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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a eficiéncia da extracdo de derivados
fendlicos de lignina, mais especificamente, 0s compostos
acetossiringona, acetovanilona, os 4&cidos p-cumarico, ferdlico, p-
hidroxibenzoico, siringico e vanilico, vanilina e siringaldeido através da
pré-concentracdo destes analitos em uma fibra de poliacrilato (85 um)
seguido da analise por cromatografia a gas com detecgdo por ionizacdo
em chama (SPME-GC/FID). Devido & massa molar dos derivados de
lignina ser relativamente alta (por exemplo, acetossiringona 196,2 ¢
mol™) fez-se necessaria uma adequacio do método para a analise por
GC/FID. Os compostos foram submetidos a uma reacdo de derivagdo
com o0 agente silanizante N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA). As etapas de extracdo e derivacdo dos compostos seguiram
dois procedimentos: o primeiro, extracdo seguido de derivacdo; o
segundo, sor¢do do agente derivatizante na fibra e posterior extracdo dos
analitos. O objetivo principal foi desenvolver uma metodologia analitica
capaz de proporcionar a determinacdo dos derivados de lignina em
amostras de sedimentos. Tais compostos sdo uma subclasse dos
biomarcadores geoquimicos de grande importancia em estudos sobre
transporte de matéria organica na interface continente-oceano. Em
relacdo as variaveis estudadas, para se obter as melhores condigdes de
extracdo e separacdo, verificou-se a influéncia do volume de agente
silanizante, sendo o mais adequado 60 puL de BSTFA por amostra. Para
0s parametros temperatura, tempo de extracdo e de sor¢do em BSTFA
na fibra, as melhores respostas foram obtidas com os valores de 80 'C,
35 e 15 minutos, respectivamente. Aplicou-se 0 método proposto em
matrizes sedimentares, o qual apresentou boa linearidade em uma faixa
de 35 a 225 pg g™ para a acetossiringona, acetovanilona, vanilina e o
siringaldeido e de 2500 a 9000 g g™ para os demais analitos. Os limites
de quantificacdo obtidos variaram entre e 73 e 2471 pg g, para a
vanilina e para o acido vanilico, respectivamente. O método mostrou-se
adequado para a determinacdo desses derivados fendlicos em matrizes
ambientais reduzindo consideravelmente o grande volume do solvente
utilizado nos procedimentos convencionais de extracdo e analise por
GC/FID.

Palavras-chave: lignina; BSTFA; SPME; derivacdo; cromatografia a
gas.






ABSTRACT

In this study it has been assessed the efficiency of extraction of
phenolic lignin derivatives, namely, acetosyringone, acetovanillone, p-
coumaric, ferulic, p-hydroxybenzoic, vanillic and syringic acids, as well
as syringaldehyde and vanillin by pre-concentration of the analytes in a
polyacrylate fiber (85 pm) followed by analysis with gas
chromatography with flame ionization detection (SPME-GC/FID). Due
to the relatively high molar mass of some lignin derivatives (i.e.
acetosyringone 196.2 g mol™) it was required changes in the method
procedure previous the GC/FID analysis. Compounds were subjected to
a  derivatization  reaction in  which  N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (BSTFA) was used as a silylation agent. The
extraction and derivatization steps of the compounds were carried out
according to two procedures; first, derivatization followed by extraction;
and the second, sorption of the derivatizing agent on the fiber and
subsequent extraction. The main objective was the development of an
analytical methodology able to provide a simple and fast procedure for
the determination of lignin derivatives in sediments samples. Such
compounds are a subclass of geochemical biomarkers of great
importance in studies of transport of organic matter across the continent-
water interface. The best conditions for the extraction and separation
conditions were obtained with the volume of BSTFA derivatizing
reagent of 60 pL per sample. For the parameters temperature, extraction
time and BSTFA sorption on the fiber, the best results were achieved
with values of 80 °C, 35 and 15 minutes, respectively. We applied the
proposed method in sedimentary matrix, which showed good linearity in
a range 35 - 225 pg g™ for acetosyringone, acetovanilona, vanillin and
syringaldehyde and 2500 - 9000 pg g™ for the other analytes. The
quantification limit obtained ranged between and 73 and 2471 pg g, for
vanilin and acid vanilic, respectively. The method was suitable for the
determination of the phenolic derivatives in environmental matrices
with a considerable reduction of the large volume of solvent
conventionally used in extraction procedures and analysis by GC/FID.

Keywords: lignin; BSTFA; SPME; derivatization; gas chromatography.
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1. INTRODUCAO

Na &rea de geoquimica orgénica estudam-se diversos compostos
presentes em solos e sedimentos cujas estruturas sdo associadas a grupos
especificos de organismos. A identificacdo desses compostos em
ambientes naturais contribui para o conhecimento sobre a origem e 0s
processos de evolucdo da matéria organica. Os marcadores geoquimicos
caracterizam a matéria organica quanto a presenca de compostos
moleculares derivados de lignina, esterdis e hidrocarbonetos
(POYNTER; EGLINTON, 1991; TISSOT; WELTE, 1984).

As plantas, a partir de sua composicdo bioquimica, dividem-se em
dois grupos; plantas ndo vasculares (avasculares) e plantas vasculares.
As algas e bridfitas, por exemplo, representam as plantas nao vasculares.
Além de apresentarem-se em terra, as plantas vasculares (gramineas,
arbustos e arvores) aparecem em partes rasas de lagos (macrofitas
aquéticas flutuantes, submersas e enraizadas). A lignina provém de
plantas vasculares e constitui-se por grupos de polifendis
tridimensionais ligados entre si por meio de monémeros de
fenilpropano; caracteriza-se por apresentar estruturas poliméricas
amorfas e complexas de alta massa molar. Apresenta ainda elevada
resisténcia a biodegradacéo e portanto, € um exemplo de biomarcadores
geoquimicos oriundo de solos e sedimentos (FENGEL; WEGNER,
1984; HEDGES; PARKER, 1976; MEYERS, 2003).

A partir destas caracteristicas, os produtos da oxidacdo da lignina
tém sido utilizados como potenciais biomarcadores. As espécies
vegetais sdo singulares quanto a estrutura da lignina. Logo, a avaliacdo
de distintas quantidades dos derivados fendlicos de lignina contidos em
plantas, as diferenciam umas das outras. Por exemplo, dentre estes
produtos da reacdo de oxidagdo da lignina destacam-se os fendis
vanililicos e siringicos e dois fendis cinamicos, sendo que estes
subgrupos remetem a determinada origem bioldgica. Esses fendis séo
Unicos as plantas vasculares e podem refletir a taxonomia, o tipo de
tecido e o contetdo de lignina (HEDGES; ERTEL, 1982).

Atualmente, estudos ambientais empregam como ferramenta a
determinacdo de derivados fendlicos de lignina, tais como;
caracterizacdo da origem da matéria orgdnica em sedimentos;
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diferenciacdo da matéria organica de origem aldctone ou autoctone e
estudo da dispersdo de material terrestre em gradientes salinos efou
estuarinos.

As caracteristicas estruturais da lignina inviabilizam a analise direta
por cromatografia a gas, isto €, faz-se necessaria a manipulagdo prévia
da amostra. Uma alternativa consiste em submeter a amostra que contém
os derivados fenolicos obtidos previamente através de reacBes de
oxidacdo da lignina, a uma etapa de extracdo e posteriormente derivacao
destes compostos. Por outro lado os métodos convencionais de extracao
(liquido-liquido ou liquido-solido) requerem o consumo de grande
guantidade de solventes.

A microextragdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction) apresenta-se como uma alternativa promissora para
procedimentos de preparo de amostras especialmente para cromatografia
a gas (GC, do inglés gas chromatography) e oferece uma série de
vantagens, entre estas a alta eficiéncia, boa precisdo, baixo limite de
deteccdo e facilidade para automacao.

Nesta pesquisa, a técnica de SPME aliada a reagBes de
derivacdo e cromatografia a gas com detector por ionizacdo em chama
(GC/FID, do inglés gas chromatography with flame ionization detector)
serdo aplicados a Geoquimica para a determinacdo de derivados
fendlicos de lignina, uma subclasse dos denominados biomarcadores
geoquimicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biomarcadores geoquimicos

Os primeiros relatos de marcadores sdo oriundos da década de
trinta quando Treibs descobriu pigmentos de porfirina, provenientes da
degradacdo da clorofila, em xisto, 6leo e carvdo (HUNT et al., 2002).
Em 1967, Eglinton e Calvin utilizaram pela primeira vez o termo “féssil
quimico” para descrever compostos organicos encontrados na geosfera.
Mais recentemente, Meyers definiu o termo biomarcador molecular
como sendo “compostos caracteristicos de certas fontes bidticas que
retém informacBGes sedimentares mesmo apds alguma alteragdo”.
Biomarcadores, marcadores biolégicos ou fdsseis quimicos sdo,
portanto, compostos complexos e estaveis cujas estruturas sofreram
pouca ou nenhuma alteragdo fisico-quimica em relagdo a estrutura das
substancias organicas dos organismos vivos (bactérias, fitoplancton,
zooplancton e vegetais superiores) originarios, isto é, mantém o
esqueleto carbonico original (POYNTER; EGLINTON, 1991;
BIANCHI, 2007).

Estas moléculas derivam de compostos provenientes de
sedimentos terrestres como as plantas, sedimento marinho pelagico
como os planctons, marinho benténico como as algas e bactérias ou de
sedimentos limnicos (TISSOT; WELT, 1984) e caracterizam 6leos em
termos de correlagdo 6leo/6leo e 6leo/rocha originéria, classificacdo da
maturidade térmica do petroleo, avaliacdo da migracdo, do grau de
biodegradacdo, determinacdo das condi¢cdes do ambiente deposicional,
além de informar a idade da rocha originéria do petréleo (WANG et al.,
2007). Portanto, classificam-se os biomarcadores como indicadores de
ambiente deposicional, indicadores de maturagdo, identidade, migracéao
e degradacdo (NETO, 1984).

Pardmetros como pH, salinidade e toxicidade do ambiente
deposicional sdo determinados através da analise da “composi¢do
genética” que a rocha original transmite aos O6leos (NETO, 1984;
PHILP, 1985). A razdo de pristano/fitano (Figura 1) é um exemplo de
biomarcador e serve como registro do ambiente deposicional e descreve
0 ambiente como oxidante (pristanoffitano > 1) ou redutor
(pristano/fitano < 1) (PETERES; MOLDOWAN, 1993).



Figura 1. Estruturas quimica das moléculas de pristano (1) e fitano (2).
Elaborado pelo autor (a).

Fitano (2)

Os biomarcadores sdo classificados, por exemplo, como
indicadores de maturacdo, pois apresentam alteracBes estruturais
(isomerizacdo e aromatizacdo) e degradacdo térmica (formacdo dos
compostos mais estaveis) devido ao incremento da temperatura
ocasionado pelo aumento do grau geotérmico. A sobreposicdo dos
compostos mais estaveis, em acordo com os niveis de maturagdo, sob os
compostos menos estaveis e 0 monitoramento das alteragdes ocorridas
durante este processo proporcionam estabelecer o grau de maturagdo da
matéria organica em 6leos, sedimentos e rochas (KILLOPS; KILLOPS,
2005; BROCKS, 2003).

Geralmente, os biomarcadores s&o hidrocarbonetos saturados,
insaturados e aromaticos ou compostos com grupos funcionais (alcoois,
acido, cetona, ésteres, etc.) ou ainda contém heteroatomos (N e S). Estes
também séo classificados segundo sua origem biogénica, antropogénica
ou féssil. Os primeiros identificam as fontes biogénicas de matéria
organica e caracterizam a estrutura e atividade das comunidades
microbianas, como por exemplo, a lignina, os esterdis, 0s pigmentos
(clorofilas e carotenoides), os acidos e lcoois graxos, 0s terpendides e
os fosfolipidios (TAKADA; EGANHOUSE, 1998). Os marcadores
moleculares fésseis sdo residuos da matéria organica biogénica e de seus
produtos diagenéticos e, englobam os n-alcanos, os triterpenos, 0s
esteranos, 0s isoprendides aciclicos, entre outros (VOLKMAN;
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REVILL, MURRAY, 1997). Os biomarcadores antropogénicos sdo
introduzidos no ambiente através de atividades humanas
consideravelmente recentes e estdo relacionados a contaminagdo
ambiental. O coprostanol (Figura 2) e outros ester6is sdo exemplos de
marcadores moleculares antropogénicos amplamente empregado no
mapeamento de contaminagdo por esgotos (TAKADA, 1997).

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de coprostanol (3). Elaborado
pelo autor (a).

Coprostanol (3)

2.2. Ligninas

O termo lignina provém do latim lignum e refere-se a madeira.
Anselm Payen, em 1838, estudou a separacdo dos constituintes da
madeira. Este estudo trata-se do primeiro registro experimental de um
“material incrustado” presente na madeira, incluindo a celulose, cuja
composicdo quimica era desconhecida. Apenas em 1865, Schulze



atribuiu o termo lignina a este material incrustado (MACCARTHY;
ISLAM, 1999).

As ligninas representam a segunda maior fonte de carbono da
biosfera e sdo o segundo maior biopolimero abundante em plantas,
depois da celulose. Sdo macromoléculas amorfas de alta massa molar e
de natureza aromatica, bastante complexas, constituidas por polifendis
estruturados tridimensionalmente por unidades monoméricas de
fenilpropano (Figura 3) unidas entre si por ligacbes C-O-C e C-C
(FENGEL; WEGNER, 1984; HEDGES; PARKER, 1976;
LOUCHOUARN et al, 1997; LOUCHOUARN et al, 2010;
PEMOKOWIAKI et al., 2006).

Figura 3. Estrutura proposta para a lignina de Picea abies (madeira
mole). Adaptacédo de Pil6-Veloso, 1993.
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As ligninas encontram-se exclusivamente em vegetais superiores.
Embora sejam identificadas em sedimentos marinhos, ndo sdo
sintetizadas por organismos marinhos e sdo distribuidas nestes
ambientes por fortes escoamentos continentais. E o constituinte mais
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abundante das plantas, cujo papel importantissimo nos processos de
humificacdo de areas terrestres ocorre por meio de queda de folhas,
brotos, pélen e contato direto com a raiz (THEVENOT et al., 2010;
MEYERS, 2003). As ligninas constituem principalmente o tecido
vegetal e atuam no transporte de &gua, nutrientes e metabolitos, além de
promover resisténcia mecanica, impermeabilizacdo e protecdo aos
tecidos contra a acdo de microrganismos. N&o sdo encontradas livres
emplantas superiores, ou seja, Sa0 encontradas associadas a
polissacarideos, como a celulose ou a hemicelulose, principais
componentes da parede celular das plantas vasculares (PERISSOTTO,
2005; RASHID, 1985). As gramineas, angiospermas e gimnospermas
sdo exemplos de vegetais onde as ligninas sdo encontradas.

A sintese das ligninas ocorre a partir de uma reacdo enzimatica
entre a celulose, tirosina e fenilalanina para a construcdo de tecidos
vasculares e componentes estruturais das plantas. A morte dos vegetais
ocasiona a degradacdo biogquimica das ligninas e os produtos desta
degradacdo, formados por mondmeros carboxilados, relativamente
resistentes & biodegradacéo e diagénese em condicfes anaerdbicas, sdo
responsaveis pela preservacdo das ligninas em solos e sedimentos, o
oposto dos compostos celulésicos que se degradam rapidamente
(PEMOKOWIAKI et al., 2006; LOUCHOUARN et al., 2010;
MEYERS, 2003).

2.2.1. Derivados fendlicos da lignina

As unidades de ligacdo das ligninas sdo resistentes a
decomposicdo, particularmente os compostos de fenilpropano, os quais
sdo unidos por ligagbes C-O-C e C-C que ndo se rompem facilmente.
No entanto, a degradacédo da lignina por alguns microrganismos, origina
compostos  fendlicos e polifendlicos. O primeiro estdgio de
decomposicdo da lignina envolve a dissociagdo a partir da celulose por
meio da quebra das ligagfes glicosidicas, e apds uma série de reagdes
enzimaticas seguidas por clivagens, a divisdo oxidativa das ligninas
origina unidades de estrutura primaria. Entre os produtos de oxidacéo
detectam-se a vanilina, o siringaldeido, os acidos ferulico, siringico e
vanilico, entre outros (RASHID, 1985).

Os principais produtos da degradacdo da lignina dividem-se em
quatro classes; vanila (V), siringila (S), cinamoila (C) e p-hidréxi (P). A
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Figura 4 apresenta os onze compostos fenolicos derivados de lignina,
obtidos a partir da oxidagdo da lignina com éxido culprico em meio
alcalino, como proposto por Hedges e Ertel, em 1982.

Figura 4. Fendis derivados de lignina apds reacdo de oxidagdo com
CuO em meio alcalino. Adaptacdo de Hedges, 1982.
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Cada um dos 11 compostos derivados de lignina apresentam um
anel aromatico e sao classificados de acordo com sua semelhanca
estrutural, isto é, em acordo a taxonomia vegetal. Estas estruturas estdo
relacionadas aos tipos de tecidos e plantas dos quais provém estes
compostos. Pode-se identificar e/ou distinguir estas classes em relacdo
aos tecidos e plantas originarios, tais como tecidos lenhosos e nédo
lenhosos de plantas vasculares, angiosperma ou gimnosperma
(FARELLA et al., 2001; GONI; HEDGES, 1992; HEDGES; MANN,
1979).

Os fendis pertencentes aos grupos vanila, siringila e p-hidroxi
apresentam-se em forma 4cida, aldeidica e cetbnica. O grupo cinamoila
se apresenta somente na forma &cida e é encontrado em tecidos de
angiospermas ndo lenhosas, enquanto os fendis do grupo siringila em
angiospermas lenhosas. Os produtos da degradacéo de lignina presentes
em angiospermas e gimnospermas, independente do tecido, sdo os
fenois referentes ao grupo vanila (Tabela 1) (GONI; HEDGES, 1992;
HEDGES; MANN, 1979).

Tabela 1. ConcentracOes de grupos fendlicos, em percentual de carbono
organico, encontrados nos tipos de vegetais.

Vegetacéo
Grupo Gimnospermas Angiospermas Gimnospermas Angiospermas
lenhosas lenhosas ndo-lenhosas ndo lenhosas
Vanila 4,0-13,0 2,7-8,0 19-21 0,6-3,0
Siringila 7,0-8,0 1,0-3,0
Cinamoila 08-1,2 04-31
Exemplos Coniferas Arvores com Gramineas
flores

Fonte: Adaptado de KILLOPS; KILLOPS, 2005.

Para identificar os principais grupos de plantas presentes em
sedimentos e as principais fontes de matéria organica al6ctone presentes
nos ambientes aquaticos empregam-se razdes entre 0s componentes dos
grupos vegetais. Por exemplo, a presenca de derivados fendlicos dos
grupos vanila, siringila e cinamoila em diferentes tecidos de plantas
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vasculares varia em acordo com as reagdes diagenéticas sofridas (GONI;
HEDGES, 1992; HEDGES; MANN, 1979; GORDON; GONII, 2004).

Embora as ligninas sejam relativamente resistentes, estas sofrem
alteragdes durante o periodo de diagénese e a razdo entre as formas
acidas e aldeidicas dos fendis do grupo vanila e siringila (Ac/Al)V,S
indica o grau de degradacao (indice diagenético de matéria organica) aos
quais sdo submetidas (HEDGES; MANN, 1979). Geralmente, observa-
se 0 maior grau de oxidacdo microbiana da lignina associado a maior
razdo (Ac/Al)V,S. Pode-se utilizar também como indicador diagenético
arazdo P/(V + S), devido a desmetilacdo ocorrida durante a oxidacéo da
matéria organica que favorece a perda seletiva dos grupos fendlicos
metoxilados (V e S) em relacdo aos ndo metoxilados (P) e ndo oxidados
(DITTMAR; LARA; KATNER, 2001). Os fendis do grupo siringila e
cinamoila s@o indicados por apresentarem altos valores da razdo S/V e
C/V, respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Relacdo das razGes S/V em funcdo de C/V e dos principais
grupos de plantas vasculares. Adaptacéao a partir de Hedges et al., 1988.
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Tareq e col. (2004) desenvolveram o indice para a identificacéo
das diferentes fontes de vegetagdo originarias da matéria organica
sedimentar denominado Indice de Fenol de Lignina Vegetal (LPVI, do

10



inglés Lignin Phenol Vegetation Index) que complementa os calculos
classicos das razbes de S/V, C/V e Ac/Ad. Este, é expresso pela
Equacéo 1;

S(S+1) c(C+1) Equacéo

onde V, S e C expressam a percentagem dos grupos vanila, siringila e
cinamoila, respectivamente.

As diferentes razBes de derivados fenolicos presentes nos tecidos
de angiosperma lenhosa, gimnosperma lenhosa, angiosperma n&o
lenhosa, e gimnosperma ndo lenhosa, sdo resolvidas em intervalos ao
longo do eixo de LPVI. Tecidos de gramineas tém os maiores valores
LPVI. O indice ndo é linear e varia de 1 (gimnosperma lenhosa) para
aproximadamente 3000 (graminea) (Tabela 2). O LPVI ndo contabiliza
efeitos diagenéticos, embora esteja embasado na labilidade dos grupos
fendlicos (TAREQ; TANAKA; OTHA, 2004).

Tabela 2. Faixa de variagdo para os valores de LPVI em acordo ao tipo
vegetal.

Tipo de vegetacdo LPVI
Gimnospermas lenhosas 1
Gimnospermas nao lenhosas 12 a 27
Angiospermas lenhosas 67 a 415
Angiospermas ndo lenhosas 37822782

Fonte: adaptacéo de Tareq et al., 2004.

Além dos produtos fendlicos originados a partir da oxidacdo das
ligninas apresentarem resisténcia & biodegradacdo, estes também
contribuem para a avaliagdo da composicdo da matéria organica
sedimentar proveniente de diversos tipos de vegetais, uma vez que sua
composicdo quimica depende dos diferentes tipos de plantas originarios,
isto é, a caracterizacdo da matéria organica, a diferenciacdo da matéria
organica de origem al6ctone de autéctone e o estudo da dispersdo de
material terrestre em gradientes salinos e/ou estuarinos. Estes fatores
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caracterizam as ligninas como biomarcadores de plantas terrestres
(TAREQ; TANAKA; OTHA, 2004).

Na literatura, em diversos estudos ambientais estdo reportadas
diversas pesquisas, entre estas as de Tareq e col. (2011) que
determinaram o0s is6topos estaveis de carbono e de nitrogénio e
biomarcadores de lignina da matéria organica sedimentar do Lago Erhai
(sudoeste da China) para reconstruir a paleovegetacéo e correlaciona-los
ao clima e a vegetacdo (TAREQ; KITAGAWA; OTHA, 2011). O
mesmo grupo de pesquisa analisou 0s destinos iniciais diagenéticos de
lignina em uma érea de vegetacdo tropical para reconstituir alteracfes do
passado e as mudangas climaticas (TAREQ; TANAKA; OTHA, 2004).
A preservacdo de ligninas em sedimentos lacustres ao longo dos anos é
objeto de estudo para o grupo de pesquisa composto por Ishiwatari e
Uzaki (ISHIWATARI; UZAKI, 1997). Hedges e col. (1982) também
estudaram a preservacdo de ligninas em lagos andxicos (HEDGES;
ERTEL; LEOPOLD, 1982).

A alta massa molar associada &s macromoléculas amorfas e
aromaticas das ligninas, além das irregularidades em sua constituicéo,
alta polaridade e baixa volatilidade inviabilizam a analise direta de seus
derivados. Consequentemente, faz-se necessario a adequacdo das
amostras, isto €, a transformagdo do analito em uma substancia com
caracteristicas apropriadas para ser analisada por cromatografia gasosa,
por exemplo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

2.3. Preparo de amostra

Um procedimento analitico compreende diversas etapas, entre
elas, a amostragem, o preparo da amostra, separa¢do e quantificagdo dos
analitos e avaliacdo estatistica. A obtencdo de resultados coerentes
depende diretamente de cada uma destas etapas (PAWLISZYN, 2009).

Considera-se o preparo de amostra uma das etapas mais criticas
de uma metodologia analitica. Esta, consiste no isolamento e
concentracdo dos analitos a partir da matriz da amostra, a fim de
adequé-los para a introducdo nos instrumentos de andlise e para 0s
niveis de deteccdo ideais do proprio equipamento. Os procedimentos de
preparo de amostra incluem extracdo, remocdo de interferentes e/ou
limpeza e derivagdo (item 2.3.2) e sdo influenciados por fatores, tais
como massa de amostra, pH, volume e natureza do solvente extrator e
tempo de extracdo, entre outros (LANCAS, 2004).
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Normalmente, entre as técnicas classicas, o preparo de amostra
consome um maior tempo por conta das varias etapas empregadas, gera
um maior erro instrumental, apresenta um alto risco de perda de
analitos, além de utilizar grandes quantidades de solventes. Atualmente,
destacam-se técnicas alternativas de preparo de amostra, principalmente,
pela consideravel reducdo ou eliminacdo de solventes organicos e
consequente reducdo dos custos financeiros e danos ambientais
(RAMOS, 2012).

Evidenciam-se neste contexto as técnicas de extracdo sortiva em
barras de agitacdo (SBSE, do inglés stir bar sortive extraction),
microextragdo em fase liquida (LPME, do inglés Liquid phase
microextraction), microextracdo em sorvente empacotado (MEPS, do
inglés microextraction by packed sorbent) e a microextracdo em fase
solida (SPME).

2.3.1. Microextracao em fase sélida (SPME)

A microextracdo em fase solida (SPME), descrita por Arthur e
Pawliszyn na década de 1990, consiste em uma técnica de extragdo e
pré-concentracdo livre de solventes extratores. E relativamente réapida,
seletiva e amplamente empregada como método de preparo de amostras
em diversas matrizes ambientais e bioldgicas, entre outras (ARTHUR;
PAWLISZYN, 1990).

A técnica de SPME se baseia na parti¢do do analito entre a matriz
da amostra e um microcomponente extrator, isto é, uma fina fase
polimérica liquida ou sélida imobilizada sob uma fibra de silica fundida
ou em um suporte metalico. Duas etapas compreendem a extragdo por
SPME; sorcdo e dessorcdo dos analitos. A primeira etapa delimita-se
pela exposicdo do recobrimento da fibra a amostra, em um intervalo de
tempo pré-determinado, e consequente extracdo dos analitos. Nesta
etapa, as moléculas do analito deslocam-se da matriz para a fase
extratora até alcancarem o equilibrio entre a matriz da amostra e o
recobrimento da fibra. A segunda etapa compreende a remogdo da fibra
do compartimento da amostra e dessorgdo dos analitos em um
instrumento analitico compativel para posterior separacio e
quantificacdo. Parametros experimentais tais como o recobrimento e
espessura da fibra, modo de extragdo, volume da amostra, temperatura e
tempo de extracdo, agitacdo e forca idnica, entre outros, influenciam
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diretamente a eficiéncia de extracio (PAWLISZYN, 1999;
PAWLISZYN, 2009).

Comercialmente, sdo encontrados diversos tipos de recobrimento
de fibras de SPME, entre estes os recobrimentos de poliacrilato (PA),
polidimetilsiloxano (PDMS) e fibras de recobrimento misto como a
carboxen-PMDS cujas caracteristicas como polaridade, mecanismo de
extracdo, espessura da fase estacionaria e comprimento do recobrimento
divergem entre si. A escolha do recobrimento baseia-se nas
caracteristicas de volatilidade e polaridade dos analitos e determina a
seletividade. A espessura do recobrimento também determina a
capacidade extratora, isto é, quanto maior o filme extrator, maior a
capacidade de extracdo, porém acentua-se 0 tempo das extragdes
(PAWLISZYN, 2009).

S8o empregados trés modos bésicos de extracdo em SPME;
extracdo direta, extragdo no modo headspace e extracdo envolvendo
uma membrana protetora. No modo de imersdo direta (Figura 6a),
insere-se a fibra no compartimento da amostra e os analitos — de baixa
volatilidade — séo diretamente transportados da matriz da amostra para a
fase extratora. O modo de extracdo headspace ilustrado pela Figura 6b,
demonstra eficiéncia apenas para compostos relativamente volateis, uma
vez que a fibra permanece confinada na regido sobre a matriz da amostra
(headspace = cabeca vazia = espago vazio). Verifica-se a principal
vantagem desta amostragem ao considerar os interferentes de alta massa
molar possivelmente presentes na amostra. A presenca destes
interferentes e de analitos ndo volateis em amostras inviabiliza a anélise
em ambos os modos de operagdo citados. Consequentemente, aplica-se
0 modo de extragdo acrescido de membrana protetora que implica em
melhor reprodutibilidade e exatiddo (Figura 6¢) (PAWLISZYN, 2009).

A agitacdo da amostra no modo de operacdo em heasdspace, por
exemplo, implica na diminuicdo do tempo necessario para estabelecer o
equilibrio, uma vez que se aumenta a difusdo dos analitos e,
consequentemente, a transferéncia de massas entre amostra, headspace e
membrana extratora (PAWLISZYN, 2009).
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Figura 6. Modos de operacdo em SPME: (a) extracdo direta, (b)
headspace SPME, (c) membrana de protecdo SPME. Adaptacdo de
PAWLISZYN, 2009.
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Geralmente, a adicdo de sal a solucdo da amostra aprimora a
extracdo. Este efeito, denominado salting out, aumenta a for¢a iénica da
solucdo da amostra e provoca a reducdo de solubilidade dos analitos na
matriz, o que facilita a extracdo pela fibra. Entretanto, o efeito
determinado empiricamente e, que ndo descarta o efeito reverso,
depende dos compostos de interesse, da matriz destes compostos e da
concentracdo de sal. Normalmente, o efeito salting out aumenta a
medida que a polaridade dos compostos aumenta (PAWLISZY N, 2009).

Os processos de SPME baseiam-se em equilibrios simultaneos
em sistemas multifasicos. O modo de operacdo direto inclui o equilibrio
dos compostos de interesse entre duas fases e 0 modo headspace, entre
trés — a amostra (matriz homogénea), a fase gasosa sob a amostra
(headspace) e a fase extratora (recobrimento da fibra). Tipicamente,
considera-se o processo de microextracdo completo quando o equilibrio
é atingido, cujas condicdes estdo descritas pela Equagdo 2, segundo a lei
de conservacao de massas;

CoVs = C¢Vr + CpVp + CsVs Equacéo
@
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onde, C, é a concentracdo inicial do analito na amostra; Cs C, e Css80 as
concentracBes no equilibrio dos analitos na fibra, no headspace e na
amostra, respectivamente; Vs, Vy, e V¢ 0s volumes de recobrimento da
fibra, do headspace e da amostra.

Este tratamento e aspectos termodindmicos referem-se ao
processo de particdo caracteristico de recobrimentos poliméricos
liquidos, embora as equagdes sejam semelhantes, em nivel traco, ao
empregar s6lidos como fase extratora. Define-se, a partir da razdo entre
as fases da fibra/headspace (Ks,) € headspace/amostra (Kj,), a constante
de particdo do analito; Equacdes 3 e 4.

K — Cr Equacéo
™=, @)

K = Cn Equagcéo
T (4)

Expressa-se a quantidade de analito (n), em mol, extraido pelo
recobrimento extrator no sistema em equilibrio pelas Equaces 5 e 6;

n = CeVy Equacéo
®)
ou
- KenKnsVrCoVs Equacéo
KenKnsVy + KpsVi + Vs (6)

A constante de particdo do analito entre as fases da fibra/amostra
é igual ao produto KK, logo;

. KV CoVs Equacéo
KesV + KnsVi + Vs (7

A operacdo em modo direto despreza a parcela Ky Vi
portanto:
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K¢ Ve CoVs Equagéo
TRV AV (8)
KfSVf + 1

Além da constante de particdo do analito entre as fases da fibra e
da amostra, Kg, apresentar uma infima ordem de grandeza, usa-se,
normalmente um volume de amostra, Vs, bastante superior ao volume do
recobrimento da fibra, V. Ao aplicar a aproximacdo Kg Vi < < Vg, a
equacdo 8 é simplificada para a Equacéo 9;

n = K¢ VrCy Equagdo
9)

Para a operagdo em modo headspace, considera-se 0 volume
igual tanto para a amostra quanto para a fase em headspace (Vs = V;). A
partir da equacéo 7, tem-se:

KpsVrCoVs Equagéo
ne (10)
KesVr + 1+ Ky )V,

Ao seguir o mesmo raciocinio do modo de extracdo direto, a
guantidade de analito extraido pela fibra extratora é expressa pela
Equacéo 11;

KesVe < (1 + Kpg) Vs Equacio
(11)
logo:
K¢V, Equacéo
n=_JsF Co 1q2 ¢
1+ Ky 12)

Observa-se, em ambos os modos de extracdo, uma relacéo linear
entre a quantidade de analito extraido da amostra e a concentracdo
inicial deste na matriz. Muito embora a técnica de SPME seja uma
técnica de equilibrio, certas condi¢bes implicam em uma extracdo
guantitativa dos analitos (PAWLISZYN, 2009).
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2.3.2. Derivacédo

Emprega-se a cromatografia a gas na analise de substancias
gasosas, volateis e termicamente estaveis. Quando as substancias em
analise ndo correspondem a estes pré-requisitos sdo necessarias
transformagfes na substancia de interesse para adequé-la a técnica.
Particularmente, para substancias de alta massa molar e/ou contendo
grupos funcionais fortemente polares, por exemplo, emprega-se a
derivacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

As reacBes de derivagdo ou derivatizacdo (do inglés
derivatization) incrementam volatilidade aos analitos presentes na
amostra, sensibilidade & deteccdo e os adaptam as propriedades
cromatogréaficas. A reacdo de derivacdo corresponde a introducdo de
grupos especificos ao analito para aumentar a eficiéncia cromatografica
da analise, como por exemplo, melhorar as caracteristicas de separacdo e
aumentar a detectabilidade. Alquilacdo, esterificacdo, acetilagdo e
sililacdo sdo alguns exemplos de reacdes de derivagdo comumente
empregados (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Nas reacdes de sililacdo, isto é, reacOes de derivacdo de
moléculas polares que contém um grupo funcional protdnico,
empregam-se 0s reagentes de alquisilil, geralmente o cloreto de
trimetilsilil, como exemplificado pelo esquema 1.

Esquema 1. Representacdo de uma reacao de sililagao.
ROH + CI-Si(CHs); > RO-Si(CHj3); + HCI

Estas reacBes sdo, usualmente, instantdneas a temperatura
ambiente ou aceleradas pelo aquecimento ou adicdo de catalisadores.
Em contrapartida, 0s reagentes que promovem reacdes de silanizagdo,
como por exemplo, 0 trimetilclorosilil (TMCS),
bis(trimetilsilil)acetamida (BTSA), N-metil-N-(tert-
butildimetilsilil)trifluoroacetamida (BTMSTFA), entre outros, sdo
sensiveis a umidade e sofrem reacdo de hidrélise (FARAJZADEH et al.,
2014). Portanto, a reacdo necessita de auséncia rigorosa de agua. Entre
0s compostos derivados por este tipo de reagente estdo os agUcares,
alcoois, aminas, aminodcidos, acidos carboxilicos e fenois, entre outros
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).
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O esquema 2, representa a reacdo de silanizagéo, ao empregar o
agente silanizante conhecido como BSTFA. A reacdo envolve a
substituicdo do hidrogénio reativo por um grupo
trimetilsilil/trimetilsilila. O ataque da espécie nucleofilica ao 4tomo de
silicio ligado ao oxigénio governa a velocidade da reacdo nucleofilica de
segunda ordem (Sn2). A velocidade desta reacdo depende diretamente
do impedimento estérico do nucledfilo.

Esquema 2. Reacdo de derivacdo entre uma molécula genérica que
contém um grupo funcional proténico, cujos pré-requisitos para a reagéo
de derivacdo com a N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)
sd0 obedecidos, o que gera um derivado acrescido de um grupo de
trimetilsilil.

FiC

HaC H:C H:C HaC Q
8¢ 3
R—OH + HEC—SJi—N/J\O—Sli—CHE = R—o-%i—CH; + Hzc—gi—N)J\CF;
CH, CH: CH, éHE ,L
Analito  IN,O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamida Detivado
(BSTFA)

Para os fenodis e alcoois, a reacdo para formacdo do derivado
ocorre de maneira répida se realizada em estufa a 60 °C, por
aproximadamente uma hora e apresenta elevado grau de conversao
(TAREQ et al., 2004).

O interesse em derivar os compostos fendlicos de lignina esta na
presenca da hidroxila (-OH) fendlica. Especificamente para os fendis, a
etapa de derivacdo elimina os problemas relativos a elevada polaridade,
baixos coeficientes de particdo e volatilidade, o que contribui
diretamente na eficiéncia de extracdo e sensibilidade do método de
deteccdo (PAWLISZYN, 2009).

Recentemente, sdo estudados outros métodos de andlise aliados
as reagles de derivacdo em quimica analitica, como por exemplo,
confirmacdo estrutural de moléculas a partir de compostos derivados
cujo espectro contém sinais do ion molecular por meio do espectrdmetro
de massas (MS) e métodos de preparo de amostras associados as rea¢oes
de derivacdo tais como a microextracdo em fase solida (SPME)
(STASHENKO; MARTINEZ, 2004).
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Estdo descritos na literatura quatro modos de associagao distintos
entre derivacdo e SPME; derivacdo antes da extracdo, derivacdo durante
a extracao, derivagdo no prdprio recobrimento da fibra de SPME apo6s a
extracdo e anteriormente a dessorcdo (PAWLISZYN, 2009). Os
planejamentos experimentais, a otimizacdo e 0s experimentos sdo
alternativas para a escolha destes modos de associagdo entre outros
parametros empiricos, dentre estas, destaca-se em quimica analitica a
otimizagdo multivariada.

2.3.3. Otimizagdo multivariada

Normalmente, os estudos objetivam a otimizacdo de variaveis
experimentais e sdo realizados através de procedimentos que avaliam o
efeito de uma variavel individualmente, o que geralmente impossibilita
0 estabelecimento de 6timos verdadeiros, em razdo da frequéncia de
correlacdo entre estas varidveis. Devido a estes fatos e a relevancia
critica desta etapa para um trabalho cientifico, acentua-se a conveniéncia
da aplicacdo de procedimentos multivariados de otimizagdo (ZAMORA
et al., 2005).

Os procedimentos de otimizagdo multivariados permitem a
avaliacdo simultanea do efeito de um grande nimero de variaveis, a
partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais, o que contribui
para a redugdo do consumo de reagentes e do tempo de trabalho em
laboratério e para a eficiéncia da metodologia (ZAMORA et al., 2005).

A selecdo das varidveis empregadas, 0s niveis em que serdo
ensaiados e a resposta para processar o planejamento sdo
criteriosamente  estabelecidos pelo usuario. Entre as técnicas
multivariadas mais difundidas em otimizacdo analitica, cita-se a
metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés response
surface). Esta é aplicada, principalmente, quando a resposta ou um
conjunto de respostas influenciam-se por outras variaveis. Uma colecédo
de técnicas matematicas e estatisticas descreve o comportamento e as
previsbes estatisticas para um conjunto de dados. Entre o0s
planejamentos multivariados que permitem a obtencdo de uma
superficie de resposta indicativa da melhor regido de desempenho do
sistema, destacam-se o planejamento Composto Central, 0 planejamento
Doehlert e o Box-Benken (BEZERRA et al, 2008; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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2.3.3.1. Planejamento Composto Central

Desenvolvido por Box e Wilson na década de 1950, o
planejamento composto central resulta da superposicdo do planejamento
fatorial em dois niveis e do planejamento estelar e consiste,
basicamente, das seguintes partes: (1) um planejamento fatorial
completo ou um planejamento fracionario, (2) uma parte axial (ou
estelar) em que os pontos experimentais estdo a uma distdncia o do
centro e (3) um ponto central (ARAUJO; BRERETON, 1996;
BEZERRA et al., 2008; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Bezerra e col. (2008) enumeram as caracteristicas do
planejamento composto central:

(1) A equacdo N= k* + 2k + C, descreve o nimero de
experimentos, onde k e C, correspondem, respectivamente,
ao numero de variaveis ou fatores e ao nimero de replicatas
do ponto central;

(2) A partir de o= 2 ® P’ calcula-se o o, em acordo ao
nlmero de variaveis. Para duas, trés e quatro variaveis, 0s
valores sdo: 1,41; 1,68 e 2,00, respectivamente;

(3) Estudam-se em cinco niveis todos os fatores (-a, -1, 0, +1,
+a).

A Figura 7 ilustra, graficamente, o planejamento composto
central para otimizag&o de duas e trés variaveis.

O planejamento experimental representa uma etapa estatistica
critica e mais importante até que a analise de dados. Através das
respostas obtidas, admite-se uma condi¢do 6tima e as influéncias e
efeitos provaveis ao sistema empirico, além de limitar a quantidade de
experimentos necessarios. A area da quimica analitica, mais
especificamente as técnicas voltamétricas, cromatograficas e
eletroforéticas, entre outras técnicas, abrangem amplamente os
planejamentos experimentais como o composto central (ARAUJO;
BRERETON, 1996; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; TERLAY et
al., 2009).
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Figura 7. Representacdo grafica do planejamento composto central para
a otimiza¢do de: (a) duas variaveis (0=1,41) e (b) trés variaveis
(0=1,68). (®) pontos do design fatorial, (0) pontos axiais e (0) ponto
central. Fonte: BEZERRA et al., 2008.
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2.4. Estado da arte: determinacéo de derivados de lignina

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

Dupont e col. (2007) caracterizaram produtos de degradacdo de
compostos derivados de celulose e lignina de papéis envelhecidos via
eletroforese capilar e os limites de deteccdo séo inferiores a 0,5 mg L™
Fu e col. (2014) determinaram ligninas em biomassa para a producgdo de
combustiveis alternativos através de ressonancia magnética nucelar. LV
e col. (2012) estudaram os mecanismos de adsor¢do de mercdrio em
lignina através de técnicas espectroscopicas de raios-x, sistema este em
crescente desenvolvimento, uma vez que auxilia a remocdo de
potenciais elementos toxicos aos ambientes aquaticos e terrestres, como
0 merclrio. Hage e Boon (1996) desenvolveram, otimizaram e
validaram um método analitico para a determinacdo de polimeros de
lignina por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas e obtiveram valores de limites de deteccdo
inferiores a 1,5 x 10°® mg L™ para os derivados fendlicos de lignina.
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Louchouarn e col. (2010) desenvolveram e validaram uma metodologia
analitica para a andlise de produtos derivados de lignina através da
técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Os
limites de deteccéo sio inferiores a 15 x 10° mg L™
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacéo de

nove compostos derivados de lignina (acetossiringona, acetovanilona,
acidos p-cumarico, ferdlico, p-hidroxibenzdico, siringico e vanilico,
siringaldeido e vanilina) por microextracdo em fase sélida (SPME) em
amostras de sedimentos provenientes de um ambiente estuarino,
utilizando cromatografia a gas com detecgdo por ionizagcdo em chama.

3.2. Objetivos especificos

v

Aliar a técnica de extracdo dos derivados fendlicos de lignina
por SPME a derivacdo, empregando BSTFA como agente
derivatizante ou silanizante;

Desenvolver um método cromatografico adequado para a
separacdo dos diferentes derivados fendlicos de lignina
previamente silanizados;

Avaliar a resposta cromatografica em funcdo da variacdo de
fatores na etapa de extracdo, tais como; tempo de exposicéo da
fibra poliacrilato (PA) ao agente derivatizante e aos analitos,
volume de BSTFA e sor¢do do agente derivatizante anterior e
posterior a extracao;

Obter os principais parametros analiticos de mérito a fim de
avaliar o desempenho da metodologia em desenvolvimento;

Comparar a metodologia analitica proposta a uma metodologia

reportada na literatura que utiliza HPLC a fim de verificar a
exatidao e precisdo do método proposto.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solugdes

Os derivados fendlicos de lignina (acetossiringona 97%,
acetovanilona 98%, os 4acidos p-cumarico 98%, fertlico 99%, p-
hidroxibenzoico 99%, siringico 98% e vanilico 97%, siringaldeido 98%
e vanilina 99%) sdo padrfes sdlidos adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, USA).

Prepararam-se solucdes estoque dos derivados fendlicos de
lignina, na concentragéo de 1500 mg L™ em diclorometano a partir dos
padrdes sélidos. Prepararam-se as solucdes de trabalho (150 mg L™) a
partir da solugdo estoque com diclorometano grau UV/HPLC (Tedia,
Rio de Janeiro, Brasil).

Para as reacOes de derivacdo utilizou-se o agente derivatizante
N,O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamida  (BSTFA) 99%  (Supelco,
Bellefonte, PA, USA).

O diclorometano grau UV/HPLC (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil) e
acetonitrila grau UV/HPLC (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil), foram
utilizados no preparo das amostras de sedimento.

Realizaram-se todas as extracfes em frascos de vidro (Supelco,
Saint Louis, Missouri, USA) com capacidade para 40 mL e 20 mL para
os analitos e BSTFA, respectivamente.

Utilizou-se agua desionizada (Milli-Q Millipore Bedford,
Massachusetts, USA) para o preparo das solucbes para a curva de
calibracdo para as determinagfes de derivados fendlicos de lignina em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC).

Preparou-se a fase movel para as determinacfes de derivados
fendlicos de lignina em HPLC a partir da acetonitrila grau UV/HPLC
(Tedia, Rio de Janeiro, Brasil), &gua desionizada (Milli-Q Millipore
Bedford, Massachusetts, USA) e acido trifluoracético (TFA) 99%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

Para a limpeza dos materiais utilizou-se Extran (detergente
neutro) da Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA.
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4.2. Limpeza de vidrarias

A fim de remover possiveis residuos, lavou-se os materiais de
vidro em &gua corrente, detergente comercial diluido e escova. Ap6s
enxague, os materiais foram mergulhados em solucdo de Extran 5%
(v/v), mantidos por pel menos 24 horas em recipiente fechado e
posteriormente enxaguados com &gua desionizada. Para eliminar
residuos organicos, calcinou-se a vidraria em mufla da Quimis aparelhos
cientificos LTDA. (Diadema, S8o Paulo), modelo 31824 a 400 °C
durante quatro horas, exceto 0s materiais volumétricos. Apds as etapas
de limpeza, acondicionou-se a vidraria em local apropriado, envolta em
papel aluminio e manuseada apenas com o uso de luvas de polietileno
para evitar contaminacgoes.

4.3. Instrumentacgédo

Realizaram-se as analises cromatograficas em um cromatografo a
gas Shimadzu (Kyoto, Japdo) equipado com detector de ionizacdo em
chama e injetor split/splitless. Como gas de arraste empregou-se
hidrogénio ultrapuro (99,995%). A coluna capilar utilizada Rtx-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 Im) é composta de 95% de polidimetilsiloxano e
5% de fenila, obtida da Restek (Bellefonte, PA, USA). O programa de
temperatura no forno da coluna iniciou em 40 °C (mantidos por 2
minutos). Em seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de
aquecimento de 10 °C por minuto, até atingir 190 °C quando se alterou a
taxa de aquecimento para 2 °C por minuto até 210 °C. Posteriormente a
taxa retornou para 10 °C por minuto até finalmente atingir 250 °C. A
temperatura do injetor de 280 °C em modo split a uma razdo de 1:50 e
manteve-se também a temperatura do detector em 280 °C.

Para controlar a temperatura na etapa de extracdo, utilizou-se um
banho termostatizado (Microguimica, Florian6polis, Brasil).

A fibra de SPME obtida da Supelco (Bellefonte, PA, USA)
recoberta com 85 [Im de poliacrilato (PA), acondicionada em um
suporte (holder) proveniente da mesma empresa, condicionada durante 3
h no proprio cromatégrafo a gas com a mesma metodologia, exceto pela
temperatura do injetor que foi de 300 °C, em acordo com as instrucfes
do fabricante (Figura 8).
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Figura 8. Fibra de SPME com e sem adapatador (holder). Elaborado
pelo autor (a).

4.4, Influéncia do volume de BSTFA

Testaram-se diferentes volumes do agente derivatizante (10 a 60
pL). As condicdes cromatograficas para estes testes sdo as mesmas
citadas anteriormente.

Nos ensaios para a escolha de um volume de BSTFA que
proporciona a melhor resposta cromatografica, fixaram-se os parametros
tempo de extracdo dos analitos e sor¢cdo em BSTFA por 30 minutos cada
etapa, temperatura em 60 °C e as concentra¢@es dos analitos em 150 mg
L™ para a acetossiringona, acetovanilona, siringaldeido e vanilina e
1500 mg L™ para os 4cidos ferdlico, siringico e vanilico.

Para verificar a melhor resposta cromatogréfica, observaram-se as
areas dos picos referentes aos 7 analitos. Nesta etapa os acidos p-
hidroxibenzoico e p-cumarico ndo estavam resolvidos.

4.5, Otimizacdo das condi¢des de HS-SPME

Empregou-se a metodologia baseada em um planejamento
denominado Composto Central para otimizar as condigdes de extracao.
A area dos picos cromatograficos dos analitos obtida individualmente e
a média geométrica da darea destes picos referentes aos analitos
estudados proporcionou o processamento dos dados no software
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) a fim de obter um resultado
representativo da condicdo de compromisso para todos os analitos
avaliados.
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Transferiram-se para os frascos de extragdo, em uma faixa de 50
a 500 'L dos padrdes de derivados fendlicos de lignina (150 e 1500 mg
L para os derivados ndo 4cidos e 4cidos, respectivamente) e lacraram-
se os frascos. Os compostos acetossiringona, acetovanilona, &cidos p-
cumarico, fertlico, p-hidroxibenzdico, siringico e vanilico, siringaldeido
e vanilina foram extraidos por SPME a partir do headspace da amostra.

As variaveis tempo de extragdo dos analitos (10 — 50 minutos),
tempo de sorcdo do BSTFA (10 — 50 minutos) e temperatura (60 — 80
°C) foram avaliadas pelo planejamento composto central. A Tabela 3
apresenta os niveis estudados para cada variavel.

Tabela 3. Variaveis e niveis empregados no Planejamento composto
central para a etapa da otimizacao do processo de extragdo.

Tempo sor¢édo Tempo extracdo Temperatura
Ensaio BSTFA analitos (em (EC)
(em minutos) minutos)
1 20 20 65
2 20 40 75
3 40 20 75
4 40 40 65
5 30 30 70
6 20 20 75
7 20 40 65
8 40 20 65
9 40 40 75
10 30 30 70
11 10 30 70
12 50 30 70
13 30 10 70
14 30 50 70
15 30 30 60
16 30 30 80
17 30 30 70
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4.5.1. Avaliacao do procedimento de extracao e sor¢édo

Os mesmos parametros do item 4.4 foram fixados, além do
volume de BSTFA em 60 L para a avaliagdo da extracdo dos analitos
com anterior e/ou posterior sor¢do do agente derivatizante. Isto é, em
um procedimento a fibra é exposta ao agente derivatizante e
posteriormente aos analitos, e em um segundo procedimento a
exposicdo da fibra acontece primeiro nos analitos e posteriormente no
BSTFA. A Figura 9 ilustra o sistema termostatizado composto por um
reator de vidro conectado por mangueiras a um reservatério de agua
aquecida na temperatura desejada. Mantém-se constante a temperatura
do sistema pelo fluxo da agua que passa entre as paredes internas deste
reator.

Figura 9. Sistema termostatizado composto pelo termostato, a esquerda
e o reator, a direita. Elaborado pelo autor (a).

4.6. Preparo de amostra

As amostras de sedimentos obtidas de ambiente estuarino foram
extraidas com 10 mL de diclorometano (em triplicata) e colocadas em
uma chapa de aquecimento a 80 °C, a fim de remover qualquer traco
organico e os compostos volateis remanescentes.

Estas amostras foram empregadas nos procedimentos para a
construcdo da curva de calibracdo e para 0s ensaios de recuperacdo nas
amostras de sedimento.
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4.7. Identificacdo e quantificacdo de derivados fendlicos de lignina

A obtencdo dos tempos de retencdo proporcionou a quantificacdo
e identificacdo dos derivados de lignina via SPME, por meio do CG-
FID. A partir de solucBes padrdo de 150 e 1500 mg L™ construiu-se a
curva de calibragdo em sedimentos para os analitos sem grupamento
acido (Apéndice A) e para 0s compostos acrescidos de grupamento
acido (Apéndice B), respectivamente. A divisdo em dois grupos de
analise deve-se a complexidade em separar todos os analitos na matriz
sedimentar principalmente pela técnica de HPLC

4.8. Desenvolvimento do método e aplicacio

A obtencdo dos principais parametros analiticos de mérito, tais
como, faixa linear (faixa de trabalho), coeficiente de correlagéo,
seletividade, robustez, precisdo, exatiddo e limites de quantificacdo e
deteccdo possibilitou a avaliar o desempenho da metodologia em
desenvolvimento proposta neste estudo.

Verificou-se a precisdo do método por meio do desvio padrdo
relativo obtido a partir das analises em triplicatas. Aceitou-se,
criteriosamente, valores inferiores a 20% de variagdo (RIBANI et al.,
2004). As triplicatas de amostras em trés niveis proporcionaram a
avaliacdo da exatiddo do método em desenvolvimento. A fim de
confirmar a exatiddo do método, compararam-se estes valores aos
valores obtidos ao analisar as mesmas quantidades de padrdes por meio
da cromatografia liquida (HPLC) (BARBOSA et al., 2008; HUNG;
HATCHER; BARKER, 2011).

Obtiveram-se os limites de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of
quantification) e detec¢do (LOD, do inglés limit of detection) através da
razdo entre o desvio padrdo do coeficiente linear (s) e o valor do
coeficiente angular da curva de calibracdo (S) multiplicados por 10 e
3,3, respectivamente, exemplificados pelas equacgbes 13 e 14 (RIBANI
et al., 2004);

_ s Equacdo
LOQ—le(S) i

_ s Equacdo
LOD—3,3x(S) an
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A obtencdo de amostras de sedimentos de ambiente estuarino
permitiu a aplicacdo do método em uma matriz semelhante a matriz de
uma amostra real, na qual possivelmente encontram-se razdes entre 0s
derivados fendlicos de lignina. A simulacdo da matriz e seu
enriquecimento com os padrdes de derivados fenolicos de lignina
permitiu a determinacdo destes.

4.8.1. Método comparativo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

Realizaram-se as analises cromatograficas, em carater de
comparagdo entre os métodos, em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA), modelo 1260
Infinity composto por bomba quaternaria, modelo G1311B com sistema
misturador e degaseificador; injetor manual, modelo G1328C, com loop
de 20 pL e pressdo maxima de 600 mbar; compartimento para coluna
termostatizado, modelo G1316A; coluna Agilent C18 (150 mm x 4,6
mm ID, 5 um) e detector de arranjos de diodos, modelo G4212B. Como
fase moével empregou-se acetonitrila:dgua, 30:70 acrescidos ou ndo de
0,1% de TFA. O programa de temperatura na coluna e no detector
manteve-se a 40 °C. Manteve-se o fluxo da fase moével para os analitos
sem carater 4cido em 1,5 mL min™ e para os demais 1,0 mL min™. O
comprimento de onda selecionado foi de 280 nm.

Devido a co-eluicdo dos analitos por HPLC (Figura 15), dividiu-
se em duas partes a analise por ambas as técnicas, como dito
anteriormente, a fim de facilitar tanto a analise quanto a comparacédo
entre os resultos obtidos. A primeira reunia os analitos sem grupamento
acido (Apéndice C) e a segunda 0s compostos acrescidos de grupamento
acido (Apéndice D). Para a melhor separacdo dos analitos, a fase movel
para o primeiro grupo consistia apenas de acetonitrila;agua 30:70
durante toda a corrida cromatografica (12 minutos) e para o segundo a
mesma percentagem acrescida de 0,1% de TFA em ambos o0s
componentes da fase movel, nas seguintes condi¢cdes metodologicas: em
0 minutos 95% de &gua, em 2 minutos 90% de &gua, em 4 minutos 85%,
em 6 minutos 75% de agua, 8,4 minutos 0% de agua e em 10 minutos 95
% de &gua até o término da corrida (30 minutos).

As condicbes cromatograficas adotadas para a realizagdo do
método comparativo sdo embasadas pelas metodologias propostas por
Barbosa e col. (2008) e Hung, Hatcher e Barker (2011).
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Os analitos foram extraidas de modo convencional, uma vez que
o0 recobrimento da fibra (PA) é sensivel & exposi¢do a acetonitrila e ndo
é recomendado para este tipo de analise (PAWLISZYN, 2009). Pesou-se
100 mg de sedimento em um frasco de extracdo e adicionou-se 10 mL
de acetonitrila (em triplicata). Este sistema permaneceu em banho de
ultrassom Ultra Cleaner Unique (Indaiatuba, Sdo Paulo) modelo 1400
por aproximadamente 30 minutos. Submeteram-se as aliquotas
recolhidas e reunidas a centrifuga da Fanem — Excelsa Baby Il - 206R
(Séo Paulo, SP, Brasil) para separacdo da fase solida e liquida, em
seguida a um fluxo de nitrogénio para a completa secagem e
posteriormente recuperou-se a amostra em 1 mL de acetonitrila:agua
1:1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Discutir-se-a a seguir os parametros que influenciam a extracéo e
as reacOes de derivagdo, tais como influéncia da quantidade de agente
derivatizante, tempo de exposicdo ao agente derivatizante, tempo e
temperatura de extracdo, além dos pardmetros de desenvolvimento de
método.

5.1. Planejamento univariado

Para estudar as condigdes 6timas de derivacdo utilizou-se um
planejamento simples em triplicata das extracbes dos padres sem a
simulacdo da matriz da amostra, ou seja, dos padrbes secos sob fluxo de
N,. As varidveis tempo de extracdo (30 minutos), tempo de exposicédo
(30 minutos), temperatura de 60 °C, concentra¢do dos analitos de 150
(acetossiringona, acetovanilona, siringaldeido e vanilina) e 1500 mg L™
(4cidos ferulico, siringico e vanilico) foram fixadas e variou-se em seis
niveis (10, 20, 30, 40, 50 e 60 uL) o volume do agente derivatizante € a
ordem dos procedimentos de derivagcdo e extracdo. Como resposta,
utilizou-se a média geométrica das areas dos picos referentes aos 7
derivados fendlicos da lignina (acetossiringona, acetovanilona, os acidos
vanilico, siringico e ferulico, siringaldeido e vanilina) analisados neste
estudo. Os resultados séo apresentados pela Figura 10.

Observou-se em funcdo da éarea relativa a melhor resposta
analitica para a condigéo 6tima, na qual o volume de 60 puL. de BSTFA ¢
empregado e selecionado para a continuidade deste estudo. Muito
embora a resposta analitica para a acetovanilona, ao empregar volumes
menores de agente derivatizante, alcangou valores de areas relativa mais
significativos, considerou-se neste estudo a melhor resposta para a
maior quantidade possivel dos analitos avaliados. De acordo com os
resultados obtidos, ao considerar o volume de 10 uL. de BSTFA, por
exemplo, a reacdo de derivagdo ndo ocorreu. As respostas analiticas para
os volumes de BSTFA entre 20 ¢ 50 pL sdo ainda inferiores, se
comparadas a condi¢do adequada (60 pL). Silveira e col. (2012)
determinaram por meio do planejamento Doehlert, entre outros
pardmetros, o volume de 70 pL de agente derivatizante (BSTFA) como
condicdo adequada na derivacdo de clorofendis por SPME o que
corrobora com os resultados obtidos nesta pesquisa.
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Figura 10. Respostas cromatograficas para cada um dos derivados
fendlicos de lignina apds a reacdo de silanizagdo quando o volume de
BSTFA varia (tempo de exposi¢do ao BSTFA de 30 minutos; tempo de
extracdo de 30 minutos; temperatura de 60 °C; 150 mg L™ para a
acetossiringona, acetovanilona, siringaldeido e vanilina e 1500 mg L™
para os acidos ferdlico, siringico e vanilico).
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Os resultados apresentados pela Figura 11 referem-se a extracdo e
posterior exposi¢cdo da fibra ao agente derivatizante e, uma vez que a
resposta analitica para este procedimento mostrou-se inadequada,
adotou-se a ordem inversa, isto é, a exposicdo da fibra ao BSTFA e
conseguinte extracdo para 0s experimentos subsequentes.
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Figura 11. Cromatograma obtido por GC/FID para o procedimento de
extracdo via HS-SPME para os compostos fendlicos derivados de
lignina (tempo de extracdo de 30 minutos; tempo de exposicdo ao
BSTFA de 30 minutos nesta ordem de procedimentos; temperatura de
60 °C; 150 mg L™ para a acetossiringona, acetovanilona, siringaldeido e
vanilina e 1500 mg L™ para os acidos ferdlico, siringico e vanilico).
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Observa-se pela Figura 11 o pico caracteristico ao agente
derivatizante (BSTFA) anterior aos 4 minutos de eluicdo, os demais
picos sdo praticamente impossiveis de relacionar aos analitos presentes
na amostra. Logo, a ordem de procedimentos na qual a fibra é exposta
anteriormente ao agente silanizante e posteriormente aos analitos é a
condicdo 6tima e de compromisso para a continuidade deste estudo.

5.2. Planejamento multivariado

O recobrimento da fibra, modo, tempo e temperatura de extragéo,
volume de amostra, agitagdo e a forca idnica séo alguns dos parametros
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limitantes da eficiéncia da extracdo de um analito em SPME
(PAWLISZYN, 2009). Portanto, a temperatura e 0s tempos de
exposicdo da fibra sdo pardmetros essenciais para a eficiéncia desta
técnica. Para determiné-los, aplicou-se a metodologia do planejamento
composto central. Os demais pardmetros foram tratados de maneira
univariada ou fixa.

A superficie representada pela Figura 13 apresenta a resposta
para a avaliagdo do tempo de extracdo em funcdo do tempo de
exposicdo ao BSTFA para a média geométrica dos analitos estudados.
Adotou-se o tempo de 35 minutos como condigdo de compromisso para
a extracdo dos compostos e 15 minutos de exposi¢do da fibra ao BSTFA
para a derivagdo destes, de acordo com a indicacdo da superficie de
resposta. Atribuiu-se, a tendéncia a formacdo de um segundo ponto de
maximo na superficie das Figura 12, Figura 13 e Figura 14, a
extrapolacdo acarretada pelo proprio softaware Statistica 8.0 para a
obtencdo das superficies, pois o tempo de 5 minutos de extracdo ndo
seria suficiente para a adsorcéo dos analitos a fibra. Um tempo superior
a 50 minutos de exposicdo ao BSTFA, além de exagerado, ndo fornece
uma boa frequéncia analitica.

Figura 12. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento
composto central para as varidveis tempo de extracao e de exposic¢do ao
agente derivatizante por SPME para a média geométrica dos analitos.
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Assim como o0s tempos de extracdo e exposicdo ao BSTFA, a
temperatura afeta essencialmente o sistema de SPME, ja que é uma
técnica de equilibrios. Portanto, a resposta para a avaliagdo da
temperatura em fungdo do tempo de exposicdo ao BSTFA, estdo
ilustradas pela Figura 13.

Figura 13. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento
composto central para as variaveis tempo de exposicdo ao agente
derivatizante e temperatura de extracdo por SPME para a média
geométrica dos analitos.
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A temperatura 6tima, de acordo com os tempos, indicada pelo
ponto de maximo esta entre 70 e 80 C. Portanto, adotou-se a
temperatura de 80 C como condicdo de compromisso para a
continuagdo deste estudo. Segundo Silveira e col. (2012), altas
temperaturas de extracdo incrementam a eficiéncia de extracdo, bem
como minimizam as perdas de analitos. Silveira e col. otimizaram as
condi¢des de extracdo de clorofendis, na qual a temperatura de extracéo
foi fixada em 75 'C.

A superficie de resposta exposta pela Figura 14 corrobora os
resultados apresentados pelas superficeis anteriores. Esta superficie
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apresenta a resposta para a avaliacdo da temperatura em fungdo do
tempo de extracéo.

Figura 14. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento
composto central para as variaveis temperatura e tempo de extragcdo por
SPME para a média geométrica dos analitos.
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A temperatura 6tima, de acordo com os tempos, indicada pelo
ponto de maximo permanece entre 70 e 80 C, assim como 0 tempo
necesséario para a extracdo permanece entre 30 e 50 minutos, o que
permite manter a condigdo estabelecida de 35 minutos de extragdo como
apropriada para a continuidade deste estudo.

A partir das condi¢Bes de compromisso mencionadas e ilustradas
anteriormente, obteve-se o cromatograma para os derivados fenolicos de
lignina, ilustrados pela Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma obtido por GC/FID para o procedimento de
extracdo via HS-SPME para os compostos fendlicos derivados de
lignina (tempo de exposicdo ao BSTFA de 15 minutos; tempo de
extracdo de 35 minutos nesta ordem de procedimentos; temperatura de
80 °C; padrBes sem grupamento acido a 150 mg L*; padrées com
grupamento 4cidos a 1500 mg L™; 60 uL de BSTFA).
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Os 9 analitos estudados sdo identificados pela Figura 15. Os picos
ndo identificados referem-se, possivelmente, a subprodutos das reagdes
de derivacdo, reacGes entre 0s proprios reagentes e a coluna
cromatogréafica e/ou impurezas presentes nos padrdes ou coluna, porém
ressalta-se que estes ndo interferem na analise.

5.3. Desenvolvimento e aplicacdo do método

A avaliacdo dos pardmetros necessarios para o desenvolvimento
da metodologia proposta neste estudo, iniciou-se posteriormente a
definicdo das condigBes 6timas de extracdo de derivados fendlicos de
lignina, tais como a temperatura de 80 C, os tempos de extracdo de 35
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minutos e exposicdo ao agente derivatizante de 15 minutos, a ordem de
derivacdo e posterior extracdo e o volume de 60 uL. de BSTFA. Os
principais parametros de mérito que foram avaliados sdo; faixa linear,
coeficiente de correlagdo, limites de quantificacdo e deteccdo,
seletividade, robustez, precisdo e exatidao.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia
analisada, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (MOFFAT et
al., 2000). A Tabela 4, além de outros parametros, apresenta a faixa
linear (faixa de trabalho) para os analitos avaliados neste estudo.

Tabela 4. Pardmetros analiticos de mérito obtidos pelo método proposto
de determinacdo de derivados fenodlicos de lignina em sedimento por
SPME e GC/FID.

Analito R? tFraaIl;(:H?g LOQ—l LO[-)l RSD*
(g oY) (ngg?) (ugg) )

Siringaldeido  0,9952 35-225 27,0 9,0 11,0
Acetossiringona  0,9900 65 — 225 62,8 20,9 6,0
Vanilina 0,9905 75— 225 75,0 25,0 8,0
Acetovanilona  0,9936 75225 73,5 24,5 17,0
Acido Vanilico 0,9907 2500-9000 2419,7 806,6 7.0
Acido Siringico  0,9902 2500 -9000  2096,1 698,7 5,0
Acido FerGlico  0,9910 2500-9000 2249,9 750,0 10,0

_Acidop- 9993 o500 0000 23764 7921 10,0
HlerX|ben20|co
Acido p- 09990 2500-9000 24713 8238 88
Cumarico

R? coeficiente de correlagdo; LOQ: limite de quantificacdo; LOD: limite de
deteccdo; * RSD: desvio-padréo relativo.

Através do método matematico conhecido como regressao linear,
efetuou-se a estimativa dos coeficientes da curva de calibracdo a partir
de um conjunto de medidas experimentais. Além dos coeficientes de
regressao a e b, também € possivel calcular o coeficiente de correlacao.
Este parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regresséo
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estimados (RIBANI et al., 2004). Os coeficientes de correlacdo obtidos
variam entre 0,9900 e 0,9990 para a acetossiringona e acido p-cumarico,
respectivamente.

O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida, ao utilizar um determinado
procedimento experimental. O limite de deteccdo representa a menor
concentracdo da substdncia que pode ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada (MOFFAT et al., 2010). Estimaram-se 0s
limites de quantificacdo e deteccdo através do método baseado em
parametros da curva de calibracdo expressos como 10s/S e 3,3 s/S,
equacBes 13 e 14 respectivamente, onde s representa a estimativa do
desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo e a inclinagdo (s, do
inglés slope) ou coeficiente angular da curva de calibracdo &
representado por S (RIBANI et al.,, 2004). A Tabela 5 apresenta a
variagcdo dos limites de quantificacdo obtidos para a determinagdo de
derivados fenélicos de lignina, entre 27,0 e 2471,3 pg g™ e também os
valores obtidos para o limite de deteccdo (9,0 a 823,8 pg g). Os
resultados obtidos para LOQ e LOD evidenciam a sensibilidade do
método.

Observa-se pela Tabela 4 uma significavel distingdo entre as
faixas de trabalho para os grupos de analitos estudados. Esta diferenca
pode ser atribuida a baixa volatilidade e/ou sensibilidade (LOD) dos
compostos também exibida na Tabela 4.

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na
presenca de componentes que podem interferir em sua determinagdo em
uma amostra complexa. A seletividade garante que o pico de resposta
seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004).
Para avaliar a seletividade do método, faz-se necessaria a analise de uma
amostra que ndo contenha os analitos (branco). Deve-se fazer a injecédo
do “branco da amostra” (Figura 16) em replicatas. Para este estudo, as
injecGes foram repetidas sete vezes e os procedimentos de preparo das
amostras, derivacgdo e extracdo equivalem aos procedimentos dos demais
estudos, porém sem adicdo de padrdes dos derivados fendlicos de
lignina.
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Figura 16. Cromatograma obtidos por GC/FID para o procedimento de
extracdo via HS-SPME para uma amostra que ndo contém os compostos
fendlicos derivados de lignina (branco) (tempo de exposi¢do ao BSTFA
de 15 minutos; de extracdo de 35 minutos; temperatura de 80 C; 60 pL
de BSTFA).
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Comprovou-se a seletividade do método proposto, uma vez que
nenhum composto interferente eluiu a0 mesmo tempo (tempo de
retencdo) que os analitos como pode ser observado pela Figura 16. Os
picos observados sdo referentes a eluicdo do agente derivatizante
empregado (BSTFA).

De acordo com o INMETRO, a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta em relacdo a pequenas variagdes. A
IUPAC e a USP utilizam o mesmo conceito de robustez para a palavra
“ruggedness”. No entanto, a USP agrega a este termo uma defini¢do
préxima ao conceito de reprodutibilidade. Por isso, pode-se avaliar a
robustez pela variacdo de pardmetros como programacdo da
temperatura, natureza do gas de arraste, bem como o tempo e
temperatura de extracdo e agitacdo, entre outros (RIBANI et al., 2004).
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Fez-se, entdo, o estudo da robustez do método através de ensaios
com diferentes massas de sedimento para a extracdo dos analitos. Os
valores de massa de sedimento utilizados foram de 100, 150 e 200 mg.
Os valores de desvio padrdo relativo menores do que 15%, caracterizam
a robustez do método e estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de desvio padréo relativo entre as amostras de 100,
150 e 200 mg de sedimento.

Analitos ° RSD (%) °
Vanilina 14,2
Acetovanilona 8,8
Siringaldeido 11,2
Acetossiringona 9,2
Acido Vanilico 7.4
Acido Siringico 13,0
Acido p-Hidroxibenzoico 9,6
Acido p-Cumarico 11,4
Acido Ferdlico 11,0

? Analitos presentes nas amostras de sedimentos; ® Desvio padréo relativo (RSD)

A eventual troca de equipamentos, reagentes e carater do meio,
como por exemplo a temperatura reacional, poderia interferir no
resultado analitico ainda que sejam estas variacGes muito sutis (LEITE,
2002). Neste estudo, a alteracdo da temperatura de reagdo em cinco
niveis (60, 65, 70, 75 e 80 °C) propiciou resultados aceitaveis em uma
de faixa de desvio consideravel, 14% < RSD < 19%, o que implica
novamente a robustez do método proposto.

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes,
ou padrdes, sob condicBes definidas. A precisdo pode ser expressa por
meio do desvio padrdo absoluto, pelo intervalo de confianga da média e
através da estimativa do desvio padrao relativo (RIBANI et al., 2004).

Neste estudo, determinou-se a precisdo do método a partir da
andlise de dez replicatas de sedimento (100 mg) forticado com
derivados fendlicos de lignina a uma concentracéo de 150 e 1500 mg L™
para os analitos sem e com grupamento &cido, respectivamente.
Consideram-se 6timos os valores de RSD obtidos entre 8 e 17% (Tabela
6).
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Tabela 6. VValores de desvio padrdo relativo obtidos para as replicatas
(10x).

Analitos * RSD (%) °
Vanilina 17,2
Acetovanilona 8,1
Siringaldeido 12,4
Acetossiringona 10,3
Acido Vanilico 8,4
Acido Siringico 13,0
Acido p-Hidroxibenzoico 9,9
Acido p-Cumarico 12,8
Acido Ferdlico 10,0

2 Analitos presentes nas amostras de sedimentos; ° Desvio padréo relativo (RSD)

O grau de discordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro caracteriza a exatiddo de um método. Os
procedimentos mais difundidos para a avaliagdo da exatiddo de um
método sdo; materiais de referéncia, ensaios de recuperacdo, adicdo de
padrdo e a comparacao entre métodos (RIBANI et al., 2004).

A Tabela 7, além de outros parametros, apresenta a faixa de
trabalho para os analitos (acetossiringona, acetovanilona, acidos p-
hidroxibenzoico e vanilico, siringaldeido e vanilina) analisados por
HPLC.

Tabela 7. Pardmetros analiticos de mérito obtidos pelo método proposto
de determinacdo de derivados fenodlicos de lignina em sedimento por
HPLC.

. Faixa linear LOQ LOD RSD
Analito R? : < ’
(ggh)  (ugg) (uggh) N(%)*

Siringaldeido 0,9837 45 - 225 39,3 13,1 17,0
Acetossiringona 00,9743 75-225 61,1 20,4 16,0
Vanilina 0,9986 45— 225 421 14,0 8,0
Acetovanilona 0,9899 45 — 225 38,0 12,7 12,0
Acido Vanilico  0,9893 2000-9000 1567,0 522,3 16,0

Acidop- 9804 2500-9000 21289 7096 9,0
Hidroxibenzéico

R? coeficiente de correlagdo; LOQ: limite de quantificacdo; LOD: limite de
deteccdo; * RSD: desvio-padréo relativo.
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A fim de verificar a exatiddo do método, os resultados obtidos
para 0 método em desenvolvimento foram comparados aos resultados
obtidos através de um método reportado na literatura, neste caso, a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por meio de
ensaios de recuperacdo. Avaliou-se, entdo, o grau de proximidade entre
estes resultados para ambos os métodos. Esta abordagem, porém,
assume a incerteza do método de referéncia (RIBANI et al., 2004).

Determinou-se, em triplicatas, os derivados fendlicos nas
amostras de sedimento enriquecidas com 90 pug g™ (amostra A) e 165 g
g" (amostra B) de cada um dos seguintes padrdes: acetovanilina,
acetossiringona, siringaldeido e vanilina e 3750 ug g™ (amostra C) e
8250 pg g (amostra D) de cada um dos padrdes acidos: p-
hidroxibenzbico e vanilico em ambos os métodos.

Os resultados obtidos para as concentragdes de recuperacdo dos
analitos nas amostras A, B, C e D pelos métodos proposto e
comparativo estdo apresentados na Tabela 8 e denotam a semelhanga
entre as medidas encontrados para cada determinacdo e em cada
amostra. Os resultados obtidos para as metodologias avaliadas
mostraram-se equivalentes, ou seja, ndo foram observadas diferencas
significativas. Estes resultados indicam ainda a precisdo do método
comparativo e, deste modo, assegura-se sua utilizagdo como um fator
comparativo.

A obtencdo de resultados através de calculos estatisticos
proporciona a avaliagdo de métodos quanto & exatiddo, precisdo e
confiabilidade dos resultados obtidos em determinacbes experimentais.
A exatiddo indica quao préximos sdo os valores medidos dos valores
verdadeiros. Uma das maneiras de determinar a exatiddo obtida no
desenvolvimento de um método é comparar estes resultados obtidos
com os resultados obtidos em um método padrdo ou comparativo. Logo,
viabiliza-se esta comparacdo através do calculo do erro relativo (Er)
entre os valores obtidos pelos métodos proposto e comparativo. Para as
amostras de recuperacdo analisadas, foram obtidos erros relativos
préximos a 9% para os analitos contidos nas amostras A e B e para 0s
demais os valores foram proximos a 4%. Estes valores sdo apresentados
na Tabela 9, e sdo julgados aceitaveis ao considerar 0 método por CG
proposto para a determinacdo de derivados fendlicos de lignina em
amostras de sedimentos, ao empregar a técnica de SPME e demonstra
razoavel exatiddo quando comparada a metodologia em HPLC.
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Tabela 8. Concentracdes de derivados fendlicos de lignina (ug g ™) em
amostras de sedimento obtidos pela comparacdo entre os métodos de
cromatografia a gas e liquida.

Amostra Analitos CG*® HPLC?®
A (90 pg g™ Vanilina 759+128  71,1+20,1
Acetovanilona 76,8 + 7,7 723+ 111
Siringaldeido 76,1+ 9,3 729 +5,3
Acetossiringona 815+ 6,4 74,2+ 10,8
B (1615) Mg g Vanilina 157,5+75 1479 + 10,4
Acetovanilona 1540+9,3 1488+ 125
Siringaldeido 162,3 + 253 1612 + 13,7
Acetossiringona 157,7+ 105 1536+ 116
¢ (397.?)0 M Acidovanilico  37503+801 000 %
Acido Siringico 3550,4 + 35,5 -
Acido p- 3576,8 +
Hidroxibenzoico 37105 £ 53,2 83,6
Acido p-Cumarico 3220,1+ 32,2 -
Acido Ferulico 3456,7 + 34,5 -
D (SQZ%O Hd Acido Vanilico 8137,3 + 45,4 8023’3 t
Acido Siringico 8059,7 + 80,5 -
Acido p- 8039,8 +
Hidroxibenzoico 8138,7£82.3 36,8

Acido p-Cumérico ~ 7666,6 + 76,6 -
Acido Ferulico 7980,8 + 79,8 -

#Média + IC = intervalo de confianca

A comparacdo entre os valores obtidos a partir dos métodos
proposto e comparativo possibilita a determinacdo da exatiddo, precisdo
e/ou diferenciacdo para os procedimentos. As alternativas comuns para a
comparacdo dos resultados sdo os testes t para duas médias
experimentais e o teste para comparagdo da precisao (teste F) (MILLER
e MILLER, 2010). O teste t neste estudo, apresenta trés graus de
liberdade a um nivel de confianca de 95% e é aplicado para a
comparacdo das médias obtidas em CG e por HPLC. Para as quatro
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amostras de recuperacdo analisadas, os valores de teste t calculados para
as diferencas entre as méedias das duas técnicas empregadas (Tabela 9),
apresentam-se inferiores ao valor t critico (2,78; 3 graus de liberdade e a
um nivel de confianga de 95%). Estes valores sugerem equivaléncias
entre as médias obtidas e consequentemente, entre os métodos.

Tabela 9. Tratamento estatistico (teste t para duas médias
experimentais) dos dados para o desenvolvimento da metodologia
proposta para a determinacdo de derivados fendlicos de lignina em
sedimentos.

Amostra Analito sD?* sD® b Erd o)
calculado
A 1 Vanilina 6,85 10,96 0,344 6,3
(90 uggr)
Acetovanilona 3,59 6,15 1,076 58
Siringaldeido 484 250 1,311 4,2
Acetossiringona 342 531 2,209 9,0
B Vanilina 407 536 2565 6,1
(2651;‘9 g Acetovanilona 503 633 0965 34

Siringaldeido 13,64 7,04 5,129 0,6
Acetossiringona 522 578 0,791 2,6

C Acido Vanilico 43,66 1536 0,306 1,7

(8750 ug g _ Acidop- 2889 4529 0593 3.8
) Hidroxibenzoico

D
(825(3 Mg g Acido Vanilico 24,60 14,83 1,906 1,6
) )
_ Acidop- 4446 1953 0,503 1,2
Hidroxibenzdico

3 SD: Desvio Padrdo GC;  SD: Desvio Padrdo HPLC; ® t g = 2,78; ¢ Er: Erro
relativo.

Uma vez que os valores de t obtidos sdo inferiores ao t critico, em
um nivel de 95% de confianca, conclui-se que ndo ha diferenca
significativa entre os métodos, exceto para o valor de teste t encontrado
para o siringaldeido na amostra B.
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Esse resultado corrobora as consideragfes apresentadas
anteriormente e confirma a exatiddo na determinacdo de derivados
fendlicos de lignina, pois o pareamento dos dados permite focalizar nas
diferencas entre estes.

Finalmente, empregou-se o teste F para comparar a precisao entre
ambos os métodos usados para determinar derivados fendlicos de
lignina em sedimentos. O valor teérico (F) consideravel é igual a 9,28
para um nivel de 95% de confianca e trés graus de liberdade e os valores
encontrados para as quatro amostras de recuperacdo analisadas sao
menores do que o valor critico de F, o que indica a ndo distin¢do
significativa entre os valores referente a precisdo oferecida pelos
métodos de analise. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e
demonstram a exatiddo e precisdo da determinacdo de derivados
fendlicos de lignina em sedimentos via CG e sdo comparaveis a
determinacdo de derivados fendlicos de lignina em sedimentos via
HPLC.

Tabela 10. Tratamento estatistico (teste F) de dados para o
desenvolvimento de metodologia proposta para a determinacdo de
derivados fenolicos de lignina em sedimentos.

Amostra Analito SD?  SD®  F atculado’
A Vanilina 6,85 10,96 0,388
(90 pg g™) Acetovanilona 3,59 6,15 0,343
Siringaldeido 4,84 2,50 3,750
Acetossiringona 3,42 5,31 0,415
B Vanilina 4,07 5,36 0,576
(165 ug g™) Acetovanilona 5,03 6,33 0,631
Siringaldeido 1364 7,04 3,730
Acetossiringona 5,22 5,78 0,827
C Aci(jo Vanilico 43,66 15,36 8,050

1 Acido p-

(3750 ug g™) Hidroxibenzéico 28,89 45,29 0,410
D Acido Vanilico 2460 14,83 2,760
(8250 pg g™) Acido p- 4446 1953 5210

Hidroxibenzodico

33D: Desvio Padrio GC; P SD: Desvio Padrdo HPLC; °F . ico = 9,28
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Vale ressaltar que a ordem de apresentac¢ao dos resultados obtidos
para os teste estatiticos implica em uma melhor organizacdo e
compreensdo dos parametros estudados, pois sabe-se que o calculo do
teste t depende dos resultados nédo significativos obtidos para F (LEITE,
2002).

Observa-se a auséncia dos analitos acido siringico, p-cumarico e
ferGlico nos resultados referentes a comparacdo entre 0os métodos, uma
vez que a semelhanca entre seus tempos de retencdo acarreta a co-
eluicdo destes trés derivados fendlicos nesta técnica ou ainda devido aos
infimos valores de limites de detecgdo destes compostos. Salienta-se
aqui a otima resolucdlo do método proposto (Figura 13) por
cromatografia a gas em relagdo ao comparativo, cromatografia liquida
(Figura 15). Isto é, ressalta-se a 6tima capacidade de separacdo em GC,
0 que implica em wuma maior eficiéncia cromatografica e
consequentemente um maior ndmero de pratos tedricos. Considera-se
um prato equivalente a uma etapa de equilibrio entre duas fases, ou seja,
guanto maior o nimero de pratos, mais equilibrios existirdo, maior sera
a eficiéncia e, portanto, a separacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

Figura 17. Cromatograma obtido por HPLC para a comparagdo do
método proposto para a determinacgdo de compostos fenolicos derivados
de lignina denominados acidos p-cumarico, ferdlico, p-hidroxibenzéico,
siringico e vanilico (concentracéo dos padrdes de 6000 ug g™).

Sinal (mAU)

Tempo (min)
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Os resultados dos testes estatisticos corroboram os resultados
obtidos para os ensaios de recuperacdo. Os valores apresentados na
Tabela 8 estdo ilustrados também na Tabela 11, e denotam a
porcentagem de recuperacdo das amostras enriquecidas.

Tabela 11. Valores, em porcentagem, de derivados fenodlicos
encontrados nas amostras de sedimento enriquecidas para 0s ensaios de
recuperacao.

CG RSD  HPLC RSD

Amostra Analitos %) ? (%) ° %) (%)°
(0 Lfé ) Vanilina 84 9,0 79 154
Acetovanilona 85 47 80 8,5
Siringaldeido 85 6,4 81 34
Acetossiringona 91 4,2 82 7,1
(165 Eg ) Vanilina 95 2,6 90 36
Acetovanilona 93 3,3 90 4.2
Siringaldeido 98 8,4 98 4.4
Acetossiringona 96 3,3 93 3,8
(3750CE19 o) Acido Vanilico 100 1,2 99 0,4
Acido Siringico 95 4.4 - -
Acido p-
Hidrgxibenzéico 9 0.8 9 1.3
Acido p- 8 89 : :
i Cumarico
Acido Ferulico 92 7.9 - -
(8250'?19 o Acido Vanilico 99 0,3 97 0,2
Acido Siringico 98 5,6 - -
Acido p-
Hidrpxibenzéico 99 0.5 97 0.2
Acido p- 93 101 - :
) Cumarico
Acido Fertlico 97 9,6 - -

@porcentagem de recuperacao; ° RSD: desvio padro relativo.
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Conforme observa-se na Tabela 10, os valores em porcentagem
de recuperacdo estdo entre 79 e 100% e sdo considerados 6timos para
ambas as técnicas cromatograficas, bem como os valores de desvio
padrdo relativos (0,2 e 15,4%). Segundo Ribani e col. 2004, os
intervalos aceitaveis para amostras ou analises complexas em ensaios de
recuperacao estdo entre 50 e 150 % e precisdo de até + 15%, o que
ressalta e evidencia ainda mais os 6timos valores encontrados para a
metodologia analitica proposta e desenvolvida por este estudo.
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6. CONCLUSOES

A metodologia analitica proposta possibilitou a separacdo das 9
substancia de interesse avaliadas neste estudo ao aliar a técnica de
SPME a reacgdes de derivacao.

A utilizacéo do planejamento denominado composto central, bem
como do planejamento univariado, possibilitou de maneira simples e
rapida a determinacdo das varidveis que afetam a eficiéncia de extracdo
dos analitos. As melhores respostas obtidas foram o volume de BSTFA
de 60 pL, os tempos de exposi¢ao ao agente derivatizante e extragdo de
15 e 35 minutos, respectivamente nesta ordem de procedimentos e
temperatura de 80 °C .

Este estudo proporcionou, portanto, o desenvolvimento de uma
metodologia analitica para determinacdo de derivados fendlicos de
lignina em amostras de sedimento por cromatografia gasosa e
caracteriza o bom desempenho da metodologia em termos de
seletividade, limites de deteccdo, seletividade, robustez, precisdo,
exatidao e resolucdo, principalmente se comparada a uma outra técnica
de separagdo, neste estudo, a HPLC. Ademais, a simplicidade do
método que dispensa o0 uso de solventes, permite uma frequéncia
analitica consideravel, emprega pequenas gquantidades de amostra e
minima geragdo de residuos.
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7. PERSPECTIVAS

v" Obtencdo dos derivados fenolicos de lignina a partir de reacdes
de oxidacdo de lignina, catalisadas por dxidos, tal como o 6xido
de cobre (CuQ), como proposto por HEDGES e ERTEL em
1982;

v" Aplicacdo do método desenvolvido em matrizes aquosas;
v" Aplicacdo do método desenvolvido em amostras reais, ou seja,
obter amostras reais e avaliar quali e quantitavimente as razes

de derivados fendlicos presentes nestas matrizes, sem a adi¢do
destes.
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GLOSSARIO

Aléctone — Aquilo que ndo tem suas origens no lugar onde existe;
Angiospermas — Plantas espermatdéfitas cujas sementes sdo protegidas
por uma estrutura denominada fruto;

Autdctone — Aquilo que é natural da regido onde ocorre;

Bentbnico — Diz-se de um animal marinho que vive no fundo do mar,
em contato com o substrato e ndo tem capacidade plena de natag&o;
Diagénese — Transformagdo dos sedimentos em rochas consolidadas
através de fendmenos fisicos e quimicos;

Estuarino — Ambiente aquatico de transicdo entre um rio e 0 mar;
Gimnospermas — Sao plantas terrestres que vivem, preferencialmente,
em ambientes de clima frio ou temperado;

Lacustres — Relativo a lagos;

Lenhosos — Que possui aparéncia ou caracteristicas de madeira
(designacéo dada as plantas);

Limnicos — Aquilo que se desenvolve em ambiente de lago continental
de agua doce;

Pelagico — Relativo a mar aberto.
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APENDICE

Apéndice A. Cromatograma obtido por GC/FID para o procedimento de
extracdo via HS-SPME para os compostos fendlicos derivados de
lignina de carater ndo acido (tempo de exposicdo ao BSTFA de 15
minutos; de extragdo de 35 minutos nesta ordem de procedimentos;
concentracdo dos padrdes de 100 ug g™*; 60 pL de BSTFA, temperatura
de 80 C).
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Apéndice B. Cromatograma obtido por GC/FID para o procedimento de

extracdo via HS-SPME para os compostos fendlicos derivados de

lignina de carater acido (tempo de exposicdo ao BSTFA de 15 minutos;

de extracdo de 35 minutos nesta ordem de procedimentos; concentracao

dos padrdes de 6000 pg g™*; 60 uL de BSTFA, temperatura de 80 °C).
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Apéndice C. Cromatogramas obtidos por HPLC para a comparacao do
método proposto para a determinacdo de compostos fenolicos derivados
de lignina de carater ndo &cido, referente a curva de calibracdo para

estes analitos (concentragdo dos padrdes de 75 a 225 ug g™).

Sinal (mAU)

Tempo (min)

65



Apéndice D. Cromatograma (a) e espectro de UV-VIS (b) obtidos por
HPLC para a comparacdo do método proposto para a determinacdo de
compostos  fendlicos derivados de lignina de carater 4cido,
especificamente para o &cido vanilico (concentracdo dos padrdes de
6000 pg ).
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