2,93 1,27 2,83 

Ác. Lático 2,60 2,49 0,39 2,50 

DHA 1,43 1,93 0,40 1,69 

Ác. fórmico 1,56 1,51 0,71 1,39 

Ác. Acético 3,24 1,86 1,05 0,92 

Ác. Levulínico 3,20 2,19 1,63 1,63 

HMF 6,33 2,97 1,74 1,64 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

É possível observar de acordo com a Tabela 20 que não houve maiores 

divergências entre os coeficientes de variação obtidos com a modificação dos 

analistas em diferentes dias de análises. Além disso, foi realizado o teste F 

através da Equação 4, cujos valores calculados estão apresentados na Tabela 

21, afim de saber se os desvios-padrão dos dois analistas eram 

“significamente” diferentes entre si.  

Fcalculado = S1
2/ S2

2                Equação 4 

Onde F é o quociente entre os quadrados dos valores de desvio-padrão.  
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Tabela 22 - Teste F para a comparação dos desvios-padrão dois analistas na 
determinação da precisão intermediária 

ÁREA DO PICO ALTURA DO PICO 

 S1
2 S2

2 Teste 

F 

S1
2 S2

2 Teste F 

Glicose 2,13 2,39 0,79 0,83 2,17 0,14 

Frutose 1,86 2,75 0,46 0,93 2,34 0,15 

Gliceraldeído 2,73 2,96 0,85 0,41 2,71 0,02 

Piruvaldeído 3,43 3,30 1,08 1,28 2,85 0,20 

Ác. Lático 2,74 2,84 0,93 0,45 3,01 0,02 

DHA 1,40 2,11 0,44 0,39 1,81 0,04 

Ác. fórmico 1,41 1,59 0,79 0,77 1,37 0,31 

Ác. Acético 1,97 3,16 0,38 1,10 1,19 0,86 

Ác. Levulínico 2,33 3,11 0,55 1,70 1,80 0,89 

HMF 3,50 7,41 0,22 1,88 1,81 1,07 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Através foram calculados num nível de confiança de 95% e comparados 

a valores tabelados de S1
2 e S2

2 de acordo com o grau de liberdade 2 (n-1), que 

corresponde a 19. Dessa forma através da avaliação dos valores obtidos na 

Tabela 21, os valores de F calculados demonstraram ser menores dos que o 

valor tabelado, portanto os desvios-padrão dos dois analistas não são 

significativamente diferentes um do outro, corroborando assim com os 

coeficientes de variação, calculados anteriormente.  

5.4.5 Recuperação  

O ensaio de recuperação foi executado através da fortificação da matriz 

da amostra com os padrões de trabalho em três níveis de concentrações, ou 

seja, uma concentração inicial, intermediária e máxima da curva analítica. 

Os valores de recuperação estão representados na Tabela 22, os quais 

foram calculados de acordo com a equação abaixo:  
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Recuperação (%) = (valorobtido / valoradicionado) x 100% 

 

Tabela 23 - Valores obtidos para o ensaio de recuperação 

                                                 ÁREA DO PICO                                       ALTURA DO 
PICO 

Recuperação (%) 

Concentração 
dos padrões 

(μg/mL) 

10  150  450  10  150  450  

Glicose 98,57 91,11 105,83 101,39 103,22 95,09 

Frutose 106,88 100,86 99,83 100,73 105,73 93,85 

Gliceraldeído 90,58 96,91 106,26 94,41 102,64 98,14 

Piruvaldeído 102,95 92,16 105,87 103,59 105,10 104,05 

Ác. Lático 96,59 96,53 105,60 96,89 105,52 104,60 

DHA 106,47 98,18 106,52 101,84 106,87 104,48 

Ác. fórmico 104,43 91,04 95,37 113,91 105,35 100,50 

Ác. Acético 103,31 95,56 94,00 114,05 103,38 94,32 

Ác. Levulínico 104,14 91,13 98,60 90,97 104,42 92,95 

HMF 99,72 101,12 100,35 97,39 104,10 95,10 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

Os valores de recuperação variaram entre 90,58 e 106,87%, estando de 

acordo com as especificações esperadas, as quais determinam que os 

intervalos aceitáveis estejam entre 90 e 107% para a faixa de concentração (%) 

maior ou igual a 0,01 (BRITO, 2001).  

5.4.6 Robustez  
 

A robustez do método foi avaliada a partir das principais variáveis do 

sistema em estudo. Foram avaliados pH (±0,1) e temperatura (± 5 ˚C). Os 

resultados obtidos no teste de robustez estão apresentados nas Tabelas 23 e 

24, respectivamente. 
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Tabela 24 - Variação obtida com a mudança da temperatura da coluna 

  ÁREA 

DO 

PICO 

    ALTUR

A DO 

PICO 

 

Compostos Condição 

Inicial 

(µg/mL) 

V1 

(µg/mL) 

V2 

(µg/mL) 

SÁrea 

(µg/mL) 

Condição 

Inicial 

(µg/mL) 

V1 

(µg/mL) 

V2 

(µg/mL) 

SAltura 

(µg/m) 

Temperatura 

(ºC) 

42 37 47   37 47  

Glicose 351,15 346,23 334,27 2,39 354,83 324,61 339,72 2,17 

Frutose 349,16 353,00 335,59 2,7 358,58 349,18 337,96 2,34 

Gliceraldeído 340,72 363,45 360,15 2,96 353,96 350,39 332,46 2,71 

Piruvaldeído 367,98 365,93 326,42 3,30 357,64 336,88 355,63 2,85 

Ác. Lático 348,48 358,33 315,69 2,84 358,27 356,80 322,02 3,01 

DHA 350,18 339,59 326,42 2,11 360,31 339,59 341,21 1,81 

Ác. fórmico 358,38 360,29 319,84 1,41 358,03 360,29 331,06 1,37 

Ác. Acético 345,03 339,78 326,56 1,97 355,07 359,51 348,94 1,10 

Ác. Levulínico 361,62 334,43 322,53 2,33 356,62 349,88 342,87 1,80 

HMF 359,95 353,86 327,33 3,50 356,15 353,86 338,20 1,81 

  

 

    

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 
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Tabela 25 - Variação obtida com a mudança do pH da fase móvel 

 

  ÁREA 

DO 

PICO 

    ALTURA 

DO PICO 

 

Compostos Condição 

Inicial 

(µg/mL) 

V1 

(µg/mL) 

V2 

(µg/mL) 

SÁrea 

(µg/mL) 

Condição 

Inicial 

(µg/mL) 

V1 

(µg/mL) 

V2 

(µg/mL) 

SAltura 

(µg/mL) 

pH  1,41  1,40  1,42    1,40  1,42   

Glicose  351,15  348,84  332,83  2,39  354,83  350,78  352,56  2,17  

Frutose  349,16  358,10  328,46  2,7  358,58  351,68  350,42  2,34  

Gliceraldeído  340,72  355,55  343,47  2,96  353,96  361,28  348,31  2,71  

Piruvaldeído  367,98  356,62  364,18  3,30  357,64  347,33  349,98  2,85  

Ác. Lático  348,48  359,23  366,08  2,84  358,27  354,02  353,75  3,01  

DHA  350,18  351,11  365,69  2,11  360,31  361,69  359, 25  1,81  

Ác. fórmico  358,38  359,73  351,73  1,41  358,03  356,01  350,07  1,37  

Ác. Acético  345,03  351,20  330,11  1,97  355,07  347,67  351,80  1,10  

Ác. Levulínico  361,62  351,78  325,31  2,33  356,62  351,58  350,45  1,80  

HMF  359,95  355,86  332,83  3,50  356,15  348,16  353,13  1,81  

  
 

    
 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2016 
 

Pode-se observar que apenas compostos como dihidroxiacetona, glicose 

e piruvaldeído apresentaram concentrações similares às iniciais depois dos 

ensaios de robustez realizados, portanto o método de forma geral o método 

não foi robusto. Isto pode ser explicado pelo valores de variação de 

temperatura e pH serem altos, cabe à estudos futuros uma avaliação da melhor 

taxa de variação aplicadas à robustez do método analítico.  

 
5.5. Aplicação da metodologia proposta  

 
Após a validação do método foi obtida uma amostra de uma reação teste 

de conversão da celulose (Figura 26) e frutose (Figura 27) realizada no GCaR 

para análise dos possíveis produtos formados. Através da Figura 26, pode-se 

observar que foram determinados 7 produtos (glicose, frutose, gliceraldeído, 

ácido lático, ácido fórmico, ácido acético e HMF). Assim como mostrado na 

Figura 27, foram determinados 7 produtos (glicose, gliceraldeído, DHA, ácido 

lático, ácido fórmico, ácido acético e HMF). 
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Figura 26 - Cromatograma obtido na aplicação do método para a reação de 
hidrólise da celulose. Condições reacionais: temperatura de 190ºC, à 10 bar, com 
60 mL de água deionizada, catalisador MoO3/TiO2, 0,48g de celulose e tempo 
reacional de 1h.  Picos 1,2,3,4,5,6 e 7 são equivalentes aos compostos glicose, 
frutose, gliceraldeído, ácido lático, ácido fórmico, ácido acético e HMF, 

respectivamente.  
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

 

Todos estes compostos identificados puderam ser quantificados tanto 

pela área quanto pela altura, onde foram encontrados 0,095% de glicose, 

0,135% de frutose, 0,006% de gliceraldeído, 0,655%  de ácido lático, 5,3% de 

ácido fórmico, 0,008% de ácido acético  e 2,830% de HMF pela área  e 0,120% 

de glicose, 0,146% de frutose, 0,012% de gliceraldeído, 0,545%  de ácido 

lático, 0,328% de ácido fórmico, 0,021% de ácido acético  e 0,093 % de HMF 

pela altura .   
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Figura 27 - Cromatograma obtido na aplicação do método para a reação de 
conversão da frutose. Condições reacionais: temperatura de 190ºC, à 10 bar, 
com 60 mL de água deionizada, catalisador de óxido de estanho (SnO2), 0,48g de 
frutose e tempo reacional de 30 min. Picos 1,2,3,4,5,6,7 e 8 são equivalentes aos 
compostos glicose, frutose, gliceraldeído, ácido lático, dihidroxiacetona, ácido 
fórmico, ácido acético e HMF, respectivamente. 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2016 

 

Através do cromatograma representado pela Figura 27 foram 

quantificados quando levou-se em consideração a área do pico para os 

cálculos 0,239% de glicose, 0,329% de gliceraldeído, 0,781%  de ácido lático, 

0,316% de dihidroxiacetona; 0,129% de ácido fórmico, 0,275% de ácido acético  

e 8,470 % de HMF. Pela altura do pico foram encontrados 0,292% de glicose,  

4,660% de gliceraldeído, 0,391% de ácido lático, 0,944% de dihidroxiacetona, 

0,344% de ácido fórmico, 1,160% de ácido acético  e 0,365% de HMF.   
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O método proposto para a determinação dos produtos da reação de 

hidrólise da celulose por HPLC apresentou resultados considerados 

satisfatórios em relação a alguns trabalhos da literatura, visto que foi possível a 

determinação simultânea, pela separação, identificação e quantificação de 10 

produtos da reação em 25,40 minutos de análise, com temperatura da coluna 

em 42°C, utilizando uma solução de H2SO4 como fase móvel, com fluxo de 

0,70 mL/min e pH=1,42.  

Através das otimizações univariada e multivariada chegou-se a melhores 

valores de resolução com a multivariada, e através da superfície resposta foi 

possível obter os valores ótimos das variáveis influenciáveis na resolução dos 

picos e assim a metodologia proposta pôde ser validada tomando-se como 

sinal analítico tanto área quanto a altura dos picos cromatográficos. 

As curvas analíticas apresentaram relação linear adequada entre sinal 

analítico e concentração, uma vez que o coeficiente de correlação foi ≥ 0,9972 

tanto pela área quanto pela altura. O método proposto mostrou-se ser seletivo 

através das diferentes formas de avaliação utilizadas, em relação aos ensaios 

de precisão foram obtidos valores de CV ≤ 3,24 %, o que está de acordo com 

as normas exigidas.  O método mostrou-se ser exato através dos ensaios de 

recuperação para a faixa de variação de 90,58 a 106,87%. Em relação à 

robustez apenas os compostos, dihidroxiacetona, glicose e piruvaldeído não 

sofreram alteração em suas concentrações nos ensaios de robustez realizados, 

logo o método mostrou-se ser robusto para estes compostos. Desta forma, 

através da avaliação de todos os parâmetros de validação exigidos, foi possível 

quantificar com êxito dez compostos da reação de conversão da celulose e 

frutose. 
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