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RESUMO

Devido a grande demanda energética global e a preocupagdo com a preservacao
ambiental, a utilizacdo de fontes de energia renovavel estd se tornando uma
estratégia muito importante. Neste sentido, a celulose é atualmente um dos recursos
renovaveis mais abundantes e promissores, pois através do seu processamento
pela reacdo de hidrélise sdo obtidos biocombustives e insumos de grande interesse
industrial, como: hidroximetilfurfural (HMF), dihidroxiacetona (DHA), piruvaldeido,
gliceraldeido e os &cidos acético, formico, latico e levulinico. Diante disso, o
presente trabalho propde a otimizagéo e a validacdo de uma metodologia analitica
baseada na técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
determinacdo dos produtos da conversdo da celulose. A otimizacdo do meétodo
proposto foi avaliada de forma univariada e de forma multivariada. No método
otimizado por HPLC utiliza uma coluna de troca catidnica, uma solugédo de H,SO,,
como fase mével 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 analise de 25,40
minutos. Para este estudo foram utilizados 10 padrbdes analiticos (glicose, frutose,
gliceraldeido, piruvaldeido, &cido latico, dihidroxiacetona, acido formico, &cido
acético, acido levulinico e HMF). O método de HPLC foi validado através da
verificacdo de parametros como, seletividade, linearidade, limite de deteccéo e limite
de quantificacdo, precisdo (repetitividade, precisdo intermediaria, precisao
instrumental), exatiddo e robustez. Estes parametros foram avaliados levando-se em
consideracdo tanto a area quanto a altura dos picos. As curvas analiticas
apresentaram coeficiente de correlacao = 0,9972. A metodologia proposta mostrou-
se sensivel e precisa para a faixa de concentracdo adotada de 5 a 500 pg/mL. Na
precisao instrumental, precisdo intermediaria e repetitividade foram obtidos valores
de CV =< 6,33%. A exatiddo do método apresentou valores de recuperacédo de 90,58
a 106,87%, o método proposto € robusto apenas para pequenas variacbes de
pH (x1) e temperatura (£5) para dihidroxiacetona, glicose e piruvaldeido, fato que
pode ser explicado pelo alto valor de temperatura e pH, ficando esta variacdo para

estudos futuros.

Palavras chaves: Celulose. Otimizagao. Validagao. 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 pg / 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. INTRODUCAO

Devido a grande demanda energética global e a preocupacdo com a
preservacdo ambiental tem-se recorrido a recursos renovaveis como a
celulose, a qual quando submetida ao processo de hidrélise gera acucares
como: glicose, frutose, xilose e galactose (YUAN et. al., 2016).

Aclcares como a glicose e frutose podem ainda ser convertidos em
outros produtos de grande interesse industrial, tais como: hidroximetilfurfural
(HMF), dihidroxiacetona (DHA), piruvaldeido, gliceraldeido e os acidos férmico,
acetico, latico e levulinico (CHHEDA et. al., 2007).

Os acucares e outros produtos que sao obtidos a partir da biomassa sao
usualmente analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
sua popularidade se da por apresentar algumas vantagens, como, preparagéo
relativamente simples de amostras e uma a capacidade de detectar e
guantificar diferentes acucares simultaneamente (SLUITER et. al., 2008,
SLUITER et. al., 2011 e ZHANG E RUNGE, 2012).

Esta técnica € a mais empregada em diversos trabalhos da literatura na
area da catalise (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 analiticos
utilizados levam em consideracdo apenas a eficiéncia dos catalisadores em
estudo e questdes importantes em metodologias de analises, como um maior
namero de compostos detectados em um menor tempo de corrida sao
negligenciados, fatores importantes que contribuem na qualidade e eficiéncia
das industrias.

Desta forma, visando a grande importancia da determinacdo de
acucares e produtos obtidos na reacéo de hidrdlise e degradacéo da celulose e
derivados e o nenhum relato da literatura quanto a validacdo do método
cromatografico para este tipo de reacdo, € proposta a otimizacdo e validacao
de uma metodologia analitica utilizando HPLC para a separacao, identificacéo

e quantificacdo dos produtos da hidrélise e degradacéo da celulose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar e validar uma metodologia analitica para a separacgao,

identificacéo e quantificacdo dos produtos obtidos na reacdo de degradacao da

celulose pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v

v

Otimizar a metodologia analitica de forma univariada,;

Otimizar a metodologia analitica de forma multivariada com

planejamento fatorial 23 e matriz Doehlert;

Comparar as otimizagbes do meétodo feitas de forma univariada e

multivariada;

Validar a metodologia analitica através da avaliacdo dos seguintes
parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, faixa linear,

robustez, limite de deteccéo e limite de quantificacéo;

Avaliar a eficiéncia da metodologia proposta através da andlise de

amostras reais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aproveitamentos da biomassa para a geracédo de energia e produtos

guimicos

Recursos fésseis como, petréleo, gas natural e carvdo sdo os principais
responsaveis pelo abastecimento de energia e iniUmeros materiais modernos,
como polimeros, resinas, téxteis, lubrificantes, fertilizantes, etc. Os custos da
exploracdo, desenvolvimento e de acesso a esses recursos fésseis néo
renovaveis sao refletidos no preco de barril do petréleo, cujo valor em 2015,
chegou a marca de US$ 95,00 por barril e projeta-se 0 aumento para US$
125,00 por barril, em 2035. Além do alto preco, os combustiveis derivados do
petréleo apresentam efeitos negativos ao meio ambiente, como o0 aumento da
concentragcdo de CO, na atmosfera terrestre, resultado da queima dos
combustiveis fosseis, causando grande impacto ao clima global (EIA, 2011 e
CAMPBELL et. al., 1998).

Segundo a EIA 2016, as emissdes de CO, provenientes do petrdleo e
seus derivados aumentardo de 32,2 bilhdes de toneladas em 2012 para 35,6
bilhdes de toneladas em 2020 e 43,2 bilhdes de toneladas métricas em 2040,
conforme mostra a Figura 1. Esse aumento € atribuido ao desenvolvimento de
alguns paises e sua necessidade em combustiveis fésseis para atender ao
crescimento acelerado da demanda de energia (EIA, 2016).
Figura 1 - Emissdes de dioxido de carbono relacionadas com a energia do

mundo por tipo de combustivel, 1990-2040 (bilhdes de toneladas).
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Fonte: Adaptado do relatorio anual da Administragédo Internacional de Energia (EIA),
2016.
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A demanda energética mundial vai de 21,6 trilhdes de
quilowatts-hora (kWh), em 2012 para 25,8 trilndes de kWh em 2020 e
para 36,5 trilhdes de kwh em 2040 (Figura 2). Muitos paises adotaram politicas
e regulamentos para reduzir as emissdes de gases do efeito estufa, isto tem
influenciado no crescimento da utilizacdo de energia renovavel que mostram
aumentos médios de 2,9% por ano de 2012 a 2040, representando um total de
5% da produc&o mundial em 2012.

Figura 2 - Geragdo liquida de eletricidade mundial por fonte de energia, 2012-40
(trilhdes de quilowatts-hora).
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Fonte: Adaptado do relatério anual da Administracdo Internacional de Energia (EIA),
2016.

Questbes como estas, estimulam a mudanca na utilizacdo de recursos
fésseis por alternativas renovaveis. Para um pais com clima tropical, como o
Brasil, a matéria prima natural indicada para substituir o petréleo é a biomassa,
pois além de ser um recurso renovavel, conduz a reducdo da emissdo dos
gases poluidores do ar, visto que a queima “completa” da mesma gera apenas
CO; e H,O (CORTEZ et. al., 1997). Além disso, esta matéria prima vem
ganhando destaque mundialmente por fornecer insumos quimicos de grande

valia, além de geracédo de energia.
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3.2 Biomassa

A biomassa pode ser definida como qualquer matéria orgénica que
possa ser transformada em energia mecanica, térmica ou elétrica ou produtos
quimicos (Atlas de Energia Elétrica do Brasil, 2008). A biomassa que abrange
madeira, gramineas, talos de &rvores e palhas é composta de celulose,
hemicelulose e lignina (KLOCK, 2010).

Na Figura 3 estdo representados o0s principais componentes da
biomassa, classificados em: celulose, hemicelulose e lignina (RUBIN et. al.,
2008).

Figura 3 - Principais componentes da biomassa lignocelul6sica.

Biomassa |
1
c 1 1 1
\ Celulose { Hemicelulose [ Lignina
L ; . | " ; i
cs ( c5+Cs Polimero
Polissacarideos | Polissacariceos | complexo
) : ' | I
’ He [ Hexoses + Compostos
| ROSee ) Pentoses fenclicos
- J 7
OH 2
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H_ o e O =
HO o \ ocHy
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OH OH HyCO i N
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Hexoses Pentoses /D\Q&J on
OCH,
Lignina

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

A celulose classifica-se como um polissacarideo constituido de ligacdes
entre mondémeros de hexose; a hemicelulose € um heteropolissacarideo
formado por uma combinacdo de mondémeros de pentose e hexose e a lignina
€ um polimero de natureza aromatica com alto peso molecular que tem como

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

Em geral, a biomassa € constituida 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 - Distribuicdo dos importantes componentes orgénicos da biomassa
lignocelulosica.

Hemicelulose_J Lignina
23-32% 15-25%

Celulose
38-50%

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

3.2.1 A celulose

A celulose consiste numa sequéncia linear de unidades de D-glicose por
ligagbes glicosidicas B (1—4), com até 10.000 unidades de glicose por
molécula. A condensagdao de duas moléculas de B-D-glicose unidas por
ligacOes deste tipo gera a celobiose, que é a repeticdo 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 s - Representagéo esguematica da molécula de celulose

[ee7 o i”" ol b7 L o \{%‘“\%ﬁ“a{n
<.’JH <;” OH
Fonte: SANTOS, F. A. et. al., 2012.
A celulose € o principal componente das paredes celulares nos vegetais
e um dos compostos organicos mais abundantes na biosfera, encontrada em
frutas, hortalicas e cereais. Devido as moléculas estarem intimamente
compactadas em forma de fibras longas, a celulose apresenta alto grau de
cristalinidade, rigidez e € insoluvel em agua, além de ser resistente a digestao
pelas enzimas humanas (MOTTA e LINEBACK, 1999).
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A estrutura da celulose apresenta regides com elevado grau de
cristalinidade, devido a alta organizacdo das unidades de glicose provenientes
da forte rede de ligacdes de hidrogénio, porém em algumas regides de menor
organizagao existe uma parte amorfa na celulose. Assim, na primeira regiao,
haverd uma maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatacao
diferentemente da segunda, na regido amorfa a fibra possuird maior
flexibilidade para interagir em diferentes reacées (VASQUEZ et. al., 2007;
CASTRO, 2009).

A celulose separada dos demais componentes do material
lignocelulésico ird apresentar grande reatividade conduzida pela sua estrutura
quimica e fisica, que implica em deixa-la suscetivel a diferentes tipos de
reacdes, como: reacdes de adicdo, substituicdo, degradacdo e hidrélise. No
entanto, a hidrdlise da celulose gerando glicose e frutose destaca-se por ser o
ponto de partida e ponto de entrada para obtencdo de insumos importantes da
industria quimica (VASQUEZ et. al., 2007; ARANTES et. al., 2010 e HU L. et.
al., 2015).

3.3. Mecanismo da Hidrdlise da celulose

Para o processamento de polissacarideos, utiliza-se a reagdo de
hidrolise que é feita com o material celulésico quebrado ou moido, visto a
dificuldade de sua estrutura altamente cristalina, a qual dificulta na absorcao de
solventes. Dessa forma, podem ser aplicadas duas rotas no processo de
hidrolise. Na primeira utiliza-se o emprego de acidos diluidos ou como na
segunda, aplicam-se enzimas como catalisadores a fim de formar produtos de
degradacado com bons rendimentos do material pré-tratado. Em ambas as rotas
sdo pré-estabelecidas condi¢cdes de operacdo que favorecam a formacdo dos
produtos desejados (OGEDA et. al., 2010).

3.3.1 Hidrélise enzimatica

O processo de hidrélise enzimatica consiste num dos principais passos
para a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo, que ocorre
inicialmente apos o pré-tratamento do material lignoceluldsico seguido da acao

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


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926337315001174
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gue empregam este percurso para a conversdo bioquimica do material
lignocelulésico em bioetanol estabelecem quatro passos principais, que
consiste no pré-tratamento, na hidrélise enzimatica, na fermentacdo e
separacdo. O intuito da aplicacdo da hidrolise enzimética € 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 biotecnolégico, no entanto, apresenta algumas
desvantagens, tais como uma baixa relagcdo de espaco-tempo-rendimento,
além da producao de pequenas quantidades de sal oriundo da regulacéo do pH
durante a fermentacdo. Com as deficiéncias desta rota, a hidrélise acida passa
a ser uma alternativa para a producao de insumos quimicos a partir da celulose
(FAITH, 1945).

3.3.2 Hidrdlise acida

Segundo OGEDA et. al. 2010, a hidrolise acida inicia com a protonacao
do oxigénio glicosidico (Figura 6 a) com posterior quebra da ligacdo C1-0. O
carbocation gerado na etapa b é estabilizado pela deslocalizacdo do par de
elétrons existente sobre o oxigénio do anel glicosidico, adjacente a C1. O
ataque nucleofilico da agua sobre C1 (Figura 6 c) com regeneracao do acido
(Figura 6 d e 6 e) encerra a etapa de despolimerizacdo (se esta ocorrer no
interior da cadeia da celulose, gerando novos terminais) ou de producdo de

glicose (quando ocorre hidrdlise diretamente nos terminais).

Figura 6 - Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por acido.

s, o on e Fonte: OGEDA, T. L. et. al., 2010.
Ho OH O\ O oH
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3.4 Produtos obtidos através da degradacao da celulose

A Figura 7, mostra de forma sintética, as grandes contribui¢des advindas
do processo da hidrdlise da celulose, com a geracdo das espécies quimicas
gue tem grande valor comercial e grande importancia para a sociedade.

Figura 7. Possibilidades de aplicacdes dos derivados quimicos da celulose.
Aplicagao
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aditivos para combustiveis

Produtos quimicos, solventes e monémeros
Fonte: Elaborado pela autora, 2016. r para a sintess de polimeros

3.4.1. Glicose

A glicose € um dos compostos mais importantes para o metabolismo
biolégico e € o componente basico mais abundante dos polissacarideos, tais
como amido e celulose. Por ndo ser geralmente disponivel na natureza é
necessario o uso de tecnologias modernas para sua consequente producao por
amido ou de celulose (ARGUN et. al., 2016).

Esta substancia quimica possui cinco grupos hidroxilas e um grupo
aldeido, que a deixa com caracteristicas de poli-alcoois e aldeidos, 0 que a
torna uma matéria-prima ideal para sintetizar varios produtos quimicos e
combustiveis. Além disso, a conversdo 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 renovavel tem atraido atencdo ndo somente para
suprir as crescentes demandas de energia, mas também para a obtencdo de
importantes insumos quimicos, logo, esta linha de pesquisa pode ser ampliada
com a possibilidade de obtencao de outros insumos derivados da glicose.

3.4.2 Frutose

7

A isomerizacdo de glicose para frutose € um passo fundamental no
processo de biorrefinarias de celulose (Figura 8). Esse processo € utilizado no
ramo dietético visando a producdo de alimentos e bebidas "light", pois a cor,
caracteristicas higroscopicas e a reducdo da viscosidade do edulcorante sao
melhoradas (ARGUN et. al., 2016).

Figura 8 - Isomerizacao da glicose em frutose.
HO
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H OH 1 OH

H OH HO H
Glicose Frutose
Fonte: Adaptada de GAILY, M. H. et. al., 2010.

No que concerne a aplicacao industrial a frutose € pouco empregada,
visto que sua maior atencdo esta direcionada para fins alimenticios, porém
guando a mesma € submetida a determinadas condicbes de temperaturas e
pressées em meio aquoso, pode fornecer diversos produtos quimicos, como
por exemplo, HMF, &cido férmico e &cido levulinico, conforme mostra a Figura
9 (AIDA et. al., 2007 e FERREIRA et. al., 2009).
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Figura 9 - Reacdes de conversédo da frutose.
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3.4.3 Gliceraldeido (C3HsO3)

O Gliceraldeido € um acucar natural de trés carbonos, de férmula
guimica molecular C3HgOs. Classificado como uma triose, o gliceraldeido
possui em sua estrutura um grupo carbonila na extremidade da molécula,
semelhante a glicose. Além da importante aplicabilidade do gliceraldeido na
guimica fina, o0 mesmo apresenta caracteristicas que servem CcOmo
intermediario do metabolismo de carboidratos (MOTA et. al, 2011 e
SHEN et. al., 2015).

3.4.4 Piruvaldeido (C4HsO2)

O piruvaldeido € um composto organico obtido através da desidratacao
do gliceraldeido e é frequentemente utilizado na indulstria cosmética como
agente redutor isento de enxofre (HARPE e KRIPP, 2010).
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3.4.5 Dihidroxiacetona (C3HgO3)

A dihidroxiacetona (DHA) pode ser obtida através da conversao rapida e
reversivel do gliceraldeido. Ela possui aplicabilidade na inddstria cosmética,
estando presente na composicdo de bronzeadores e na fabricagcdo de
polimeros. Além disso, a dihidroxiacetona é também responsavel por dar
origem a produtos da quimica fina como 1,2 propileno e acido latico (MOTA, et.
al., 2009; HEKMAT, et. al., 2003; BICKER, et. al., 2005).

3.4.6 Acido latico (C3HeO3); acido formico (CH,0,) e acido acético (CHzCOOH)

Assim como o &cido latico, o acido formico e o acido acético séo
amplamente utilizados nas mesmas areas comerciais, sendo matérias-primas
basicas das industrias alimentar e farmacéutica. Ademais, o acido latico é
empregado na fabricacdo de polimeros biodegradaveis (poli acido lactico).
Estes produtos quimicos podem ser obtidos por sintese quimica ou por
fermentacdo, esta segunda opcdo exige condi¢cdes criticas 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 hidrélise. Optando-se assim pela utilizacdo da
hidrolise com solventes quimicos, que diferente da fermentacdo apresenta

maiores rendimentos (GAO et. al., 2013).
3.4.7 Acido levulinico (CsHgOs)

O acido levulinico é obtido através das etapas de reidratacdo e
desidratacdo do hidroximetilfurfural (HMF). Este composto quimico é usado
como um agente aromatizante de alimentos e também pode ser empregado
como material de partida para a preparacdo de uma variedade de compostos
farmacéuticos e industriais tais como polimeros, como acrilato e aditivos
guimicos (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 quimica
promissora obtida a partir de recursos renovaveis. A obtencdo mais frequente
do HMF é através da rota sintética que compreende a hidrolise da celulose em
glicose. Este produto quimico pode ser utilizado como intermediario para a
obtencédo do herbicida natural acido d-aminolevulinico, do ingrediente ativo do
produto farmacéutico ranitidina e também pode ser aplicado na sintese de
poliésteres e poliamidas (DONATE, 2014).

3.5 Técnicas analiticas utilizadas na determinacdo dos produtos da
reacao de hidrdlise da celulose

Os compostos liberados da biomassa lignocelulésica 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 liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (SLUITER et. al., 2011).

3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A HPLC é a técnica analitica mais tradicional para analises destes
produtos, por possuir muitas vantagens, tais como: a capacidade de detectar e
guantificar diferentes acucares simultaneamente, apresentar a preparacao de
amostras relativamente simples e permitir a utilizacdo de diferentes colunas
(SLUITER et. al., 2008, SLUITER et. al., 2011 e ZHANG E RUNGE, 2012).

3.5.1.1 Coluna de troca idnica

A coluna cromatografica geralmente empregada para determinacédo de
acucares € uma coluna de troca ibnica, mais especificamente cationica, a qual
€ formada por ligacGes cruzadas do copolimero de estireno divinilbenzeno

sulfonado na forma de H* como mostra a Figura 11.
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Figura 10 - Estrutura da coluna MetaCarb 87H, copolimero de estireno
divinilbenzeno sulfonado na forma de H".
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Fonte: Adaptado de Harris, 2012.

As colunas de troca catidonica sdo adquiridas comercialmente na forma
de sais de Na' ou de fon hidrénio (H"). Sua retencdo baseia-se na atracio
eletrostatica reversivel entre os ions da fase mével (da amostra e do eluente) e
0s centros imobilizados de carga oposta presentes na fase estacionaria. A
equacdo abaixo, ilustra este equilibrio entre o contra ion H* e o cation da

amostra M".
M* + SOz H'= H* + SO; M
Onde M™ é o cétion ou analito de carga positiva e o0 H" é o contra ion da

fase estacionaria.
3.5.1.2 Detector de indice de refracao

O detector normalmente utilizado com colunas de troca ibnica é o indice
de refragdo (IR), o qual é considerado um “detector universal’, visto que a
mudanca de indice de refracdo ocorre para todos os analitos. O detector de IR
€ apropriado para a deteccao de distintos componentes, diferente do UV, em
gue as amostras que ndo possuem absorcdo ndo podem ser medidas. O IR é
um detector que apresenta alta sensibilidade quando submetido a variacdes de
temperatura.

A identificacdo dos compostos utilizando o detector de indice de refracéo

€ obtida quando um feixe é irradiado sobre a “célula de referéncia”, camara
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preenchida apenas com fase movel, o feixe serd observado em linha, pois ndo
contém qualquer substancia para analisar no presente caso (Figura 10). No
entanto, na “célula da amostra”, onde o efluente tera outros componentes
haveré flexdo do feixe incidente, devido a diferenca do indice de reflexao entre
os dois solventes. Assim, ao medir essa mudanca € visualizada a presenca dos
analitos de interesse.

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

Unico eluente

referéncia referéncia

-‘=:J Unico eluente

L

Célula Celula
amostra amostra

4

L

componentes no eluente

Fonte: Pagina da Waters®.

3.5.2 Estudos com a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia

A literatura cientifica dispde de diversos trabalhos que relatam a reacéo
de hidrdlise da celulose e a identificacdo dos possiveis produtos desta reacéo
atraveés da técnica de HPLC.

O estudo realizado por Xiang, et. al.,, 2004 demonstra as melhores
condicBes para a reacao da hidrélise da componente celuldsica da biomassa.
Foi observado que em concentracGes extremamente baixas de acido sulfarico
e altas temperaturas foram obtidos produtos como: frutose, acido levulinico,
acido férmico, acido acético e HMF. Os produtos foram quantificados por HPLC
com detector de indice de refracdo e coluna Bio-Rad HPX-87H (poliestireno
divinilbenzeno sulfonado na forma de H*) numa temperatura de 85 °C. A fase
mével utilizada foi uma solucéo de &cido sulfdrico a 0,005 mol/L com fluxo de
0,55 mL/min.

! Disponivel em: <https://http://www.waters.com/Refractive-Index-(Rl)-Detector> Acesso em
Jul. 2016
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O trabalho de Bicker et. al. 2005, investigou a influéncia de catalisadores
metalicos (Co (ll), Ni (II), Cu (Il) e Zn (ll)) na reacdo de acglcares derivados da
biomassa, como sacarose, glicose e frutose. Desse processo foram obtidos
produtos como, glicose, frutose, piruvaldeido, dihidroxiacetona, acido latico,
acido acético, acido levulinico e HMF. Estes produtos foram identificados e
quantificados por HPLC com detector de indice de refracdo a 40 °C com uma
coluna de troca catiénica (ION300H) a 50 °C. O eluente empregado foi 0 4cido
sulfarico numa concentracao de 0, 002 mol/L.

Kishida, et. al. 2006, examinou a formacao de &cido latico a partir de
glicolaldeido através de uma reacdo hidrotérmica alcalina. Portanto sob a
temperatura de 300 °C durante 10 min em NaOH (0,75 mol/L) foi observada a
converséo do glicolaldeido em acido latico e também em &cido férmico, acido
acético e piruvaldeido, 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 acido sulfarico numa concentracdo de 0,01

mol/L.

Sluiter et. al. 2006, estudaram e quantificaram os produtos de
degradacéao, como HMF e furfural, além de outros componentes tais como 0s
acidos organicos, latico 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
mével uma solucéo de H,SO,4 (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 analise

de 50 minutos.

No trabalho de Zhang e Runge, et. al. 2012, empregou-se o liquido iénico
(cloreto de 1-alil-3-metilimidazolio) a fim de reduzir a cristalinidade e aumentar
a area de superficie da celulose. Como um passo seguinte, a celulose pré-
tratada foi hidrolisada na presenca de um catalisador solido (CaFe,04) e
determinada a presenca da glicose na reacdo. A identificacdo e quantificacdo

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
HY.

No estudo de Ma, et. al., 2012, focou-se no efeito de AICI; para obtencéo
dos produtos de hidrélise da celulose numa faixa de temperatura de 240 a
320 °C. Verificou-se que com concentracao extremamente baixa de AICl; pode-
se acelerar a hidrdlise da celulose de forma eficaz, de modo a gerar: glicose,
frutose, gliceraldeido, piruvaldeido, dihidroxiacetona, &acido latico 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 agua
deionizada.

Sanchez et. al., 2012 tiveram como objetivo principal determinar as
melhores condicbes de reacdo para produzir acido latico pela conversao
térmica de espigas de milho. Apds os testes, foi obtido o acido latico, bem
como outros produtos do fracionamento da celulose, como a glicose, acido
formico e acido acético. A quantificacdo desses produtos foi realizada por
HPLC, com detector de indice de refragao e coluna Rezex™ ROA-Organic Acid
H* (8%) (poliestireno sulfonado/divinilbenzeno) numa temperatura de 40 °C. A
fase movel utilizada foi H,SO,4 a 0,005 mol/L com fluxo de 0,35 mL/min.

Zhang & Runge, 2012, demonstraram que sob condi¢des adequadas é
possivel utilizar a hidrolise acida para fracionar efetivamente a biomassa em
insumos relativamente homogéneos para produzir combustiveis ou produtos
guimicos. Neste trabalho os produtos da degradacdo dos monossacarideos, 0s
acidos organicos, acético, formico e levulinico e o HMF foram determinados por
HPLC com detector UV e coluna analitica Supelcogel™ C610H (poliestireno
sulfonado/divinilbenzeno) a uma temperatura de 50°C e fase moével de acido

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

Santos, et al. 2013, realizaram um estudo sistematico da dissolucédo e
conversdo de celulose na presenca de complexos de Sn (IV) sob varias
condicBes reacionais para verificar a influéncia dessas diferentes variaveis
nesse processo. Os produtos detectados foram: glicose, frutose, celobiose,
5-HMF, 1,6-anidroglicose, furfuraldeido, &cidos latico, formico, acético e

levulinico. Tais produtos foram determinados pelo sistema de HPLC (Varian)
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ProStar 210 equipado com uma coluna MetaCarb 87H (300 mm x 7,8 mm),
com temperatura de 50°C. A fase mével empregada tratou-se de uma solucéo
acida (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 Zn;.,Mn,O atuaram
como catalisadores na hidrélise de celulose e mostraram seletividade para a
formacdo de glicose, frutose, 5-HMF, acidos orgéanicos (latico e férmico) e
vestigios da celobiose, 1,6-anidroglicose, gliceraldeidos e sorbitol. A
determinacao dos produtos foi realizada de acordo com o método descrito por
Santos, et al. 2013.

Zhou, et al., 2014 estudou a perda de agUcar e 0s possiveis produtos da
degradacéao da hidrolise da biomassa lignoceluldsica em dois passos a fim de
verificar a hipotese de que a hidrdlise acida era incompleta. Foi verificado que
uma alta razdo de acido/material resultaria numa maior recuperacdo de
carboidratos. Os produtos obtidos foram furfural, acido levulinico e HMF, que
foram quantificados por HPLC com detector UV e coluna analitica Supelcogel ™
C610H (poliestireno sulfonado/divinilbenzeno) a 50 °C, empregou-se a solucéo

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

Santos, et al. 2015, estudaram a conversdo da frutose na presenca de
complexos de Sn (IV). Foram detectados glicose, 5-HMF, gliceraldeido,
piruvaldeido e os acidos organicos (latico, formico e acético). A deteccéo e
guantificacdo 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 50°C. Utilizou-se uma solucdo acida

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

Wang, et al., 2015 relataram a hidrdlise da celulose usando uma série de
catalisadores em condi¢cdes de irradiacdo de microondas. As reaces
empregadas a baixas concentracdes mostrou-se vantajosa, indicadas pelos
altos rendimentos na conversao de celulose. Foram detectados como principais
produtos na reacdo de acordo com analise por HPLC, glicose, celobiose e

HMF. Foi utilizado um HPLC, equipado com detector de UV e uma coluna de
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troca i0nica BioRad HPX 87H (poliestireno divinilbenzeno sulfonado na forma
de H") (300 mm x 7,8 milimetros) com fase mével de &cido sulftrico (0,005
mol/L) a 0,6 mL/min.

O trabalho de Zhang, et al. 2015 investigou uma série de liquidos i6nicos
sob o fracionamento da biomassa lignocelulésica. Os resultados demonstraram
gue estes solventes tém um grande potencial no processo da geracao de
biocombustiveis. Glicose, celobiose e xilose, foram determinados por HPLC
com uma coluna para andlises de carboidratos, Agilent ZORBAX (microesferas
de silica porosa) com temperatura de 30 °C e empregou-se como fase mével,
agua 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-
metilimidazodlio (MTO) na transformagéo quimica da celulose. Os resultados
indicaram que ao empregar o catalisador MTO a 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*) a 65 °C, euma
solucdo aquosa de acido sulfarico (0,005 mol/L) como fase moével com uma
taxa de fluxo de 0,6 mL/min.

O estudo realizado por Tsubakia, et. al. 2016, demonstrou os efeitos da
conducéo ibnica de eletrdlitos na eficiéncia da energia de microondas para a
hidrélise hidrotérmica de amido de milho e celulose cristalina. Os resultados
mostraram que o emprego de NaCl, fez com que o 5-HMF aumentasse
sutiimente, ja empregando o sal de MgCl, a quantidade de 5-HMF aumentou
significativamente. O rendimento de 5-HMF foi determinado por HPLC com
deteccdo de UV a 280 nm e coluna Aminex HPX87H (poliestireno
divinilbenzeno sulfonado na forma de H*) (300 x 7,8 milimetros) a 85 °C. Foi
utilizada uma solucédo de acido sulfarico (0,008 mol/L), numa taxa de fluxo de
0,6 mL/min.

Liu, et. al. 2016 empregaram catalise heterogénea para estudar a
hidrolise da celulose. Os maiores rendimentos, que foram de 72,1% e 82,5% e
a seletividade de acucares redutores — glicose, foram obtidos a 110 ° C apés 3

horas de reacdo. Os acguUcares redutores foram analisados por HPLC, detector
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de IR e coluna Sugar Pak (microparticulas em gel e cations Ca*") e solucéo de
acido sulfarico (0,001 mol/L) como fase mével a uma taxa de fluxo de 0,6
mL/min.

Por fim, Ogo et. al. 2016 estudou a formacdo de hidrocarbonetos a partir
de celulose com catalisadores de platina. Os produtos obtidos, glicose, frutose,
xilose, celobiose, furfural, 5-HMF, cetonas C4 e C6, acido acético, acido
férmico e acido levulinico foram analisados por HPLC com detector de UV e
coluna Shodex SH-1011 (polimero reticulado).

Os trabalhos citados fornecem alguns dados de suma importancia para a
construcdo da presente pesquisa, como: o tipo de fase movel, as colunas e as
temperaturas empregadas, além dos detectores utilizados e acima de tudo os
produtos identificados na reacdo de hidrélise da celulose. Na Tabela 1 estéo
resumidas estas principais informacdes relatadas nos estudos descritos o que
comprova a popularidade da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).



Tabela 1- Trabalhos relatados na literatura cientifica que fazem uso da técnica de HPLC para identificar os possiveis produtos da

reacdo de hidrdlise da celulose.

Ano Coluna Fase movel (mol/L) Detector Produtos identificados Referéncia
Fluxo (mL/min)
2004 HPX-87H H,SO, (0,005 mol/L) IR HMF, &cido levulinico, &cido formico, XIANG, et al.
0,6 mL/min acido acético e frutose.
2005 ION-300H H,SO, IR Glicose, frutose, piruvaldeido, BICKER et al.
(0,002 mol/L) dihidroxiacetona, acido latico, &cido
acético, acido levulinico e HMF.
2006 RSpak KC-811 H.SO, (0,01 mol/L) IR/UV Acido latico, acido formico, acido acético KISHIDA, et al.
_ e piruvaldeido.
2008 Aminex HPX- H.SO, (0,005 mol/L) IR Glicose, acido latico, acido acético e SLUITER et al.
87H 0,6 mL/min HMF.
2012 Shodex KS- Agua deionizada uv Glicose, frutose, gliceraldeido, MA et al.
802 1 mL/min piruvaldeido, dihidroxiacetona, acido
latico e HMF.
2012 Aminex HPX- - IR Glicose ZHANG e
87H FANG, et al.
2012 Rezex™ ROA- H,SO, (0,005 mol/L) IR Glicose, acido latico, acido formico e SANCHEZ, et
Organic Acid 1 mL/min acido acético. al.
H* (8%) 0,35 mL/min
2012 C-610H HsPO, (1% viv) UV Vis HMF, acido férmico, acido levulinico e ZHANG &
0,6 mL/min acido acético RUNGE, 2012.
2013 MetaCarb 87H H,SO, (0,005 mol/L) IR Glicose, frutose, celobiose, 5-HMF, 1,6- SANTOS, et
0,7 mL/min anidroglicose, furfuraldeido, acidos al.

latico, fébrmico, acético e levulinico
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2014 MetaCarb 87H H,SO, (0,005 mol/L) IR Glicose, frutose, 5-HMF, &cidos latico e FAJARDO, et
0,7 mL/min férmico, celobiose, 1,6-anidroglicose, al.
gliceraldeidos e sorbitol
2014 C-610H HsPO, (0,1 mol/L) UV Vis Furfural, HMF e &cido levulinico ZHOU, et al.
0,6 mL/min
2015 MetaCarb 87H H,SO, (0,005 mol/L) IR Glicose, 5-HMF, gliceraldeido, SANTOS, et
0,7 mL/min piruvaldeido e os acidos latico, formico e al.
aceético
2015 Aminex H,SO, (0,005 mol/L) uv Glicose e HMF WANG, et al.
HPX87H 0,6 mL/min
2015 ZORBAX Agua deionizada e IR Glicose,celobiose e xilose ZHANG, et al.
Carboidratos acetonitrila (63% v/v)
0,5 mL/min
2016 Aminex HPX- H,SO, (0,005 mol/L) uv Glicose e 5-HMF YUAN, et al.
87H 0,6 mL/min
2016 Aminex HPX- H,SO, (0,008 mol/L) uv 5-HMF TSUBAKI, et
87H 0.6 mL/min al.
2016 Sugar-Pak H,SO, (0,001 mol/L) IR Acucares redutores (RS) - glicose LIU, et al.
0.6 mL/min
2016 Sugar SH- — UV Vis Glicose, frutose, HMF, &acido acético, OGO et al.
1011 acido férmico e &cido levulinico.

Fonte: Autora, 2016. Onde (-) representa dados nao obtidos ou relatados

38



39

De acordo com os dados relatados na Tabela 1, H,SO4 é a fase mével mais
utilizada para a identificacdo destes produtos, assim como as colunas do tipo
Sugar Pak e Aminex, as quais sdo colunas que apresentam a fase estacionaria
composta por poliestireno divinilbenzeno sulfonado, caracterizando os
processos cromatograficos como um processo de troca catiénica. Os produtos
da rota de hidrolise da celulose identificados variaram de acordo com o0s
parametros reacionais utilizados, obtendo diferentes seletividades sob as quais
os trabalhos foram desenvolvidos.

Foi observado que nos trabalhos da literatura para a reacdo de hidrélise
da celulose, o foco principal é o desenvolvimento de catalisadores
(homogéneos/heterogéneos) para a aplicagdo no meio reacional. Porém,
guando trata-se do emprego de otimizacéo, desenvolvimento e validacdo dos
métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo destes produtos nédo ha
relatos na literatura para este tipo de reacéao.

3.6 Otimizacao, desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos

Grandes variacbes das metodologias implicam na importancia da
otimizacao e validacdo de métodos analiticos para as mais diferentes amostras
a serem analisadas (HUBER et. al, 2007).

Conforme relatado no tépico anterior, utiliza-se macicamente a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) para analises destes tipos de amostras.
Através da recepcédo dos dados obtidos pelo HPLC, as variacfes da natureza
da matriz e na composicdo das amostras podem influenciar na separacao dos
analitos. Esta separacédo quando néo é efetiva deve ser melhorada através da

proposta de otimizacdo do método, através do fator resolucéo.
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3.6.1 Resolucao

De acordo com a literatura, o objetivo usual em cromatografia liquida € a
separacdo adequada dos componentes de uma determinada amostra. Dentro
deste objetivo, a resolucdo € uma medida quantitativa desta relacdo de
separacdo. Como ilustrado pela Figura 12 e representado pela equacgéo 1, a
resolucdo entre dois picos adjacentes é definida como a distancia entre os
picos 1 e 2 divididos pela largura médias das respectivas bases (LLOYD, S. R.,
1979).

Figura 12 - Parametros de avaliacdo da resolucdo em cromatografia.

1(t,-t)
Rs=——2% 5
2 (W1+W2) Equagdo 1
. Y /
1 y.
— N = . A — J

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

Onde t; e t; referem-se aos valores da distancia entre os picos 1 e 2 e

Tw1 € Tw2 séo os valores de Ty, referentes a base da largura dos mesmos.

A Figura 13 mostra as separacfes de dois compostos, com diferentes
valores de resolucédo. Quando Rs = 0,6 e Rs = 0,8, sdo obtidas separacoes
ruins. Rs = 1, indica que os dois picos sdo razoavelmente separados, isto €,
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 separacdo: Rs = 1,25 é recomendado para fins quantitativos e Rs > 1,5

indica separacdo completa (COLLINS et al., 2006).
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Figura 13 - Separacdo em funcédo da Rs (razdo: pico-altura)

Rg=06 Rg= 1.0

)
)V

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

3.6.2 Planejamento Fatorial 23 e Matriz Doehlert

Em geral, a otimizacdo dos métodos analiticos pode ser feita através de
avaliacbes empiricas ou estatisticas. Os processos tradicionais que otimizam
de forma empirica, apresentam como desvantagens, a demanda de um maior
tempo de andlise e o fato de analisar um fator por vez, podendo ignorar as
interacdes entre os fatores que sdo estudados. Em contrapartida, quando os
processos estatisticos de otimizacdo sao aplicados estas interacfes sao
levadas em consideracédo (HUBER et. al, 2007).

Através dos planejamentos experimentais norteados em principios
estatisticos obtém-se o maximo de informacdo util do sistema em estudo,
executando um nuamero minimo de experimentos. Para tal procedimento,
utiliza-se o planejamento fatorial completo, que €& uma técnica muito
empregada no estudo de duas ou mais variaveis independentes (fatores)
(MARINHO et. al., 2005).

No planejamento fatorial, os efeitos (ou influéncias) de uma ou mais
variaveis na resposta de um processo sdo medidos pela combinacdo de todas
as variaveis em todos os niveis, resultando assim numa analise de uma Unica
variavel, com as combinacdes de todas as demais. Geralmente utilizam-se dois
ou no maximo trés niveis, com o intuito de ndo aumentar 0s pontos

experimentais quando se propde o planejamento (CALADO et. al., 2003).
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Quando sao investigados k fatores em dois niveis, um planejamento
fatorial consistira de 2% experimentos. Usualmente, os niveis estabelecidos
correspondem a valores maximos e minimos, isto é, pelos sinais — (menos)
para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto quando sao estudados
fatores quantitativos (TEOFILO et. al., 2006).

A avaliacdo dos efeitos das variaveis e interacBes entre cada fator
investigado é observada através do diagrama de Pareto, que faz um
levantamento preliminar das variaveis mais significativas sob a resposta do
sistema em estudo. ApGs a construcao do diagrama de Pareto, um estudo mais
critico sob as variaveis pode ser realizado, cujos fatores mais significativos no
Diagrama de Pareto sdo estudados separadamente com mais niveis, obtendo-
se assim mais informacfOes do sistema. Este estudo é realizado segundo a
metodologia de superficie de resposta, obtida através do planejamento de
Doehlert, que baseiam-se em modelos matematicos para obter os valores
ideiais das variaveis, ou seja, a regido Otima na superficie definida pelos
fatores (VILELA, 2013 e TEOFILO et. al., 2006).

A Matriz Dohelert é utilizada quando deseja-se um tratamento mais
sofisticado do estudo, isto €, determinar um conjunto 6timo de condicfes
experimentais obtidos através dos modelos de segunda ordem, denominados
de designs de superficie de resposta. Este tipo de planejamento oferecem
vantagens na otimizacdo das variaveis, como por exemplo, necessitam de
menos experimentos e que sdo mais eficientes, visto o tratamento “fino” que é

realizado (FERREIRA et. al., 2004).

3.6.3 Validacdo de métodos analiticos

Quando sdo concluidas todas as etapas de otimizacdo é realizada a
validacdo do método analitico otimizado, a fim de garantir a confiabilidade da
resposta analitica obtida das amostras sob analise.

Segundo o Guia de validagéo e controle de qualidade analitica (2011), a
validacdo pode ser definida como:

Determinado procedimento analitico objetiva demonstrar que o

mesmo € adequado aos objetivos propostos, ou seja, que 0S
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parametros de desempenho avaliados atendem aos critérios de
aceitacdo preconizados. Trata-se de um estudo experimental e
integralmente documentado.

Existem vérias outras definicdes para validacdo, o INMETRO (2011) e a
EURACHEM (2014) atribui a validacdo como um instrumento pelo qual é
comprovado, através de evidéncias objetivas que 0s requisitos necessarios
para uma aplicagcdo ou uso especifico foram atendidos. Em geral, vérios
autores definem validacdo de métodos e de acordo com a literatura tais
conceitos continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideragao pelas
agéncias reguladoras.

Na validacdo sdo estabelecidos parametros de avaliagdo que visam
conferir credibilidade aos dados gerados, de modo a garantir que estes
expressem o valor real da medida obtida. S&o investigados, normalmente, a
linearidade, a seletividade, a precisdo, a exatidao, a faixa linear, o limite de
deteccdo e limite de quantificacdo e por fim os estudos de robustez sao
realizados. Estes termos sdo conhecidos como parametros de desempenho
analitico, caracteristicas de desempenho e também figuras analiticas de mérito
(CASS et al., 2001 e RIBANI et al., 2004).

Assim, tais parametros serdo definidos, bem como suas formas de
avaliacao.
3.6.3.1 Seletividade

A seletividade € a habilidade de um método em separar os compostos
da amostra, ou seja, 0s compostos de interesse dos interferentes que serdo
detectados pelo detector. Compete a esta figura de mérito, assegurar que o
sinal medido ndo tem influéncia por substancias interferentes, como por
exemplo, ingrediente ativo, impurezas e produtos de degradacao, 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 possivel presenca 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 construcdo da curva de calibracdo
analitica, ou seja, a partir de medidas de padrées analiticos em diversas
concentracdes, no minimo, cinco concentragdes diferentes em triplicata (n>2).

A avaliagdo dos dados obtidos para a linearidade é feita através do
calculo de regresséo linear pelo método dos minimos quadrados, e € verificado
0 quanto esta reta descreve 0s pontos, por meio de seu coeficiente de
correlagédo (r). Em que, valores de r > 0,99 s&o aceitaveis na maioria dos
meétodos analiticos (CASS et. al., 2001).

Em uma técnica instrumental a relacéo linear descrita pela equacéo y =
ax + b, s6 é vélida para um determinado intervalo de massa ou concentracdo
do analito medido que também pode ser denominado faixa linear dinamica. A
faixa linear de um método analitico corresponde ao intervalo de concentracéo
de analito em que a resposta é proporcional a concentracdo (HARRIS, 2008).
Esta faixa tem como menor ponto, o limite inferior da faixa de concentragéo, ou
seja, o limite de quantificacdo que € dependente do sistema de resposta do

equipamento de medicéao.

3.6.3.3 Preciséo

A precisdo de um método € a habilidade do método de reproduzir o
mesmo resultado, embora ndo necessariamente o correto, sempre que 0O
procedimento for executado. A mesma pode ser avaliada através de trés
etapas, que diferem em relacdo as condicdes em que séo feitas as analises,
entretanto ndo é regra geral (CASS et. al., 2001).

3.6.3.3.1 Preciséo instrumental

A precisdo instrumental é avaliada efetuando medidas repetitivas da
mesma amostra sequencialmente e o tratamento é feito considerando a média
dos valores da area do pico ou altura do pico. A precisdo de um método €
observada através do desvio-padrdo e/ou do coeficiente de variacdo das
medidas obtidas (RIBANI, et al., 2004).

3.6.3.3.2 Repetitividade
A repetitividade mede o grau de concordancia entre os resultados de

uma série de replicatas de injecbes sucessivas de um mesmo mensurando,
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efetuada sob as mesmas condicdes de medicdo (ALBANO e RAYA-
RODRIGUES, 2009). Este parametro envolve varias medi¢cdes da mesma
amostra em diferentes preparacdes, sendo denominado algumas vezes por
precisdo intra-ensaio podendo ser expressa através da estimativa do desvio
padrao (RIBANI, et al., 2004), onde o recomendado pelo INMETRO séo sete ou
mais repeticdes para o célculo.
3.6.3.3.3 Preciséao intermediéria

Este pardmetro indica o efeito das variagdes dentro do laboratério em
diferentes dias ndo consecutivos. Pode incluir medidas feitas por diferentes
analistas em diferentes equipamentos. O mesmo envolve a preparacdo de
multiplas amostras. Este ensaio tem como objetivo verificar que no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI, et al., 2004,
INMETRO, 2011).
3.6.4 Exatidao

A exatidao trata-se do grau de concordancia entre o resultado de uma
medicao e um valor verdadeiro de mensurando. Este parametro é avaliado pelo
estudo da recuperacdo que defini-se como a propor¢cdo da quantidade de
substancia de interesse, presente ou adicionada na proporcdo analitica do
material teste, que pode ser extraida ou quantificada (RIBANI, et al., 2004).

Sua porcentagem é calculada pela formula abaixo:

Recuperacao (%) = (valorgptigo / ValOragicionado) X 100%

Esta porcentagem é determinada por meio da comparacdo de analises
em quintuplata de trés concentra¢cdes, de brancos da amostras com solucdes-
padrdo da amostra, as quais representam 100% de recuperacao (CASS et al.,
2001).

3.6.5 Robustez

Através da robustez € observada a sensibilidade que o método
otimizado apresenta em relacdo a pequenas variacdes de seus valores.
Quando o mesmo nédo € afetado por pequenas alteracdes em seu sistema é
considerado entdo, robusto (INMETRO, 2011). A avaliacdo pode ser feita

através de pequenas mudancas nas variagbes no pH e/ou concentragdo da
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fase movel, alteracdes na performance da coluna, temperatura do ambiente,
volume de amostra etc. A robustez pode ser determinada por meio da analise
individual ou simultdnea dos parametros que sdo mais sensiveis a variacdo
(CASS et. al., 2001).

Se com essas alteragbes os resultados obtidos ainda estiverem de
acordo com os limites de exatidao, precisao e seletividade aceitaveis, 0 método
€ robusto e essas alteracbes podem ser incorporadas no procedimento
(ARAGAO, et. al., 2009).

3.6.6 Limite de Deteccéao e limite de Quantificacao

O limite de quantificacédo (LQ) tem como conceito, a menor concentragao
do composto que pode ser medida com uma precisdo especificada, dentro do
critério de aceitagdo do método. Ja o limite de deteccéo (LD) é definido como a
menor concentracdo 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 analitica, esta consideracdo apresenta maior confiabilidade estatistica
por levar em consideracdo o intervalo de confianca da regressao. Assim, LD
neste método pode ser expresso conforme a equacao 2:

LD= 3,3 x (s/S) Equacéo 2

Onde “s” equivale a estimativa do desvio padrdo da resposta,
considerado como o valor do desvio padrédo do coeficiente linear da equacéo e
“S” é ainclinagao, ou coeficiente angular da curva analitica.

Na determinacgéo do LQ, os mesmos critérios adotados para o LD podem
ser aplicados utilizando a relacdo 10:1, observados na Equacdo 3. Os
parametros necessarios para aplicacdes destes calculos podem ser obtidos
através de Softwares como Origin® (RIBANI et al., 2004).

LQ=10 x (s/S) Equacéo 3
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4. METODOLOGIA
4.1 Equipamentos
+ Cromatografo liquido SHIMADZU (Japdo), com bomba isocratica de
modelo LC-20AD, com detector de indice de Refragéo RID - 10A, forno -
CTO-20A e sistema de injecao manual,

+ Balanca analitica modelo AX200 SHIMADZU (Jap&o), com precisdo de
0,01 mg até 200 g;

+ Sistema de filtracdo MilliQ-Plus, Millipore® (EUA) composto por cilindro
de pressurizacao, sistema SmartPak DQ3, lampada UV (185 nm) tanque
e sistema com filtro 0,22 ym, garantindo agua deionizada com uma
resistividade de 18,2 MQ;

+ Sistema Ultrasonico para desgaseificacdo da fase moével da marca
UNIQUE (Brasil) modelo UltraSonic Cleaner.

+ Sistema de filtracdo a vacuo composto por bomba a vacuo modelo
WP611560 da MILLIPORE (EUA);

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

+ pHmetro Gehaka, com eletrodo combinado de vidro associado ao
potenciémetro PG — 1800 (Brasil).

4.2 Materiais

4+ BalGes volumétricos calibrados de 1, 2,5 e 10 mL;

+ Micropipetas da marca Brand (Wertheim) com capacidades de: 0,5 a
10 pL; 100 a 1000 pL e 5000 a 10000 pL e ponteiras adequadas a cada

capacidade de volume;

+ Para filtracdo das amostras analisadas no HPLC utilizou-se filtros de
PVDF (difluoreto de polivinilideno) da marca WhatmanTM (Australia)

com diametro de 25 mm e tamanho de poro de 0,45 pm;

+ Aparato de filtracdo de vidro da marca SUPELCO (EUA), com filtro com
um filtro de 0,45 um.
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4.3 Solventes e padrdes analiticos

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

descontaminacgéo de todas as vidrarias e materiais utilizados;

+ Para a preparacdo da fase mével de HPLC foi utilizada agua deionizada
obtida através do sistema de filtragdo MilliQ-Plus, Millipore® (EUA);

+ O preparo da fase movel foi feito a partir de uma solugéo concentrada de
H.SO, (85% v/v) da Vetec (Brasil), cujo volume necessario para preparar
a fase movel foi calculado para diferentes concentracdes e em seguida,
o pH foi determinado com o auxilio do pHmetro. Apds o preparo a
mesma foi filtrada num sistema de vacuo para remoc¢éao das particulas e
impurezas e logo apos, a solugao foi colocada num banho ultrassénico

por no minimo 1 hora para remocéo das bolhas.

+ Os padrdes analiticos utilizados na otimizacdo e validacdo do método
proposto sédo da Sigma-Aldrich (EUA) e estédo relacionados na Tabela 2,

com suas respectivas purezas e caracteristicas:

A solucdo estoque utilizada para a construgcdo da curva analitica foi
preparada pesando cerca de 0,01g de cada um dos padrdes analiticos, glicose,
frutose, gliceraldeido, piruvaldeido, &acido latico, dihidroxiacetona, acido
férmico, acido acético, acido levulinico e 5-hidroximetilfurfural (HMF) e
dissolvido em uma baldo volumétrico de 5mL com a fase moével de

H,S0,4(0,003 mol/L) resultando huma concentracdo de 2000 pg/mL.
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Tabela 2 - Padrdes analiticos da Sigma utilizados na otimizacédo e validacado do
método cromatografico.

Reagentes Pureza Formula estrutural Formula molecular
OH OH O
Glicose 99,7% Ho AN CeH1206
6H  OH
OH O
Frutose 299,0 % HO ™ OH CeH1206
OH OH
OH
Gliceraldeido 90,0 % Ho_J.__o CsHeOs
o]
C4HsO:
Piruvaldeido 99,0 % .,
o]
0
Acido latico >85,5 % \IALOH C3HeOs3
OH
Dihidroxiacetona 299,0 % HO/\H/\OH C3HsO3
0]
i
Acido férmico 85% _Co CH,0,
H OH
) 0
Acido acético 99,7% we—d CH3COOH
TR
OH
o)
Acido levulinico 299,0 % Ho)'k/\’.rCHS CsHgO3
ol
0 CeHeO3
Hidroximetilfurfural ~ 298,5% Ho L ) Yo

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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4.4 Otimizacdo do método para identificagcdo dos produtos da reacdo de
hidrélise da celulose por HPLC

O estudo da metodologia por HPLC iniciou-se com o levantamento
bibliografico das possiveis rotas sugeridas para a reacdo da hidrélise da
celulose e os diferentes produtos que estas rotas pudessem originar.

De acordo com os dados da literatura e os parametros cromatograficos
utilizados no GCaR (Santos, et al. 2013) foi iniciada a otimizacdo da
metodologia analitica de forma univariada e multivariada.

Na otimizagdo univariada o estudo foi realizado, variando pH da fase
movel 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 movel de 0,70 mL/min a 0,90 mL/min.

Na sequéncia, os diferentes parametros (pH, fluxo da fase movel e
temperatura da coluna cromatografica) 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 (resolucéo) dependera dos trés fatores, temperatura, pH e fluxo da
fase movel. 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 estdo demonstradas as distintas
condicBes de andlise, isto €, os fatores nos niveis minimos e maximos e ponto

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

Experimento pH Temperatura (°C) 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

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

A partir da analise do Diagrama de Pareto obtido com as analises 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 analises foram construidos os graficos de superficie de resposta dos
padrdes analiticos em estudo, os quais foram analisados estatisticamente
utilizando-se o software STATISTICA, verséo 6.0 da STATSOFT.

A matriz Doehlert exibe pontos que equivalem aos vértices de um
hexagono gerado de um simplex regular, em que para duas variaveis tal
planejamento descreve um dominio circular, isto €, a matriz Doehlert apresenta
um ponto central com seis pontos adicionais, resultando num hexagono regular
e, por isso é descrita como sendo um dominio circular (Figura 14).

Figura 14 - Representacdo grafica da matriz Doehlert com duas variaveis ( __ )
com adicdo de novos experimentos (....)

X,

Fonte: TEOFILO, R. F. et. al., 2006.
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Tabela 4 - Experimentos realizados com a matriz Doehlert para as variaveis pH e
temperatura.

Experimento pH Temperatura (°C)
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

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

4.5 Parametros de validacéo

O primeiro parametro analisado foi a linearidade, cuja determinacao foi
realizada através da construcdo da curva de calibracdo externa. A curva
analitica foi preparada através da solucdo estoque de 2000 pg/mL construida
com 10 pontos de diferentes concentracfes na faixa de 5 a 500 pg/mL, e cada
ponto foi analisado em triplicata. Os dados obtidos nas andlises foram plotados
no Origin® (versao 6.0) para obtencdo da equacéo da reta e do coeficiente de
correlacdo. Os dados obtidos foram tratados considerando tanto a area como a

altura do pico como sinais analiticos.

Através da curva analitica também foi possivel obter o LD e LQ, visto
gue os valores sao obtidos por meio da equacdo que utiliza os valores de

estimativa do desvio padrao da resposta e a inclinacéo da curva.

A seletividade do método foi avaliada com os possiveis produtos de
degradacdo dos padrdes de interesse, por meio da comparacdo da matriz
isenta dos analitos de interesse (no caso, todos os 10 padrdes) e a matriz
fortificada com os mesmos. Esta fortificacao foi feita sob o branco da amostra,
isto é, a matriz isenta dos analitos de interesse e também pelo céalculo da

seletividade.
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A amostra utilizada para a obtencéo da seletividade foi feita empregando
as condicbes padréo realizadas nas reacdes de hidrélise celulose no GCaR.
Em geral utiliza-se um reator de aco inoxidavel de 200 mL, temperatura de
190°C, a 10 bar, com 60 mL de agua deionizada e o catalisador de 6xido de
estanho (SnO;) com tempo de 30 minutos. Para esta amostra foram utilizados
estes parametros, porém sem a adicdo do substrato (celulose). As amostras
partem normalmente de 8000 pug/mL de celulose, sendo necessério, portanto
uma dilucdo desta amostra para a andlise no HPLC.

A precisao instrumental foi obtida através de 10 inje¢des sucessivas de
uma solucdo de 450 pg/mL contendo todos os padrdes analiticos. Para este
estudo, esta amostra foi injetada 10 vezes no mesmo dia e pelo mesmo
analista, onde calculou-se o desvio padréo e coeficiente de variagao.

A repetitividade foi avaliada com a injecdo de padrbes na concentracéo
de 250 pyg mL™ preparadas 10 vezes e analisadas em triplicata. Com o0s
resultados obtidos foram calculados o desvio padrdo e o coeficiente de
variacao.

A precisao intermediaria foi realizada em dias diferentes, variando o
analista, onde foram preparadas 10 amostras de padrées na concentracdo de
450 pg/mL. As concentragdes foram obtidas pelas curvas de calibracéo e
posteriormente foram determinados o desvio padréo e o coeficiente de variacao
para comparacao de resultados entre diferentes analistas.

A exatidao do método foi avaliada pelo ensaio de recuperacédo, no qual
foi feita a adicAo de solucbes padrdo em trés diferentes concentracdes

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

A robustez do método foi avaliada de acordo com as variaveis mais
influenciaveis no desenvolvimento do método, pH e temperatura. Para
finalizacdo da validacao foi realizada uma analise de trés amostras de reacéo

de hidrélise da celulose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente foi realizada uma andlise com as condi¢cbes semelhantes as
iniciais utilizadas no grupo GCaR (fase mével de H,SO, com concentracao de
0,005 mol/L, temperatura da coluna de 55 °C e fluxo de 0,70 mL/min), conforme
metodologia descrita por Santos, et al. 2013 e assim determinou-se a ordem de
eluicdo dos padrBes analiticos: glicose, frutose, gliceraldeido, piruvaldeido,
acido latico, dihidroxiacetona, &cido férmico, &cido acético, acido levulinico e

HMF, como pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Cromatograma obtido na andlise da solucdo de 1000 pg/mL dos
padrdes: 1- glicose, 2- frutose, 3- gliceraldeido, 4-piruvaldeido, 5-acido latico, 6-
dihidroxiacetona, 7-acido férmico, 8-acido acético, 9- acido levulinico e 10-HMF.
Fase movel H,SO, (pH 1,27), fluxo 0,70 mL/min, temperatura da coluna 55 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Apés os testes iniciais, observou-se que 0s compostos 5 e 6, 8 e 9
(acido latico e dihidroxiacetona; acido acético e acido levulinico) apresentaram
baixa resolucéo, de 1,15 e 1,17, respectivamente, sendo necessario entdo, a
otimizacdo dos parametros com o intuito de obter melhor resolucdo para estes
compostos. Lembrando que conforme descrito na revisdo bibliografica a
resolucao deve ser = 1,25 (COLLINS et al., 2006).

5.1 Otimizacdo da metodologia analitica de forma univariada

A fim de avaliar as condi¢cdes experimentais com uma Unica variavel por

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

a sequir.
5.1.2 Otimizagédo do pH dafase mével

A fase mével 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 variagdo 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 resolucédo dos compostos. Compostos 5, 6, 8 e 9, séo
acido latico, dihidroxiacetona, &cido acético e &cido levulinico, respectivamente.

me] PH=1.27 ﬂ| f|| s 9
- I }l f a8
o SV SV PN A
[
:: | 56 9
il M ARREA ﬁ
om] pH=1.47
- W e
] . MJ\J\' \_ AN
1|I:|:ll:|- pH =1 , 51 .
- )\ s 9
E a8
=000 . | }
] L ” Lh_’lﬁ.ul"‘j \ J \.L_ ,.‘"J \ jj\\\__
oo s =0 75 1o 115 1=0 175 o s =0 F 0

Tempo deretengéo (Min,)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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As resolugbes obtidas para os compostos 5 e 6 (acido latico e
dihidroxiacetona) e 8 e 9 (acido acético e 4cido levulinico) com a variacdo do

pH da fase mével estéo representadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Resolucbes obtidas para os compostos com a variagdo do pH da fase
movel.

Compostos Resolucéao
pH 1,27 1,37 1,47 151
Acido latico e 1,15 0,98 1,24 1,25
Dihidroxiacetona
Acido acético e Acido 1,17 1,25 1,15 1,14
levulinico

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Foi observado que no pH 1,51 (0,03 mol/L) os compostos acido latico e
dihidroxiacetona apresentaram melhor resolucéo, apesar de acido acético e
acido levulinico apresentarem a pior resolucdo, porém se comparado com as
condicdes iniciais 1,15 e 1,17 houve uma melhora consideravel. Houve um
aumento de 0,10 para os primeiros compostos e diminuicdo de apenas 0,03
para 0s outros 2 compostos e por isso este pH foi estabelecido para a

continuacao do desenvolvimento do método analitico.

5.1.3 Otimizacao da temperatura da coluna

Apoés a otimizacdo do pH da fase movel, foi estudada a temperatura da
coluna com o intuito de melhorar a resolucdo dos quatro compostos citados
anteriormente. A Figura 17 mostra os cromatogramas obtidos com a variacao
da temperatura da coluna em 30°C, 35°C, 40°C, 45°C e 55°C e os parametros,
pH, temperatura do detector e fluxo da fase movel fixados em 1,51, 35°C e

0,7 mL/min, respectivamente.
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Figura 17 - Efeito da temperatura da coluna na resolucdo dos compostos.
Compostos 5, 6, 8 e 9, sdo acido latico, dihidroxiacetona, &cido acético e acido

levulinico, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

A Tabela 6 mostra os valores de resolucdo obtidos na variacao
temperatura da coluna.

Tabela 6 - Resolugbes obtidas para os compostos com a variacao
temperatura da coluna.

Compostos Resolucao
Temperatura (°C) 30 35 40 45 55
Acido latico e 1,27 1,27 1,39 1,24 1,25

Dihidroxiacetona
Acido acético e 2,65 2,32 2,60 1,72 1,34
Acido levulinico

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

da

da

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

se observar que todas as temperaturas testadas foram adequadas para a
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resolucdo entre os segundos compostos, porém a fim de preservar a vida util
da coluna, optou-se por fixar a mais baixa temperatura para a otimizagdo do
meétodo.
5.1.4 Otimizag&o da temperatura do detector

Na sequéncia, foi testada a temperatura do detector, variando em 30, 35
e 40°C e os parametros, pH, temperatura da coluna e fluxo da fase movel
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 resolugcdo dos compostos.
Compostos 5, 6, 8 e 9, sdo acido latico, dihidroxiacetona, &cido acético e &cido
levulinico, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores de resolucao obtidos entre

0S compostos 5, 6, 8 e 9.
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Tabela 7 - Resolugdes obtidas com a variagcdo da temperatura do detector.

Compostos Temperatura
Temperatura (°C) 30 35 40
Acido latico e 1,27 1,39 1,32
Dihidroxiacetona
Acido acético e 2,65 2,27 2,62

Acido levulinico

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Pode-se observar que empregando todas as temperaturas, séo obtidas
resolucdes 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 °C para a otimizagdao do método.

5.1.5 Otimizacao do fluxo da fase movel

Por fim, foi avaliado o fluxo da fase movel de forma a obter um tempo
reduzido de analise sem alteracdo na resolucdo dos compostos obtidos. A
variacdo do fluxo estudada foi de 0,70 a 0,90 mL/min, ja os parametros, pH,
temperatura da coluna e do detector e fluxo da fase movel foram fixados em
1,51 e 30°C, respectivamente. A Figura 19 mostra os resultados obtidos nos
testes cromatograficos para esta variagao.
Figura 19 - Efeito da taxa de fluxo da fase mdével na resolucdo dos compostos.

Compostos 5, 6, 8 e 9, sdo acido latico, dihidroxiacetona, acido acético e acido
levulinico, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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Na Tabela 8 estédo representados os valores de resolucdo obtidos entre
0s 4 compostos com a variacdo do fluxo da fase movel. Como pode ser
observado n&o ocorrem alteracdes significativas na resolugdo dos compostos
guando a taxa de fluxo é alterada, no entanto o tempo total de andlise é
alterado.

Tabela 8 - Resolugfes obtidas para os compostos com a variagcdo do fluxo da
fase moével.

Compostos Resolucgéo
Fluxo (mL/min) 0,7 0,8 0,9
Acido latico e 1,29 1,28 1,27

Dihidroxiacetona

Acido acético e 2,70 2,50 2,52
Acido levulinico

Tempo (min.) 35 30 27

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Através do estudo da taxa de fluxo da fase moével (FM) foi possivel
observar que em 0,9 mL/min houve uma diminui¢cdo do tempo de analise em 8
minutos, visto que aumentando-se a vazao os analitos eluem mais rapidamente
da coluna cromatogréafica. Dessa forma, para a avaliagdo univariada do
método, estabeleceu-se um fluxo de 0,9 mL/min para as corridas

cromatograficas do método proposto.
5.2 Otimizacdo da metodologia analitica de forma multivariada

Para a otimizacdo de forma multivariada empregou-se o planejamento
fatorial completo 23 para a avaliacdo dos fatores influenciaveis na resolucéo.
Na Tabela 9 estdo demonstrados os 9 experimentos realizados neste estudo
com os resultados de resolucdo entre os picos 5 e 6, 8 e 9 correspondentes ao

acido latico, dihidroxiacetona, acido acético e acido levulinico, respectivamente.
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Tabela 9 - Parametros utilizados no Planejamento fatorial completo 23 com ponto
central e os resultados de resolucdo obtidos. Os numeros 5 e 6, 8 e 9
correspondem aos compostos 4cido latico e dihidroxiacetona e acido acético e
acido levulinico, respectivamente.

Resolucao

Experimento (5e6) (8e9)
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

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Através das analises realizadas e os resultados obtidos e apresentados
na Tabela 9 foi construido o Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 20.
Como pode-se observar na Figura 19, apenas a temperatura e pH
apresentaram influéncia significativa no estudo. Ambos parametros, pH e
temperatura influenciaram negativamente sob a resolugcéao dos picos, isto €, em

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

Figura 20 - Diagrama de Pareto do efeito das variaveis na resoluc¢édo dos picos
5,6 € 8,9. Os numeros 5 e 6, 8 e 9 correspondem aos compostos acido latico e
dihidroxiacetona e acido acético e acido levulinico, respectivamente.

(2)Temp -19,8706

(1)pH -7,76561

]
1by2 2,651671
]

(3)Fluxo

1by3 , 1576201

2by3 , 3788101

p=,05

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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Através da linha tracejada no diagrama de Pareto que indica o limite de
significancia é possivel inferir também sobre a avaliacdo das interagbes de
todos os parametros da otimizacao, cujo fatores demarcados do lado esquerdo,
nao apresentaram influéncia significativa nas respostas obtidas, mesmo
quando avaliados separadamente, como o fluxo da fase mdvel (3) e também
guando avaliados simultaneamente, como por exemplo, nas interacdes de pH e
temperatura (1by2), pH e fluxo (1by3) e temperatura e fluxo (2by3).

Com as variaveis mais influenciaveis obtidas no Diagrama de Pareto foi
realizado o planejamento Doehlert e com o mesmo foram realizados sete
experimentos, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 10 e assim
obtidas as superficies de resposta dos compostos em estudo, representado
nas Figuras 21 e 22.

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

Resolucéo
Experimento  (1/2) (2/3) (3/4) (4/5) (5/6) (6/7) (7/8) (8/9) (9/10)
1 1,38 226 121 145 141 1,14 168 1,51 11,29
2 1,35 254 131 130 100 150 1,83 1,15 11,25
3 1,36 238 132 156 101 146 167 1,32 11,18
4 1,41 198 120 218 131 1,212 161 1,9/ 11,68
5 1,40 209 121 183 106 1,37 159 1,78 11,78
6 1,36 236 134 164 1,18 199 165 132 11,64
7 1,40 210 126 1,76 120 124 157 1,73 11,62

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
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Figura 21 - Grafico de Superficie resposta em funcdo das variaveis pH e
temperatura na resolucao dos picos 1/2 (A); 2/3 (B); 3/4 (C) e 4/5 (D).
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Figura 22 - Grafico de Superficie resposta em funcdo das variaveis pH e
temperatura na resolucao dos picos 5/6 (E); 6/7 (F); 7/8 (G); 8/9 (H) e 9/10(I).
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Ap6s a avaliacdo das superficies de respostas (Figura 21 e 22),
verificou-se que a resolu¢cdo minima obtida entre os picos le 2 (Fig. 21 A), 2 e
3(Fig.21B),3e4(Fig.21C),4e 5 (Fig. 21 D),5e 6 (Fig. 22E), 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 resolu¢cdo minima é maior que 1,25, ou seja,
séo ideais para fim quantitativo.

De acordo com as Figuras 21 C, 22 E, 22 F e 22 H, correspondentes as
resolucdes entre os picos3 e 4,5e 6,6 e 7 e 8 e 9, foi feita uma avaliacdo das
superficies de resposta e chegou-se em alguns parametros que aparentemente
devem ser testados com o intuito de melhorar a resolucdo 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 estdo apresentados na
Tabela 11 e que foram obtidos considerando os graficos de superficies
repostas dos picos 3,4; 5,6; 6,7 e 8,9, os outros foram eliminados pela
resolucdo minima ser aceitavel para fins quantitativos.

Tabela 11 - Novos ensaios realizados com base na avaliacdo das superficies de
resposta

Resolucéao
Temperatura
pH (°C) (3e4) (5e6) (6e7) (8e9)
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

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

E possivel através da Tabela 11 que em todas as condi¢ées, os valores
de resolucao sao considerados ideias para fins quantitativos, porém em geral o

teste que apresenta melhores valores €é em pH = 1,41 e T= 42°C, portanto
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estes sdo os valores étimos descritos pela interpretacdo grafica da superficie
de resposta para encontrar a regido 6tima.

5.3 Comparacao das otimizagdes realizadas de forma univariada e

multivariada

Diante do exposto, na Tabela 12 estdo demonstrados o0s resultados
obtidos empregando tanto a otimizacao univariada (método tradicional) quanto
a otimizacdo multivariada em que utliza-se o planejamento experimental

completo 23 e Doehlert.

Tabela 12 - Parametros estudados na otimizacao univariada e multivariada

Multivariada

Univariada| Planejamento | Planejament
fatorial completo | o Doehlert
Parametros 23

pH da Fase movel 1,51 1,27 1,41
Temperatura da coluna (°C) 30 30 42
Temperatura do detector (°C) 30 30 30*
Taxa de fluxo (mL/min) 0,9 0,7;0,8e0,9 0,9*

Tempo de Analise (min) 27 35,30e 27 25,40

* parametro fixo
Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Com a metodologia classica tém-se alguns problemas como a néo
percepcao das interacfes entre duas variaveis e a distincdo das variacdes
aleatorias de efeitos concretos, ja com o planejamento experimental, que €&
baseado em teorias matematicas, tém-se a vantagem de investigar todas as
causas potenciais simultaneamente e ainda obter conclusdes seguras a
respeito de todos os efeitos individuais independentemente uns dos outros,
realizando um menor namero de experimentos e obtendo maiores informacdes

do objeto em estudo.

Assim, para dar continuidade as etapas seguintes do presente trabalho,
adotaram-se o0s parametros otimizados significativamente determinados de

forma multivariada, pH = 1,41 e temperatura da coluna = 42°C e os parametros
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otimizados de forma univariada, fluxo da fase moével = 0,9 mL/min e

temperatura do detector = 30°C.

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 andlise para a determinacdo de 8 e 4 produtos, respectivamente,
enquanto a presente metodologia propde a determinacdo de 10 produtos num
tempo total de andlise de 27 minutos, conforme demonstra pode a Tabela 13.

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

n TRABALHO TRABALHO METODO
PARAMETROS 1 2 OTIMIZADO
BICKER et al. SLUITER et

2005 al. 2006
Fase méve| HZSO4 HZSO4 HZSO4
Taxa de fluxo - 0,6 mL/min 0,9 mL/min
P.rodutos de 08 04 10
interesse
Tempo de 50 min 50 min 25,40 min
analise
Temperatura
55°C 50°C 42 °C
Coluna
Detector IR IR IR

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Dessa forma, estabelecida as condicdes ideais para a separacao,
identificacdo e quantificacdo dos compostos, iniciou-se o processo de validacéo

da metodologia analitica por HPLC.

5.4 Validacado da metodologia analitica baseada em cromatografia liquida
de alta eficiéncia
5.4.1 Seletividade
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A seletividade do método foi avaliada com possiveis produtos de
degradacdo dos padrées de interesse e foi possivel observar nos
cromatogramas representados na Figura 23 que ndo houve eluicdo de nenhum
interferente na matriz isenta, portanto por este teste 0 método mostrou-se ser
seletivo aos analitos de interesse.

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

10

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Aléem disso, foram realizados os célculos de seletividade para a
determinagcdo dos fatores de seletividade (a), medida esta que fornece a
informacdo de qudo bem a coluna separa os analitos da amostra
(SKOOG et al, 2006) e estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 14 - Determinacao dos fatores de seletividade (a)

Picos a
1/2 1,12
2/3 1,04
3/4 1,10
4/5 1,18
5/6 1,07
6/7 1,07
718 1,05
8/9 1,26

9/10 2,2

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Como pode ser observado pela Tabela 13, através deste teste 0 método
também mostrou-se seletivo, visto que os fatores de seletividade calculados

indicaram separacao suficiente entre os picos cromatograficos (a > 1).
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5.4.2 Linearidade

Os dados da linearidade e as curvas analiticas obtidas de diluicbes da
solucdo estoque de cada padrao na faixa de 5 pg/mL a 500 pg/mL,
considerando a area dos picos obtidos no cromatogramas estédo representados
na Figura 24.

Figura 24 - Curvas analiticas da determinacéo pela area do pico de cada padrao
analitico. (A) — Glicose; (B) — Frutose; (C) — Gliceraldeido; (D) — Piruvaldeido; (E)
- Acido latico; (F) — Dhidroxiacetona; (G) — Acido formico; (H) — Acido acético; (I)
— Acido levulinico e (J) HMF.
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G. Acido formico H. Acido acético
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016

A altura dos picos também foi considerada como sinal analitico para
construcdo das curvas analiticas. Na mesma faixa de concentracdo de 5 pg/mL
a500 pug/mL e estas estdo representadas na Figura 25.
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Figura 25 - Curvas analiticas da determinacgéo pela altura do pico de cada padrao
analitico. (A) — Glicose; (B) — Frutose; (C) — Gliceraldeido; (D) — Piruvaldeido; (E)
- Acido latico; (F) — Dhidroxiacetona; (G) — Acido formico; (H) — Acido acético; (I)
— Acido levulinico e (J) HMF.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Todas as curvas apresentaram o numero de pontos adequados para a
construcdo da curva, sendo superior a 5 pontos tanto para area como para a
altura e os pontos aqui excluidos foram os que ficaram abaixo do intervalo de
confianca de 95% estabelecidos pelo programa Origin®.

Pela classificacdo do INMETRO, o método proposto apresentou uma
linearidade ideal tanto pela area quanto pela altura dos picos, quando
considerados como sinal analitico, pois observando os valores apresentados
na Tabela 14, os valores de coeficientes de correlacédo (r) foram maiores ou
igual a 0,9971.
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Tabela 15 - Coeficientes de correlacdo e equacdo da reta das curvas analiticas
obtidas no intervalo de 5 pg/mL a 500 pg/mL para todos os padrdes analiticos

PADROES AREA DO PICO ALTURA DO PICO

r Equacéo r Equacéao

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

Frutose 0,9995 y=1066,08 +261,77x 09998 y=289,48 + 20,50 x

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

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

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

DHA 0,9981 y =274,61 + 117,24 x 0,9992 y=232,37 + 8,50 x

Ac. formico  0,9982 y =6,78 + 39,27 X 0,9999 y=6,71+ 257X

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

Ac.levulinico  0,9983 y =272,65+ 139,17 x 0,9998 y=23,10 + 6,47 X

HMF 0,9973 y=1429,64 +122,67x 09992 y=40,44+5,08 X

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

“

Cabe ressaltar, que quanto mais proximo de 1 o valor de “r’ estiver,
maior a relacédo linear entre as duas variaveis (area pico versus concentragcao e
altura do pico versus concentracdo). As equacdes da reta foram plotadas no
origin para posteriores calculos de concentracédo e para a validacdo do método
analitico proposto.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 14, observou-se que o
método mostrou maior sensibilidade quando a area foi tomada como sinal
analitico e ndo a altura, uma vez que quanto maior o coeficiente angular da reta

maior a sensibilidade do método analitico.

543LDelQ

Os limites de deteccdo foram calculados de acordo com o método
baseado em parametros da curva analitica e descritos na parte experimental.
Na determinacdo dos parametros pela area dos picos obtidos foi determinado
um intervalo de 0,54 — 1,34 pg/mL para o limite de deteccao e para o limite de

quantificacdo foi estabelecida a faixa de 1,64 — 4,06 pg/mL. Quando
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considerou-se a altura dos picos, os limites de deteccéao e quantificagéo ficaram
na faixa de 0,78 — 1,79 pg/mL e 2,37 — 5,43 pg/mL , respectivamente conforme
mostra a Tabela 15.

Tabela 16 - Limites de deteccdo e limites de quantificagcdo obtidos através dos
dados das curvas analiticas

Limite de deteccéo e limite de quantificacao (ug/mL)

PADROES AREA DO PICO ALTURA DO PICO
LD LQ LD LQ
Glicose 0,97 2,95 1,29 39
Frutose 0,54 1,64 1,76 5,32
Gliceraldeido 0,71 2,16 1,26 3,8
Piruvaldeido 1,3 3,93 0,98 2,96
Acido Léatico 0,93 2,83 1,64 4,96
Dihidroxiacetona 0,63 1,90 0,78 2,37
Acido formico 0,91 2,76 1,06 3,22
Acido Acético 0,98 2,97 1,34 4,06
Acido Levulinico 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
guantificacdo o menor ponto da curva, ou seja, para o presente trabalho foi de
5 nug/mL, o que é validado para a area e altura do pico, pois os valores de LD e

LQ obtidos ndo foram muito altos, apresentando assim resultados satisfatorios.

Os intervalos lineares dos padrdes estéo representados na Tabela 16 de

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

Intervalo linear pg/mL

PADROES AREA DO PICO ALTURA DO PICO
Glicose 500,00 500,00
2,95 3,9
Frutose 1,64 500,00 5,32 500,00
Gliceraldeido 2,16 500,00 3,8 500,00
Piruvaldeido 3,93 500,00 2,96 500,00
Acido Latico 2,83 500,00 4,96 500,00
Dihidroxiacetona 1,90 500,00 2,37 500,00
Acido férmico 2,76 500,00 3,22 500,00
Acido Acético 2,97 500,00 4,06 500,00
Acido Levulinico 4,06 500,00 51 500,00
Hidroximetilfurfural 3,70 500,00 543 500,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

5.4.4 Precisao
5.4.4.1 Preciséo instrumental

A precisdo do método foi avaliada através de 10 injecdes sucessivas da
mesma amostra seguido por um branco, e assim determinada a precisao
instrumental. Por intermédio dos dados obtidos foi possivel calcular os valores

de desvio padrao e coeficientes de variacdo (CV) apresentados na Tabela 17.
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Tabela 18 - Dados obtidos para o estudo da precisao instrumental do método

AREA DO PICO ALTURADO PICO
Padrdes Desvio Padréo CV (%) Desvio Padréo CV (%)

(Hg/mL) (Hg/mL)
Glicose 1,40 0,77 0,44 0,25
Frutose 1,85 1,09 0,60 0,34
Gliceraldeido 1,72 0,96 0,64 0,36
Piruvaldeido 2,18 1,22 1,09 0,66
Ac. Latico 1,88 1,13 0,61 0,36
DHA 1,60 0,97 0,61 0,37
Ac. formico 0,96 0,60 0,67 0,40
Ac. Acético 1,07 0,65 0,78 0,42
Ac. Levulinico 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 padrdao e coeficiente de variacdo obtidos foram
< 2,18 e < 0,25 pg/mL tanto pela area quanto pela altura. Estes resultados
mostram que a metodologia proposta é precisa, visto que para andlises deste
tipo de amostra sao aceitos valores de coeficiente de variacdo de até 20%, os
baixos valores dos desvios-padrdo também corroboraram para indicar que

estes parametros avaliados apresentam um conjunto de dados homogéneos.
5.4.4.2 Repetitividade

A repetitividade foi obtida através de inje¢cbes de 10 amostras na
concentragao de 250 ug/mL obtidas em diferentes preparacfes. Os resultados
de area e altura foram plotados nas curvas de calibracdo para determinacéo da
concentracdo e estdo representados na Tabela 18. Das concentracGes foram

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

AREA DO PICO ALTURADO PICO
Padrdes Desvio Padréo CV (%) Desvio Padréo CV (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)
Glicose 2,13 2,02 0,83 0,77
Frutose 1,86 1,79 0,93 0,83
Gliceraldeido 2,73 2,57 0,41 0,38
Piruvaldeido 3,43 3,15 1,28 1,27
Ac. Latico 2,74 2,60 0,45 0,39
DHA 1,40 1,43 0,39 0,40
Ac. férmico 1,59 1,56 0,77 0,71
Ac. Acético 3,16 3,24 1,19 1,05
Ac. Levulinico 3,11 3,20 1,70 1,63
HMF 7,41 6,33 1,88 1,74

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Foi possivel inferir que os coeficientes de variacdo obtidos tanto pela
area como pela altura do pico foram < 6,33, estando na faixa permitida de até
20%, os valores de desvio padrao pela area foram < 7,41 e pela altura < 1,88,

logo 0 método é repetitivo.

5.4.4.3 Precisao intermediaria

Este parametro foi feito por outro analista em dia diferente, através da
preparacdo de 10 amostras de padrdes na concentracdo de 450 yg mL™ e
injetadas no HPLC. As concentracbes foram obtidas a partir das curvas de
calibracdo e posteriormente foram determinados o desvio padrdo e o CV, os

guais estao representados na Tabela 19.
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Tabela 20 - Dados obtidos para a Precisao intermediéaria

AREA DO PICO ALTURADO PICO
Padrdes Desvio Padréo CV (%) Desvio CV (%)

(ng/mL) Padréo

(hg/mL)

Glicose 2,39 2,09 2,17 1,90
Frutose 2,7 2,48 2,34 2,02
Gliceraldeido 2,96 2,63 2,71 2,46
Piruvaldeido 3,30 2,93 2,85 2,83
Ac. Latico 2,84 2,49 3,01 2,50
DHA 2,11 1,93 1,81 1,69
Ac. formico 1,41 1,51 1,37 1,39
Ac. Acético 1,97 1,86 1,10 0,92
Ac. Levulinico 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
variacdo obtidos tanto pela area como pela altura do pico foram < 3,50%. Os
desvios padrao obtidos pela area foram < 3,50 e pela altura < 3,01, indicando

gue o método apresenta precisdo intermediaria adequada.

Para comparacdo entre os diferentes analistas, foram utilizados os
resultados obtidos na precisdo intermediaria com os obtidos no teste de

repetitividade e construida a Tabela 20.
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Tabela 21 - Comparacéo dos coeficientes de variagdo entre os dois analistas na
determinacdo da precisao intermediaria

AREA DO PICO ALTURA DO PICO
CV (%) CV (%)
Padrdes Analista 1 Analista Analista 1 Analista
2 2
Glicose 2,02 2,09 0,77 1,90
Frutose 1,79 2,48 0,83 2,02
Gliceraldeido 2,57 2,63 0,38 2,46
Piruvaldeido 3,15 2,93 1,27 2,83
Ac. Latico 2,60 2,49 0,39 2,50
DHA 1,43 1,93 0,40 1,69
Ac. férmico 1,56 1,51 0,71 1,39
Ac. Acético 3,24 1,86 1,05 0,92
Ac. Levulinico 3,20 2,19 1,63 1,63
HMF 6,33 2,97 1,74 1,64

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

E possivel observar de acordo com a Tabela 20 que n&o houve maiores
divergéncias entre os coeficientes de variacdo obtidos com a modificacdo dos
analistas em diferentes dias de analises. Além disso, foi realizado o teste F
através da Equacao 4, cujos valores calculados estdo apresentados na Tabela
21, afim de saber se o0s desvios-padrdo dos dois analistas eram

“significamente” diferentes entre si.
Fealculado = 812/ S22 Equacéo 4

Onde F € o quociente entre os quadrados dos valores de desvio-padrao.
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Tabela 22 - Teste F para a comparacdo dos desvios-padrdo dois analistas na
determinacdo da precisao intermediéaria

AREA DO PICO ALTURA DO PICO

Sy° S,° Teste S S,° TesteF

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
Gliceraldeido 2,73 2,96 0,85 041 2,71 0,02
Piruvaldeido 3,43 3,30 1,08 1,28 2,85 0,20
Ac. Latico 2,74 2,84 0,93 045 3,01 0,02
DHA 1,40 2,11 0,44 0,39 181 0,04
Ac. férmico 1,41 1,59 0,79 0,77 1,37 0,31
Ac. Acético 1,97 3,16 0,38 1,10 1,19 0,86
Ac. Levulinico 2,33 3,11 055 1,70 1,80 0,89
HMF 3,50 7,41 0,22 1,88 181 1,07

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Através foram calculados num nivel de confianca de 95% e comparados
a valores tabelados de Si%e S, de acordo com o grau de liberdade 2 (n-1), que
corresponde a 19. Dessa forma através da avaliacdo dos valores obtidos na
Tabela 21, os valores de F calculados demonstraram ser menores dos que 0
valor tabelado, portanto os desvios-padrdo dos dois analistas ndo sao
significativamente diferentes um do outro, corroborando assim com o0s

coeficientes de variacdo, calculados anteriormente.

5.4.5 Recuperacgao
O ensaio de recuperacao foi executado através da fortificacdo da matriz
da amostra com os padrdes de trabalho em trés niveis de concentracfes, ou

seja, uma concentracgao inicial, intermediaria e maxima da curva analitica.

Os valores de recuperacao estédo representados na Tabela 22, os quais

foram calculados de acordo com a equacgao abaixo:



Recuperacgao (%) = (valorgptido / ValOragicionado) X 100%

Tabela 23 - Valores obtidos para o ensaio de recuperacao
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AREA DO PICO ALTURA DO
PICO
Recuperacéao (%)
Concentragéao 10 150 450 10 150 450
dos padrodes
(ng/mL)

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
Gliceraldeido 90,58 96,91 106,26 94,41 102,64 98,14
Piruvaldeido 102,95 92,16 105,87 103,59 105,10 104,05
Ac. Latico 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
Ac. férmico 104,43 91,04 95,37 113,91 105,35 100,50
Ac. Acético 103,31 95,56 94,00 114,05 103,38 94,32
Ac. Levulinico 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 recuperacao variaram entre 90,58 e 106,87%, estando de

acordo com as especificacbes esperadas, as quais determinam que 0s

intervalos aceitaveis estejam entre 90 e 107% para a faixa de concentracdo (%)

maior ou igual a 0,01 (BRITO, 2001).

5.4.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir das principais variaveis do

sistema em estudo. Foram avaliados pH (x0,1) e temperatura (x 5 °C). Os

resultados obtidos no teste de robustez estdo apresentados nas Tabelas 23 e

24, respectivamente.
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Tabela 24 - Variacdo obtida com a mudanga da temperatura da coluna

AREA ALTUR
DO A DO
PICO PICO
Compostos Condicao Vi V, Sirea  Condicao Vi \ Saltura
Inicial (mg/mL)  (ug/mL) (png/mL) Inicial (ug/mL)  (pg/mL) (ug/m)
(Hg/mL) (Hg/mL)
Temperatura 42 37 47 37 47
(°C)
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
Gliceraldeido 340,72 363,45 360,15 2,96 353,96 350,39 332,46 2,71
Piruvaldeido 367,98 365,93 326,42 3,30 357,64 336,88 355,63 2,85
Ac. Latico 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
Ac. formico 358,38 360,29 319,84 141 358,03 360,29 331,06 1,37
Ac. Acético 345,03 339,78 326,56 1,97 355,07 359,51 348,94 1,10
Ac. Levulinico 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 - Variacdo obtida com a mudanca do pH da fase movel

AREA ALTURA
DO DO PICO
PICO
Compostos Condicdo V; V, Shrea Condicdao V; V, Sattura
Inicial (ug/mL)  (ng/mL)  (ug/mL) Inicial (ug/mL)  (pg/mL)  (png/mL)
(Hg/mL) (Hg/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
Gliceraldeido 340,72 355,55 343,47 2,96 353,96 361,28 348,31 2,71
Piruvaldeido 367,98 356,62 364,18 3,30 357,64 347,33 349,98 2,85
Ac. Latico 348,48 359,23 366,08 2,84 358,27 354,02 353,75 3,01
DHA 350,18 351,11 365,69 2,11 360,31 361,69 359,25 181
Ac. formico 358,38 359,73 351,73 141 358,03 356,01 350,07 1,37
Ac. Acético 345,03 351,20 330,11 1,97 355,07 347,67 351,80 1,10
Ac. Levulinico 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 piruvaldeido apresentaram concentracfes similares as iniciais depois dos
ensaios de robustez realizados, portanto o método de forma geral o método
nao foi robusto. Isto pode ser explicado pelo valores de variagcdo de
temperatura e pH serem altos, cabe a estudos futuros uma avaliacdo da melhor

taxa de variacdo aplicadas a robustez do método analitico.

5.5. Aplicacdo da metodologia proposta

Apés a validacdo do método foi obtida uma amostra de uma reacgéao teste
de converséao da celulose (Figura 26) e frutose (Figura 27) realizada no GCaR
para analise dos possiveis produtos formados. Através da Figura 26, pode-se
observar que foram determinados 7 produtos (glicose, frutose, gliceraldeido,
acido latico, acido formico, acido acético e HMF). Assim como mostrado na
Figura 27, foram determinados 7 produtos (glicose, gliceraldeido, DHA, acido

latico, acido férmico, acido acético e HMF).
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Figura 26 - Cromatograma obtido na aplicacdo do método para a reagcdo de
hidrélise da celulose. Condi¢cdes reacionais: temperatura de 190°C, a 10 bar, com
60 mL de agua deionizada, catalisador MoO3/TiO,, 0,48g de celulose e tempo
reacional de 1h. Picos 1,2,3,4,5,6 e 7 sdo equivalentes aos compostos glicose,
frutose, gliceraldeido, &cido latico, acido formico, &cido acético e HMF,
respectivamente.

Detecor 4
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| -
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e
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Tempo deretengéo (min)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Todos estes compostos identificados puderam ser quantificados tanto
pela area quanto pela altura, onde foram encontrados 0,095% de glicose,
0,135% de frutose, 0,006% de gliceraldeido, 0,655% de acido latico, 5,3% de
acido férmico, 0,008% de acido acético e 2,830% de HMF pela area e 0,120%
de glicose, 0,146% de frutose, 0,012% de gliceraldeido, 0,545% de &cido
latico, 0,328% de acido formico, 0,021% de acido acético e 0,093 % de HMF
pela altura .
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Figura 27 - Cromatograma obtido na aplicacdo do método para a reagcdo de
conversdo da frutose. Condi¢cdes reacionais: temperatura de 190°C, a 10 bar,
com 60 mL de agua deionizada, catalisador de 6xido de estanho (SnO,), 0,48g de
frutose e tempo reacional de 30 min. Picos 1,2,3,4,5,6,7 e 8 s&o equivalentes aos
compostos glicose, frutose, gliceraldeido, acido latico, dihidroxiacetona, acido
férmico, acido acético e HMF, respectivamente.
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567
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10.0 125 15.0 17.5 20,0 ?Pl‘.b min

Tempo deretengio(min)
Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Através do cromatograma representado pela Figura 27 foram
guantificados quando levou-se em consideracdo a area do pico para 0s
calculos 0,239% de glicose, 0,329% de gliceraldeido, 0,781% de acido latico,
0,316% de dihidroxiacetona; 0,129% de acido formico, 0,275% de acido acético
e 8,470 % de HMF. Pela altura do pico foram encontrados 0,292% de glicose,
4,660% de gliceraldeido, 0,391% de acido latico, 0,944% de dihidroxiacetona,
0,344% de acido formico, 1,160% de acido acético e 0,365% de HMF.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O método proposto para a determinacdo dos produtos da reacdo de
hidrélise da celulose por HPLC apresentou resultados considerados
satisfatérios em relacdo a alguns trabalhos da literatura, visto que foi possivel a
determinacdo simultanea, pela separacéo, identificacdo e quantificacdo de 10
produtos da reacdo em 25,40 minutos de andlise, com temperatura da coluna
em 42°C, utilizando uma solu¢cdo de H,SO, como fase movel, com fluxo de
0,70 mL/min e pH=1,42.

Através das otimizagBes univariada e multivariada chegou-se a melhores
valores de resolucdo com a multivariada, e através da superficie resposta foi
possivel obter os valores 6timos das variaveis influenciaveis na resolu¢cédo dos
picos e assim a metodologia proposta pode ser validada tomando-se como
sinal analitico tanto area quanto a altura dos picos cromatograficos.

As curvas analiticas apresentaram relacao linear adequada entre sinal
analitico e concentracdo, uma vez que o coeficiente de correlacéo foi = 0,9972
tanto pela area quanto pela altura. O método proposto mostrou-se ser seletivo
através das diferentes formas de avaliacdo utilizadas, em relacdo aos ensaios
de precisdo foram obtidos valores de CV < 3,24 %, o que esta de acordo com
as normas exigidas. O método mostrou-se ser exato através dos ensaios de
recuperacdo para a faixa de variacdo de 90,58 a 106,87%. Em relacdo a
robustez apenas os compostos, dihidroxiacetona, glicose e piruvaldeido néo
sofreram alteracdo em suas concentracdes nos ensaios de robustez realizados,
logo o método mostrou-se ser robusto para estes compostos. Desta forma,
através da avaliacdo de todos os parametros de validacéo exigidos, foi possivel
guantificar com éxito dez compostos da reacdo de conversao da celulose e

frutose.
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