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RESUMO

O produto liqguido da decomposicéo térmica da biomassa pelo processo de pirélise
e formado pela fracdo bio-6leo e fracdo aquosa. A fase aquosa pode chegar a
30% m/m dos produtos formados durante o processo. O conhecimento da sua
composicdo € de suma importancia para definir qual serd sua rota de destino, seja
no reaproveitamento dos compostos para aplicacao industrial ou tratamento do
efluente para descarte. As técnicas analiticas como Cromatografia Gasosa com
Espectrometria de Massa (GC/MS) e a Cromatografia com fluido supercritico de
ultra alta eficiéncia (UHPSFC) foram utilizadas para avaliar a composicao de
compostos fendlicos presentes nas fragdes aquosas dos residuos de feijéo, pinha,
acerola, uva, pinhdo e goiaba. As analises no GC/MS foram realizadas no modo
gualitativo e em seguida o método foi otimizado para o quantitativo, uma extracdo
precisou ser realizada previamente. Para a analise por UHPSFC foram realizados
testes para otimizar as condicbes de analise, e por fim, os fenois foram
guantificados. Ambos os métodos apresentaram um perfil semelhante em relacao
a concentracao total dos fenois nas fragdes aquosas, 0 aumento na concentracao
variou a depender do tipo de biomassa utilizada na pirélise e obedeceu a seguinte
ordem: vagem de feijdo < semente de pinha < semente de acerola < semente de
goiaba < casca de pinhdo < semente de uva. O método de andlise proposto por
UHPSFC apresentou ser adequado para fendis em agua de pirélise, além das
amostras poderem ser analisadas de forma direta, foi muito mais curto (21 min)

guando comparado com o método da cromatografia a gas (50 min).

Palavras-chave: Pirdlise; Fracdo aquosa; Compostos fendlicos; GC/MS;

Cromatografia com fluido supercritico.
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ABSTRACT

The liquid product of the thermal decomposition of the biomass by the pyrolysis
process is formed by the bio-oil fraction and the aqueous fraction. The aqueous
phase can reach 30% w / w of the products formed during the process. Knowledge
of your composition is of paramount importance to define what will be its
destination route, whether in the reuse of compounds for industrial application or
treatment of effluent for disposal. Analytical techniques such as Gas
Chromatography with Mass Spectrometry (GC / MS) and Chromatography with
ultra-high efficiency supercritical fluid (UHPSFC) were used to evaluate the
composition of phenolic compounds present in the aqueous fractions of the
residues of beans, pinecones, acerola, grape, pine nuts and guava. The analyzes
in the GC / MS were performed in a qualitative way and then the method was
optimized for the quantitative, an extraction had to be performed previously. For
the UHPSFC analysis, tests were performed to optimize the analysis conditions,
and finally, the phenols were quantified. Both methods presented a similar profile
in relation to the total concentration of phenols in the aqueous fractions, the
increase in concentration varied depending on the type of biomass used in
pyrolysis and was follow order: bean pod <pine cone seed <acerola seed < guava
seed <pine seed <grape seed. The analysis method proposed by UHPSFC proved
to be suitable for phenols in pyrolysis water, in addition to the samples being able
to be analyzed directly, was much shorter (21 min) when compared to the gas

chromatography method (50 min).

Keywords: Pyrolysis; Aqueous phase; Phenolic compounds; GC/MS; Supercritical

fluid chromatography.
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1. INTRODUCAO

O produto liquido do processo de pirdlise, formado pela presenca de uma fase
organica e uma fase aquosa (cerca de 30% m/m), é constituido por uma mistura
complexa de compostos organicos e pode ser avaliado como um material de partida
para a producdo de biocombustiveis e produtos quimicos [1]. A agua gerada no
sistema durante o processo de pirdlise € resultado da presenca de umidade na
biomassa e reacfes de desidratacdo de seus componentes [2].

A elevada quantidade deste produto aquoso e suas caracteristicas
complexas, como a multiplicidade de substancias quimicas oxigenadas, confere a
ele caracteristicas Unicas, como seus baixos valores de pH. Por apresentar alta
polaridade tende a solubilizar os compostos organicos mais polares produzidos
durante a pirdlise, como por exemplo, fendis, furanos e acidos de cadeia curta que
possuem altos coeficientes de distribuicdo na agua, resultando em uma maior
concentracdo dessas espécies em sua composicdo [3]. S&o compostos que
possuem valor agregado para a industria, principalmente quando nos referimos aos
fendis, estes apresentam uma vasta aplicabilidade como matérias primas ou
intermedidrios na sintese de produtos farmacéuticos, sabores de alimentos,
herbicidas, resinas e adesivos [4].

A fracdo aquosa € considerada um efluente do processo de pirdlise,
consequentemente, deve ser tratada com multiplas etapas para ser langcada ao meio
ambiente. Entretanto, por apresentar uma alta carga organica em sua composicao,
trabalhos apontam para seu aproveitamento através da extracdo dos compostos [5],
eletrolise para obtencdo de hidrogénio [6] ou até mesmo como fase extratora para
compostos oxigenados do bio-0leo (desoxigenacéo) [7].

Visto que a composicdo quimica da fragdo aquosa € muito complexa e
depende significativamente do tipo de biomassa que foi utilizada na pirdlise, faz-se
necessario a caracterizagcdo e a quantificagdo dos compostos com o objetivo de
determinar o destino mais adequado para este efluente. Embora a concentracéo de
muitos compostos seja mais alta na fase aquosa do que na fase organica do bio-
Oleo, o desenvolvimento dos métodos para a sua andlise ndo é algo comumente
descrito na literatura.

As técnicas cromatograficas sdo as mais aplicadas para a caracterizacao dos

produtos liquidos da pirdlise, onde a cromatografia gasosa com espectrometria de



massas (GC/MS) é comumente utilizada para a caracterizacdo da fracdo aquosa,
mas a quantificacdo de fendis nessa matriz restringiu-se a alguns poucos trabalhos
na literatura [8,9]. Apesar da alta capacidade de separacao de misturas complexas,
para a analise de amostras aquosas, a técnica de cromatografia gasosa necessita
de etapas trabalhosas de preparo de amostra pois precisam passar por processos
de extracao [2].

A cromatografia liguida tem uma ampla gama de aplicacbes na analise
gualitativa e quantitativa da fragcdo aquosa, possibilitando a analise direta desse tipo
de amostra, apesar de ter uma menor capacidade de separacdo em comparacao
com o GC [10]. A cromatografia com fluido supercritico ainda nao foi avaliada para a
guantificacdo de fenois presentes em fracdo aquosa de pirdlise, apenas para a
caracterizacao das classes dos compostos organicos presentes em amostras de bio-
Oleo, sendo esta considerada como uma ferramenta analitica promissora para a
analise amostras complexas [11].

Em meio as possibilidades de analises e as técnicas analiticas que podem ser
aplicadas, o presente trabalho busca desenvolver um método simples e eficiente
capaz de caracterizar e quantificar fenéis em amostras de fragdes aquosas oriunda
de diferentes matrizes (semente de uva, goiaba, pinha, acerola, casca de pinh&o e
vagem de feijdo). Dentre as técnicas de andlise a serem avaliadas neste trabalho
estdo a cromatografia gasosa com espectrometria de massas e a cromatografia com

fluido supercritico de ultra alta eficiéncia.
1.2. Processo de Pirdlise

Os processos termoquimicos de gaseificacdo, pirélise e combustdo estdo
entre 0s mais atuais para a conversdo da biomassa. A pirolise € um processo que
consiste na degradacdo térmica da biomassa sob atmosfera inerte obtendo como
produto um soélido (carvado), um gas e um liquido complexo formado por uma mistura,
em sua maioria, de compostos orgéanicos oxigenados [12,13].

A depender do tempo de permanéncia da matéria-prima no reator e a taxa de
aguecimento, a pirolise pode ser classificada como lenta, rapida ou instantanea.
Cada uma das trés modalidades correspondera a preferéncia de formacdo de um
dos produtos [14,15]. A pirdlise lenta, devido a baixa taxa de aquecimento e longo
periodo de permanéncia suficiente para reacfes de polimerizacdo, maximiza 0s

rendimentos sélidos (carvao) e o rendimento de bio-6leo pode chegar até 50%. A



pirélise rapida é caracterizada por suas altas taxas de aquecimento e breves tempos
de permanéncia, podendo seu produto liquido atingir um rendimento de 50 a 70%
em peso. A pirdlise instantdnea possui taxas de aquecimento extremamente altas
(1000 °C/s) e tempos de permanéncia curtos, resultando em altos rendimentos de
bio-6leo, podendo chegar até 80% em peso [16].

Considerando uma matéria prima (biomassa) de origem lignocelulésica, seus
componentes possuem diferentes temperaturas de degradacéo dentro do processo
de pirélise. Em geral, a hemicelulose é o primeiro constituinte a se degradar, em
uma faixa de 220 a 315 °C, seguida pela celulose em um intervalo menor de 315 a
400 °C. Ja a lignina se decomp6e em uma maior faixa de temperatura frente aos
demais componentes, no intervalo de 160 a 900 °C. Durante a degradacao térmica,
uma série de reacdes ocorrem simultaneamente, incluindo desidratagéo,
despolimerizagao, isomerizacdo, descarboxilacdo e processos de carbonizagao,
responsaveis pela composi¢cdo complexa seus produtos [17].

O processo forma trés produtos (gas, soélido e liquido) em proporcdes
diferentes dependo da biomassa e das condi¢cdes da pirdlise. O produto gasoso,
biogas, € constituido de moléculas de baixa massa molecular que n&o séo
condensados com o resfriamento, como o diéxido de carbono, mondxido de
carbono, hidrogénio e metano [18]. O produto sélido, comumente conhecido como
biocarvdo, é composto por residuos organicos e inorganicos oriundos da
degradacdo térmica parcial ou completa dos componentes da biomassa[l16]. O
produto liquido consiste em duas fases, uma organica e uma aquosa [19]. Ambas as
fases séo caracterizadas por ser uma mistura complexa de compostos como acidos
carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres, furanos, nitrogenados,
alifaticos e fendis, que podem ser empregados em processos industriais para a
producédo de energia, combustiveis ou insumos quimicos [20].

Na literatura, trabalhos envolvem o processo de pirdlise visando melhora-lo
com o desenvolvimento de técnicas avancadas que sao elaboradas tendo como
finalidade a reducdo na temperatura de reacdo, aumento no rendimento e na
gualidade dos produtos, minimizando as reacfes secundarias e proporcionando um
aquecimento mais seletivo, maior eficiéncia energética e menor custo de producao
[21]. Dentre os processos investigados para esse fim, estdo a pirdlise catalitica,
pirélise a vacuo, pirélise por micro-ondas, co-pirolise e pirélise de dioxido de carbono

(CO2) [21]. Segundo Xin et al. [22], tecnologias atuais de pirdlise foram



desenvolvidas para melhorar a qualidade do 6leo de biocombustivel em termos de
valor de aquecimento, miscibilidade com outros combustiveis liquidos, etc. O foco do
presente trabalho ndo foi otimizar o processo de pirdlise, nem utilizar catalizadores
ou quaisquer métodos citados acima, mas investigar seu efluente, para tal, foi

utilizado um sistema de pirdlise lenta em um reator de leito fixo.

1.3. Biomassa

Y

A crise do petréleo em 1973 trouxe a comunidade internacional mais
consciéncia da dependéncia dos recursos de combustiveis, uma série de medidas
tomadas nos anos seguintes, politicas para racionalizar o uso de energia e melhorar
a eficiéncia energética, foram implementadas pelos paises industrializados. Acordos
como o Protocolo de Quioto (1994) e o Tratado da Carta de Energia (1991), foram
assinados afim de melhorar o uso das fontes energéticas, reduzir emissdes de gases
causadores do efeito estufa e aumentar a parcela de energia renovaveis. Ainda
assim, atualmente o petréleo ainda exerce uma importante influéncia na sociedade,
através do seu consumo para a producdo de energia e insumos para a industria
quimica [23].

Além das crises econbmicas geradas no século passado, o consumo de
combustiveis fosseis trouxe consigo impacto ambiental a partir da emisséo de gases
do efeito estufa e degradacdo da qualidade do ar, ocasionada por poluentes como
SOx e NOx. Em um estudo realizado pela Agéncia Internacional de Energia (IEA)
[24], considerando um cenario mundial eficiente — em que medidas econ6micas de
energia fossem implementadas — utilizando tecnologias disponiveis atualmente, a
emissdo atmosférica de SOx e NOx seria reduziria em um terco entre 2015 — 2040,
em comparacao com os dias de hoje.

Dentre as tecnologias disponiveis atualmente, a energia da biomassa € uma
alternativa que vem sendo estudada ao longo dos anos como recurso renovavel
para a producdo de combustiveis neutros em carbono e com baixa emissdo de
gases poluentes. A biomassa pode ser definida como material biologico de
organismos Vivos, na maioria das vezes plantas ou materiais derivados de plantas,
de origem organica animal ou gerados pelo ser humano. Podemos citar como
exemplos, residuo florestal, producdo de algas, processos industriais, residuos

municipais ou operacdes de limpezas de terras [15,25].



As biomassas de origem vegetal podem ser majoritariamente constituidas por
sacarideos, oleaginosos, amilaceos e lignocelulésicos, mesmo as que n&o
apresentam material lignocelulésico como constituinte maioritario, por exemplo
biomassas oleaginosas, também possuem celulose, hemicelulose e lignina na sua
composicdo estrutural, mas em menor propor¢cdo. A biomassa lignocelulésica tem
em sua composicdo formada basicamente por celulose, hemicelulose e lignina,
onde, estas estruturas fazem parte da parede celular da planta de forma estavel,
compacta e resistente [26].

O teor de celulose varia entre 40 e 60%, dependendo da biomassa,
estruturalmente € um polissacarideo composto por mais de 10000 subunidades de
glicose ligadas entre si por ligacfes glicosidicas, que contribuem para o aspecto
linear da molécula. O teor de hemicelulose varia de 15 a 30%, sua estrutura
molecular € basicamente um heteropolissacarideo ramificado composto por
hexoses, pentoses, acidos urbnicos e desoxi-hexoses, com cadeia de tamanho
menor comparada a celulose. A lignina € um polimero hidrofébico que envolve as
cadeias de celulose e hemicelulose, e geralmente esta presente na biomassa na
faixa de 10 a 25%. Sua molécula é composta por anéis aromaticos carregados de
hidroxilas e metilas, que s&o unidos por ligacdes éter e C — C para formar a sua
estrutura tridimensional [15,26]. A Tabela 1 apresenta a composicdo lignocelulésica

de algumas biomassas.

Tabela 1. Composicdo em % de lignina, celulose e hemicelulose das biomassas

utilizadas neste trabalho.

Biomassa Lignina Celulose Hemicelulose Referéncia
Vagem de Feijao-Caupi 7,31 29,97 24,33 Santos et al. [27]
Semente de Acerola 20,11 35,07 17,17 Edilton et al. [28]
Casca de Pinhéo 36,17 26,93 13,75 Resende [29]
Semente de Uva 44,0 7,0 31,0 Moldes et al. [30]
Semente de Goiaba 7,6 60,6 9,2 Elizalde-Gonzalez E

Hernandez-Montoya [31]

Durante todo o processo de degradacao térmica da biomassa, varias reacoes

ocorrem simultaneamente dentro do sistema, estas podem ser classificadas como



primarias e secundarias. As reacOes primarias englobam despolimerizagéo,
fragmentacdo e formacdo de carvbes (carbonizacdo). As reacdes secundarias
acontecem a partir dos compostos primarios nao estaveis que sao suscetiveis a
reagir através de cragueamento e recombinacao [14].

S&do0 os componentes da biomassa, celulose, hemicelulose e lignina, que
durante a exposicéo a altas temperaturas sofrem reagdes resultando nos diferentes
compostos organicos que compde os produtos da pirGlise. A decomposicao térmica
da celulose acarreta na sua despolimerizacdo seguida de outras reagbes
secundérias, entre elas, decomposicdo dos produtos priméarios (agucares),
desidratacdo e isomerizacdo, que sao responsaveis pela formacédo de &acidos,
alcoois, anidro-acucares, furanos e agua. A hemicelulose tem reacbes de
decomposicdo semelhantes a celulose, e além da formacdo de &cidos e anidro
acucares, também ha a formacédo de cetonas e aldeidos. A lignina passa por trés
processos durante a pirélise, a desidratacdo, a formacéo de volateis e em seguida a
formacédo de pequenos gases moleculares. Durante decomposi¢do da estrutura da
lignina, a clivagem das ligacOes éter e carbono-carbono presentes tem como produto
resultante os compostos fendlicos [14,32]. A figura 1 apresenta os principais
compostos formados a partir da decomposicdo térmica desses trés principais

constituintes da biomassa lignocelulosica.



Figura 1. Organograma dos principais produtos da pirélise da biomassa de origem

lignocelulosica.
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1.4, Fracdo Aquosa

A fracdo aquosa representa de 15 a 30% em peso de liquido gerado durante o
processo. Esta fase é formada a partir da umidade existente na biomassa e de
reacOes de desidratacdo da lignina que ocorrem durante o processo de pirolise [2].
Segundo Sanches Filho et al. [9] a fracdo aquosa é formada por 80% em peso de
agua e 20% em peso de compostos organicos de alta polaridade. S&8o compostos
gue foram arrastados para a agua no momento da pirélise, como anidro-agucares,
acidos de cadeia curta e fendis, os dois ultimos contribuem principalmente para os
baixos valores de pH que a fracdo aquosa apresenta [33].

Quando comparada a fase organica do bio-6leo ou até mesmo ao petréleo
bruto, a fracdo aquosa € um produto de baixo valor agregado e ndo apresenta
interesse para ser aplicada de alguma forma direta no setor energético [9].
Entretanto, devido a sua composicdo quimica complexa e altamente toxica,
resultado da presenca dos compostos oxigenados [34], pode ser utilizada como

fonte de matéria-prima em diversos processos. Os seus componentes podem ser



utilizados em bio-refinarias aplicados em processos de conversdo catalitica de
furanos e fendlicos para hidrocarbonetos [35], fermentacdo de levoglucosano para
produzir alcoois e didis [36], producdo de hidrogénio a partir de acidos organicos
através de eletrolise microbiana [6], producdo de hidrocarbonetos a partir da
hidrogenacgé&o catalitica dos compostos oxigenados [37] e produ¢cdo de biometano a
partir da digestdo anaerdbica de fracdo aquosa [38].

A fracdo aquosa também foi avaliada como solugcdo para pré-tratamento de
biomassa, promovendo uma melhora na qualidade do bio-6leo [39]. Em trabalho
recente, sua a atividade bioldgica foi avaliada pela primeira vez investigando a acéo
antifangica contra fungos humanos patogénicos, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, onde, a inibicdo no crescimento da levedura chegou em 100%
[40].

Seu descarte sem tratamento, além de acarretar a poluicio do meio
ambiente, leva ao desperdicio de substancias que poderiam ser de grande utilidade
para a industria quimica e/ou petroquimica [41]. Suas possiveis aplicacbes podem

ser observadas na figura 2.

Figura 2. Rotas de destino para a aplicacéo da fracdo aquosa.
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Com o foco na preocupagdo na demanda de energia, Xing et al. [42]
estudaram a reforma a vapor dos compostos oxigenados da fracdo aquosa para a
producdo de hidrogénio avaliando o efeito de diferentes catalisadores. Satinover et
al. [43] destacam o uso da eletrdlise microbiana para a degradacdo da matéria
organica presente resultando na producgéo de Hz, onde cerca de 80% dos compostos
avaliados sofreram degradacéo, incluindo acidos organicos, derivados de acucar e
fendlicos. J& Kaombe E Hagg [44] estudaram a remocédo da fragcdo aquosa do bio-

Oleo por osmose direta com o intuito de remover apenas a 4gua na sua condicdo de



pura, sem trazer consigo os componentes valiosos que estéo dissolvidos nela.
Apesar de ndo apresentar tantos estudos na literatura como o bio-6leo, com o
decorrer dos anos alguns trabalhos foram desenvolvidos com foco na fracdo aquosa,
conforme descrito nos textos acima. Para avaliar qual destino serd dado as fracdes
aguosas, é necessario desenvolver metodologias de analises afim de conhecer
melhor sua composicdo, avaliando as classes de compostos estdo presentes na

amostra, principalmente aquelas de valor agregado.
1.4.1. Fendis

O reaproveitamento dos fendis presentes na fracdo aquosa do bio-6leo pode
agregar valores aos residuos em bio-refinarias, além de minimizar os efeitos do seu
descarte no meio ambiente, contribuindo como alternativa verde para a producéo de
resinas fendlicas e outros produtos que sdo originalmente oriundos da industria do
refino do petréleo.

Os fendis sdo constituidos de um anel aromatico com no minimo um grupo
hidroxila (OH), suas estruturas podem diversificar, variando de uma simples
molécula de fenol até um composto polimerizado [45]. Sado naturalmente reativos e
possuem caracteristicas acidas devido a presenca do OH em sua estrutura. Dentre
os fendis que sdo largamente distribuidos na natureza, s&o encontrados
praticamente em todo reino vegetal os flavondides, acidos fendélicos e cumarinas. Na
classe dos fendis de estrutura simples sdo encontrados os alquil-fendis, siringois,
guaiacéis e catecoéis [46]. A figura 3 apresenta a estrutura do fenol e alguns de seus

derivados.
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Figura 3. Estrutura do fenol e alguns de seus derivados.
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A producédo de fendis no processo de pirdlise pode ser caracterizada, em sua
maioria, pela presenca da lignina na composicdo da biomassa e é de grande
interesse para as bio-refinarias, ja que pode ser utilizada para substituir parcialmente
ou totalmente os fendis de origem féssil [47]. Sdo os fendis principais responsaveis
pelo odor de fumo presente nas fragbes aquosas, além de apresentarem
caracteristicas corantes, antimicrobianas e antioxidantes. Suas atividades
antimicrobianas resultam da perturbacdo das membranas citoplasméticas das
bactérias, fazendo com que os fluidos intracelulares vazem [22]. Dentre as classes
de fendis, os di-hidroxibenzenos sdo 0s que possuem a maior capacidade
antioxidante [22].

Diante das suas possiveis aplicacdes, no ano de 2006, cerca de dois tercos
da producdo mundial de fenol foi destinada a fabricagdo de plasticos, sendo um
componente essencial para as resinas fenol-formaldeido e epdxi, onde

aproximadamente 95% de toda essa producdo de fenol foi de origem fossil [48].
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Além da sua grande aplicacdo na industria de resinas, o fenol e seus derivados,
como metil e metdxi fendis, atuam também como precursores na producdo de uma
gama de medicamentos, herbicidas, cosméticos e produtos farmacéuticos, com alto
valor econdmico [49]. Possuem aplicabilidade nas industrias de alimentos, onde sdo
utilizados para estender o tempo de vida util dos itens, mantendo a qualidade dos
alimentos afim de melhorar suas caracteristicas sensoriais e a seguranca [50].

Os fendis possuem caracteristicas quimicas diferentes conforme a sua
estrutura, quantidade de hidroxilas e substituintes. Sdo compostos acidos e sollveis
em agua, os baixos valores de lipossolubilidade (log P) dos analitos contribuem com
a sua solubilidade em agua, que é proporcional a sua polaridade. A Tabela 2 estéo

apresentados alguns compostos e suas principais propriedades.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de alguns fendis.

Eérmula Solubilidade ceptor/

Composto molecular Log P* pKa em aguaa 25°C Doador
(g 100 mL1) H+
Fenol CeHsO 1,46 9,9 8,28 1/1
o-Cresol C7HsO 1,95 10,26 2,50 1/1
m-Cresol C7HsO 1,96 10,09 2,40 1/1
p-Cresol C7HsO 1,94 10,26 1,90 1/1
4-Metilcatecol C7Hg0: 1,37 9,55 3,79 2/2
4-Etilfenol CsH100 2,58 10,00 0,49 1/1
3,5- Dimetilfenol CsH100 2,35 10,19 0,48 1/1
2,5-Dimetilfenol CsH100 2,33 10,41 0,35 1/1
Guaiacol C7HsO2 1,32 9,98 1,87 2/1
4-Metoxifenol C7HsO2 1,41 10,05 1,95 2/1
2,6-Dimetoxifenol ~ CsH1003 1,15 9,37 1,73 3/1
o-Catecol CeHsO2 0,88 9,5 46,10 2/2
Resorcinol CeHeO2 0,8 9,3 71,70 2/2
Eugenol CioH120, 2,49 10,19 0,25 2/1

*Coeficiente de particdo octanol/agua

S&o compostos que podem ser encontrados em agua de origem residual de
diferentes tipos de industrias, por exemplo refinarias de petréleo, fabricas de
plastico, pesticidas, industria quimica, e etc., [51]. O lancamento de aguas residuais

contendo esses compostos podem causar impactos negativos sobre 0s seres
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humanos e os ecossistemas, diante disso, sdo classificados como contaminantes
ambientais prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) [52]. Em virtude da alta toxicidade, mesmo em baixas concentragdes,
apresentam ameagcas aos seres humanos e animais.

A exposicao ao longo do tempo pode levar a dores de cabeca, diarreia,
irritacdo da pele, anorexia e desconforto gastrointestinal, casos agudos de exposicéo
sdo, em sua maioria, fatais podendo levar a danos no sistema nervoso, coracao, rins
e figado [53]. A concentracdo em ambiente aquético deve ser extremamente baixa e
limitada, a maxima permitida para fenol em aguas potaveis estabelecida pela EPA é
de 1,0 pug L [54].

A fim de evitar o descarte inadequado do efluente, fragcdo aquosa de pirdlise,
somada a possibilidade de recuperacéo e aproveitamento dos compostos de valor
agregado, faz-se necessario o desenvolvimento de metodologia para acompanhar a
concentracdo desses analitos nessa matriz. Para isso, é importante que a técnica de

analise utilizada possibilite a quantificacdo dos compostos.
1.5. Métodos de andlise e caracterizacao da fracdo agquosa

Devido a grande variedade das biomassas utilizadas no processo de pirélise e
principalmente a complexidade dos seus produtos, bio-6leo e fracdo aquosa, a
caracterizacao é indispensavel para determinar a sua composi¢cao e possiveis rotas
de aplicagcdo de seus constituintes em diversos setores industriais. Entre os
compostos presentes na fracdo aquosa, os fendis sdo de grande interesse para a
indastria de quimica devido ao seu alto valor agregado. Para avaliar a composicéo e
a concentracdo destes compostos algumas técnicas analiticas serdo discutidas no
decorrer deste trabalho.

A cromatografia gasosa com detector de massas (GC/MS) é a técnica mais
utilizada para a caracterizacdo, separacéo e determinagcdo dos compostos presentes
nos produtos de pirdlise, neste caso a quantificacdo € realizada de forma individual
para cada analito [9,55]. A cromatografia com fluido supercritico € mais uma
possibilidade discutida neste trabalho para a andlise da fracdo aquosa de pirdlise,
além de nédo apresentar processos trabalhosos de preparo de amostra podendo ser
feita a sua injecao direta, os analitos podem ser quantificados de forma individual

como na cromatografia gasosa.
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1.5.1. Cromatografia gasosa com deteccao por espectrometria de massas

A cromatografia gasosa é uma técnica de separacédo de misturas complexas,
sua juncdo ao espectrometro de massas (MS) tinha inicialmente como principal
aplicacdo a identificacdo de compostos para fins qualitativos, ja que a analise
guantitativa poderia ser realizada por detectores convencionais [56]. A combinac¢é&o
de técnicas cromatograficas com a deteccdo por espectrometria de massas (MS),
altamente sensivel e seletiva, permite simultaneamente a separacao, identificacdo e
guantificacdo de diferentes compostos, sendo reconhecida como uma técnica
poderosa para a analise quantitativa [45]. A aplicabilidade da cromatografia gasosa
estendeu-se em diversas areas, além da quimica e petroguimica, analise ambiental,
analise de alimentos e agricultura, investigacdo forense, toxicologia, bioquimica,
entre outros.

Por ser a fracdo aquosa constituida majoritariamente por compostos fendélicos
e acidos de cadeia curta, a cromatografia gasosa com espectrémetro de massas
(GC/MS) pode ser utilizada na separacdo e determinacdo desses compostos [9,55].
A tabela 3 apresenta trabalhos na literatura que utilizam da cromatografia gasosa
para analise da composicdo da fracdo aquosa oriunda de diferentes biomassas.
Apesar da caracteristica polar compostos avaliados, as colunas utilizadas na maioria
dos trabalhos citados na tabela 3 fizeram uso de fases estacionarias de baixa

polaridade compostas por 5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano.
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Tabela 3. Trabalhos da literatura que utilizam da cromatografia gasosa para a

caracterizacdo dos compostos organicos presentes em diferentes fracdes aquosas.

Técnica

Biomassa L Fase estacionéaria Referéncia
Analitica
e 0RO —
Jatropha Curcas GCIMS _5/o_fen|_l _95/0 Kanaujia et al.
dimetilpolisiloxano [57]

50%-fenil-50%-

GCxGC/ metilpolisiloxano e 5%-

Palha de cana-de- acUcar Maciel et al. [2]

TOFMS fenil-95%-
dimetilpolisiloxano
0%-di il- 0/4-
Carvalho GCIMS 5/0 (_Jllfen_ll_95 Yo Mukarakate et
dimetilpolisiloxano al. [58]
Residuo de azeite GC/MS  100%-dimetilpolisiloxano Pozo et al. [55]
GCxGC/ SQ%-fenll-SO%-metllf _
Semente de Crambe TOEMS polisiloxano e 5%-fenil- Silva et al. [59]

95%-dimetilpolisiloxano
50%-fenil-50%-

Semente de mamona GC/MS o
metilpolisiloxano

Silva et al. [40]

Alguns poucos trabalhos da literatura também fazem o uso do GC/MS para a
guantificacdo dos compostos presentes na fracdo aquosa. Sanches Filho et al., [9],
com o intuito de desenvolver um método para quantificacdo de compostos fendélicos
por GC/MS em fracdo aquosa de bio-0leo, fizeram em seu trabalho a comparacéo de
dois métodos de preparo, onde, para isso eles avaliaram as concentracbes de 10
analitos de interesse fazendo o uso de padrdes analiticos. Em outro trabalho,
Auersvald et al. [8], além de utilizarem da espectroscopia para quantificacdo de
fendlicos totais, também utilizaram do GC/MS para a quantificacdo de cerca de 60
compostos presentes tanto na fracdo organica como na fragcdo aquosa de diferentes
bio-6leo, onde, dentre esses 60 analitos os fendis estdo presentes.

Apesar da possibilidade de caracterizagdo dos compostos presentes na
fracdo aquosa e a quantificacdo individual dos analitos, devido ao processo de
extracdo prévia a analise no GC/MS, parte dos analitos deixam de ser quantificados
em razéo da saturacdo do solvente de extracdo associada com perdas nas etapas

de evaporacgao do solvente [9].


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/jatropha
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1.5.2. Cromatografia com fluido supercritico

Tanto a cromatografia gasosa (GC) como a cromatografia liquida (LC)
possuem vantagens e limitacbes particulares, sendo que ambas as técnicas sao
escolhidas de acordo com as caracteristicas das amostras e analitos presentes, a
cromatografia com fluido supercritico surge entdo como uma técnica cromatografica
gue une pontos fortes do LC e GC enquanto minimiza seus inconvenientes, fazendo
uso do fluido supercritico como fase movel fundamentando-se em suas propriedades
de baixa viscosidade e alta difusividade, responsaveis por melhorar a eficiéncia da
coluna e reduzir o tempo de andlise [60,61].

Os instrumentos atuais de cromatografia com fluido supercritico sao
fundamentados em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC), sendo o segundo conhecido
como um marco na historia da cromatografia liquida, gracas as fases estacionarias
porosas com particulas menores que 2 um que proporcionam analises ultrarrapidas,
separacdes em alta resolucdo e equilibrio mais rapido da coluna. Seguindo os
principios do UHPLC, temos a cromatografia com fluido supercritico de ultra alta
eficiéncia (UHPSFC), onde, a empresa Waters foi a responsavel por desenvolver o
primeiro instrumento completamente dedicado ao cromatografo analitico com fluido
supercritico de ultra alta eficiéncia, o Acquity Ultra Performance Convergence
Chromatography (UPC?) [62,63].

Segundo a definicdo de Saito [64], o fluido supercritico € um gas altamente
comprimido que possui densidade semelhante a de um liquido. O diagrama de fases
(figura 4), como o proprio nome diz, refere-se ao estado da matéria (solido, liquido e
gasoso) em que a substancia se encontra a depender de suas condi¢cdes de
temperatura e pressao.
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Figura 4. Diagrama de fases. Fonte: Baseado em Saito e Lesellier E West [64,65].
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Temperatura

No ponto triplo a substancia existe nas trés fases, solido, liquido e gasoso. A
partir do pronto critico, condicdo de mais elevada da temperatura e pressédo, a
substancia encontra-se no estado supercritico, na forma de um fluido, onde a
densidade é semelhante a de um liquido, a viscosidade semelhante a de um gas e a
difusividade entre as de um liquido e um gas. O CO: é o fluido mais utilizado por
possuir temperatura (31,1 °C) e presséao (73,9 Bar) critica relativamente baixas, além
de néo ser toxico, ndo-inflamavel e ser de baixo custo [64].

Enquanto que na cromatografia liquida a fase moével é formada por uma
mistura de solventes, com viscosidade maior e sua difusividade menor que a dos
gases, na cromatografia de fluido supercritico a fase mével é, em sua grande
maioria, composta por dioxido de carbono em seu estado supercritico, na maioria
das vezes, com uma pequena porcentagem de modificador organico, sendo a
viscosidade do fluido supercritico muito menor do que de qualquer outro solvente
organico, logo, o coeficiente de difusédo dos solutos nesses fluidos sdo maiores do
gue nos solventes [66].

O CO:2 possui polaridade similar ao hexano e heptano, por isso, para a
separacao de substancias polares faz-se, em sua maioria, 0 uso de modificadores
organicos polares como metanol, etanol, acetonitrila e isopropanol afetando
diretamente a polaridade da fase movel, sua forca de eluicdo, a solubilidade dos
analitos e consequentemente a seletividade de separagdo [67]. Entretanto, quando
um modificador orgéanico é adicionado, as condi¢cdes de pressdo e temperatura para
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atingir o estado supercritico sdo alteradas, portanto o fluido pode se encontrar no
estado subcritico, mas o nome da técnica — Cromatografia com Fluido Supercritico —
€ mantido por apresentar propriedades similares entre as fases moveis [60]. Nos
casos em que uso do modificador organico € insuficiente na separacao, aditivos
polares, tais como, acido formico e trifluoroacético, e bases, como hidroxido de
amonio, sao utilizados com o intuito de ampliar a faixa de polaridade dos compostos
a serem analisados, potencializando o poder de solvatagdo da fase mével. A
presenca de uma pequena quantidade de agua como aditivo, assim como os acidos
e as bases, também tem influéncia sobre a separacéo e formato dos picos [68].

Em meio a tantas vantagens de se utilizar a cromatografia com fluido
supercritico como técnica de analise podemos destacar a redu¢cdo no consumo de
solventes organicos, tempos de analise mais curtos, efeitos matriciais reduzidos e
principalmente a possibilidade de separacdes mais rapidas sem perder a eficiéncia
[69]. Dentre suas possiveis aplicacbes podemos citar a analise de pesticidas,
petroleo, polimeros, alimentos e farmacos, sendo o Ultimo sua maior area de
aplicacdo [70,71]. Alguns poucos trabalhos da literatura abordam o uso da
cromatografia de fluido supercritico para amostras complexas oriundas do processo
de pirélise, e nenhum deles referente ao desenvolvimento de método para
guantificacao de fendis na fracdo aquosa de pirdlise [11,72].

Crepier et al. [11] fizeram a caracterizacdo da fase organica de bio-6leo
utilizando SFC-(-) APCI-HRMS, inicialmente, analisando uma mistura de 36
compostos, em sua maioria fenois, onde 9 deles foram detectados na amostra, mas
a quantificacdo ndo chegou a ser realizada. Os poucos trabalhos relacionados a
quantificacdo de fendis utilizando SFC sé&o referentes a polifendis. Liu et al. [73]
otimizaram e validaram um método para a separacdo de 9 de polifendis por SFC-
MS/MS, para a quantificacdo em extrato de alho por SFE, onde os autores
conseguiram um quantificar 5 compostos, e concluiram que o método apresenta
potencial para esse tipo de andlise. Toribio et al. [74] também avaliaram a separacao
de 9 polifendis usando SFC, mas desta vez aplicada a analise de uma matriz
complexa, neste caso, 0 polen de abelha, onde o método proposto foi aplicado com
sucesso para determinacao desses compostos e 4 deles que estavam presentes na
amostra foram quantificados. Nenhum trabalho, até o presente momento, utiliza da
cromatografia com fluido supercritico de ultra alta eficiéncia para a quantificacdo de

compostos fendlicos em fragdo aquosa de pirdlise.
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1.6. Validacdo do Método Analitico

A validacdo do método analitico € realizada afim de avaliar a capacidade do
método desenvolvido em proporcionar resultados precisos para aplicacdo de rotina.
O método precisa fornecer resultados de qualidade e confiabilidade adequadas, do
contrario pode levar a sérias consequéncias, por exemplo, o estudo do efeito de
novos medicamentos com resultados obtidos de maneira equivocada podem colocar
em risco a vida dos pacientes [75].

Como consequéncia da importancia da validacdo e os diferentes tipos de
amostras a serem analisadas, varias diretrizes foram publicadas por instituicdes
nacionais e internacionais, dentre elas estdo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) Food and Drug Administration (FDA) e a Environmental Protection
Agency (EPA). A tabela 4 traz algumas dessas diretrizes de maneira resumida, as
areas mais comuns sdo andlise farmacéutica, ambiental, toxicologica e de alimentos,

a grande maioria nao foi focada em determinar compostos especificos [76].
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Tabela 4. Resumo das diretrizes de validacdo do método analitico. Fonte: Adaptada

de Raposo e Ibelli-Bianco [76].

NOME DA NACIONAL ou "
SIGLA - MATRIZ AREA ANO
ORGANIZACAO INTERNACIONAL

Associacao de

AOAC Comunidades Internacional Analitico Alimentos 2002
Analiticas
A Unido
IUPAC Inte'rn_amonal de Internacional Analitico Na_o 2002
Quimica Pura e especificado
Aplicada
Agéncia
ANVISA Na_C|_o f‘ al _de Nacional Analitico Farmacéutica 2003
Vigilancia
Sanitaria
Agéncia
ANVISA Naqppal _de Nacional Bioldgico Drogas 2003
Vigilancia
Sanitaria
Sociedade )
Americana de . " Me’Fa!s,
ASTM Internacional Analitico materiais de 2011
Testes e o
S minérios
Materiais
Agéncia
EMA Europeia de Internacional Bioldgico Drogas 2011

Medicamentos

A Organizacéao

ISO Internacional Internacional Analitico Cosméticos 2011

para
12787 Padronizacao

Farmacopeia
usp dos Estados Nacional Analitico Farmacéutica 2016
Unidos

Dentre os parametros, ou melhor, figuras de méritos fundamentais de
validacdo comuns impostos pelas diretrizes estdo: seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, limite de detecgéo e limite de quantificagéo.

A seletividade é descrita como a capacidade do método analitico de
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determinar um analito sem a interferéncia de outros compostos na matriz e esta
relacionada com a especificidade. Segundo Gonzalez et al. [77] um método s6 é
considerado especifico quando for perfeitamente seletivo para o analito, como
poucos métodos sdo especificos pode-se dizer que a seletividade é o melhor termo
a ser usado na validagao.

A linearidade esta associada a relacdo linear entre as concentracdes
conhecidas do analito na amostra e a resposta do instrumento. A partir da
construcdo de curva analitica sdo obtidos o coeficiente de correlacdo (r) e o
coeficiente de determinacdo (R?), o primeiro coeficiente descreve a presenca de uma
relacdo linear entre as duas variaveis investigadas, o segundo avalia o ajuste do
modelo, quanto o modelo foi capaz de explicar os dados [76].

A preciséo pode ser avaliada através do desvio padréo relativo dos resultados
de uma série de repeticbes. Ela deve ser expressa em termos de repetibilidade
(medicbes no mesmo dia), precisdo intermediaria (medi¢cbes realizadas em dias
diferentes), e a reprodutibilidade (medicdes realizadas em laboratorios diferentes). A
exatidao é a medida do quéo o valor obtido se desvia do valor verdadeiro. A amostra
analisada possui concentracdo conhecida e, posteriormente, é realizada a
comparacgao entre os valores [78].

Com base na definicdo da resolucdo n°899 de 2003 da ANVISA [79], o limite
de deteccdo (LD) € a menor quantidade do analito que pode ser detectado na
amostra, mesmo que nao seja possivel ser quantificado. Em métodos instrumentais,
a estimativa pode ser feita através da relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base. O
limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito que pode ser
determinada na amostra com precisdo e exatidao aceitaveis. Pode ser estabelecido
através da analise de solucbes contendo concentracfes decrescentes até o menor

nivel determindvel com precisdo e exatiddo aceitaveis.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Desenvolver método simples e rapido para a quantificacdo de fendis

presentes em diferentes fracbes aquosas de pir6lise por cromatografia com fluido

supercritico.

2.2.

Objetivos Especificos

e Avaliar qualitativamente as classes de compostos organicos nas fracfes
aguosas de pirdlises de semente de uva, semente de goiaba, semente de
acerola, semente de pinha, casca de pinhdo manso e vagem de feijdo por

cromatografia gasosa/ espectrometria de massas (GC/MS);

eDesenvolver um método de analise para a quantificacdo de fendis em

fracdes aquosas de pirdlise por GC/MS;

e Desenvolver método de andlise direta para fenois presentes nas fracoes
aguosas por cromatografia com fluido supercritico de alta ultra eficiéncia
(UHPSFC);

¢ Quantificar por GC/MS e UHPSFC os fendis presentes nas seis fracdes

aquosas;

e Comparar as metodologias de analise por GC/MS e UHPSFC para a analise
de fenois em agua de pirdlise.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes

Os experimentos foram realizados utilizando os reagentes: diclorometano
(Tedia, EUA; Vetec, Brasil ou Synth, Brasil), piridina (Pr6-Andlise),
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1% trimetil-clorosilano (BSTFA + TMCS)
(SUPELCO). Os padrdes de fenois utilizados foram bifenila (padréo interno), fenol, o-
cresol, p-cresol, m-cresol, 4- etilfenol, 3,5-dimetilfenol, guaiacol, 2,5-dimetilfenol, 4-
metoxifenol, o-catecol, resorcinol, 4-metilcatecol, 2,6-dimetoxifenol, eugenol (Sigma-
Aldrich, Brasil). Para analise por GC/MS o gas hélio foi o gas de arraste com 99,99%
de pureza e para a analise por UHPSFC-DAD o didxido de carbono (CO2) de pureza
superior a 99% ambos adquiridos da WHITE MARTINS. Para as analises no GC/MS,
trés colunas foram utilizadas e estédo listadas na tabela 5 e para as analises no

UPC?, as seis que foram utilizadas estdo na tabela 6.

Tabela 5. Colunas utilizadas nas analises por GC/MS.

Estrutura da Fase _ Espessura
Colunas . Dimensdes .
estacionaria do filme
5%-difenil-95%-
SPB-5 S 60 m x 0,25 mm 0,25 um
dimetilpolisiloxano
100%-
Rtx - IMS 30 m x 0,25 mm 0,25 um

dimetilpolisiloxano

ZB - Wax polietilenoglicol 30 m x 0,25 mm 0,25 pm




Tabela 6. Colunas utilizadas nas analises por UPC?2,
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Estrutura da Fase

Tamanho de

Colunas . Dimensodes ]
estacionéaria particula
Bridged-Ethylene Hybrid (BEH) 2,1 x 100,0 mm 1,7 um
Bridged-Ethylene Hybrid 2-Ethylpyridine /\O
(BEH 2-EP) 0 N
Charged-Surface Hybrid Fluoro-pheny O’OO\ /V@F
-0 -5i
(CSH FPh) ~o y=(
2,1 x 50,0 mm 1,7 um

High-Strength Silica C18 (HSS C18)

Torus 1-Amino Anthracene (1-AA)

%WOVU

Torus 2-picolylamine (2-PIC)




24

3.2. Coleta e Preparo das Amostras de Biomassa

As amostras de sementes de uva (Vitis vinifera L.), goiaba (Psidium guajava
L.), pinha (Annonna squamosa) e acerola (Malpighia emarginata), além de cascas de
pinhdo (Araucaria angustifolia) e vagem de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) foram
coletadas em diferentes localidades como mostra a tabela 7. Apdés a coleta foram
encaminhadas ao Laboratorio de Analises de Compostos Organicos Poluentes
(LCP), Universidade Federal de Sergipe. As amostras foram separadas do residuo e
lavadas em &gua corrente para a remocdo dos interferentes. Sendo secas em estufa

com circulac&o de ar até a umidade inferior a 10%.

Tabela 7. Local de coleta das amostras e método de secagem.

Amostra Local de Coleta Secagem
Semente de uva Vinicola Rio Sol. Lagoa Grande — PE Na industria
mente de _

_ POMAR. Aracaju-SE*

goiaba 60 °C/ 5 horas
ascas de o o

o mercado publico. Maringa-PR
pinh&o
nente de pinha Feira livre. Sdo Cristovao-SE

60°C/ 24 horas.
'mente de _
POMAR. Aracaju-SE*

acerola
Vagem de feijao Feira Livre. Aracaju-SE

*Industria de Processamento de Polpa de Frutas POMAR
3.3. Processo de pirolise

As pir6lises das biomassas foram realizadas em um reator de ago inoxidavel,
com rosca concéntrica, resistente a 1200°C de temperatura, possuindo as seguintes
dimensdes: diametro interno 5,3 cm, diametro externo 6,6 cm e comprimento de 30
cm, usado para comportar a biomassa. O forno de modelo tubular, leito fixo,
refratario, aquecido eletricamente da marca Therma de temperatura maxima de
1050°C.
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A conexdo foi realizada por tubos de aco inoxidavel e uma zona de pré-
resfriamento em formato de espiral (figura 5), onde ficou a maior quantidade de
fracdo aquosa, ligado entre o reator e trés espirais menores, refrigerados a -10 °C
para a coleta do bio-6leo. Ao final do sistema, foi colocado um cartucho (trap) com
cerca de 1 g de carvdo ativado para a coleta dos vapores. O nitrogénio (N2) foi
usado no sistema como gas inerte durante a pirélise. O banho termostatico modelo
MQBTC99-20, marca Microquimica Equipamentos LTDA, serviu para a refrigeracéao
dos frascos coletores. O reator foi aquecido a 600°C. Logo apos estabilizar a
temperatura dentro do reator, cerca de 30g de biomassa foi introduzida, sob o fluxo
de 5 mL.mint de nitrogénio e permaneceu, com a temperatura constante, por 60 min

ate finalizar a pirolise.

Figura 5. Sistema de pirdlise utilizado [27].

1 2 v

1. Cilindro de Na.
2. Forno.

3. Condensadores.

3.4. Analise das fragcbes aquosas por GC/MS

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos extraidos da fracao
aguosa foi realizada por cromatografia gasosa com detec¢éo por espectrometria de
massas (GC/MS), em um equipamento modelo QP2010 Plus da marca Shimadzu,

utilizando hélio como géas de arraste (grau de pureza 99,995%).
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3.4.1. Preparo da amostra (extracéo e derivatizacao)

Para a analise das amostras de fracdo aquosa por GC/MS, foi necessario
inicialmente ser realizada uma extracao liquido-liquido de 1 mL de amostra utilizando
acetato de etila como solvente extrator (3x de 1 mL), o solvente foi escolhido com
base no trabalho de Ren et al. [34]. Em seguida, o extrato foi transferido a uma
coluna de sulfato de sodio anidro para a remoc¢do de resquicios de agua que
possam ter permanecido ap0s a extracdo. Apos a remocdo da umidade, 200 uL do
extrato foram transferidos a um vial, onde foram adicionados 60 pL de piridina, 80 pL
do derivatizante BSTFA + 1%TMCS (99:1) (N,O-bis (trimetilsilil)trifluoroacetamida +
1% trimetil-clorosilano) e 20 puL do padréo interno bifenila (aproximadamente 22,8
mg.L1). A solugdo, em frasco fechado, foi homogeneizada em Vértex colocada em
banho de areia a 60°C, tempo de derivatizacdo em 40 min na chapa aquecedora

marca IKA® C - MAG HP7. O volume final da amostra foi de 1 mL em diclorometano.
3.4.2. Analise qualitativa das frac6es aquosas por GC/MS

Na andlise qualitativa, a identificacdo dos compostos foi realizada através da
comparacado de seus espectros com 0s espectros apresentados nas bibliotecas
(NIST e WILEY) do software do equipamento, onde apenas 0s picos que possuiram
area acima de 0,10 e similaridade maior que 85% foram considerados, a tabela 8

apresenta as condicfes de analise.

Tabela 8. Condi¢cbes cromatograficas das analises qualitativas no GC/MS.

Parametros GC/IMS

Coluna SPB-5 — 5%-difenil-95%-dimetil polisiloxano
(60m x 0,25 mm DI x 0,25 ym)

Split / Volume Injetado 1:20/1,0 yL
Temperatura do Injetor 280 °C
Temperatura do Detector 280 °C
Temperatura da fonte 250 °C
Programacédo da Rampa 80 °C (5 min), 2 °C min"t— 105 °C (5 min), 2 °C min-

— 150 °C (2 min), 10 °C min* — 280 °C (10 min)
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Modo de operagcdo doModo SCAN (varredura), com ionizacdo por impacto

espectrémetro de massas de elétrons (70 eV)

Tempo de Analise 70 min
3.4.3. Otimizacdo do método e quantificacao dos fenois por GC/MS

Ap6s andlise qualitativa, a otimizacdo do método e quantificacdo dos fendis
presentes nas fragdes aquosas foi realizada utilizando o espectrometro de massas
no modo monitoramento do ion selecionado (SIM). Para garantir as melhores
condicGes de analise dos fendis nas amostras alguns parametros foram otimizados
utilizando uma mistura de 13 padrdes: fenol, o-cresol, p- cresol, m-cresol, 4-etilfenol,
3,5-dimetilfenol, guaiacol, 2,5-dimetilfenol, 4-metoxifenol, o-catecol, resorcinol, 4-
metilcatecol e 2,6-dimetoxifenol. A quantificacdo das amostras foi realizada por
padronizacao interna, utilizando padrao de bifenila. Os parametros avaliados foram:
tempo de derivatizacao, fase estacionaria e vazéo da fase movel.

Inicialmente, as trés fases estacionarias que estdo descritas na tabela 5
foram avaliadas, em seguida, a vazao da fase mével que variou em 1,0; 1,2; 1,4; 1,6
e 1,8 mL.min, e por ultimo, o tempo de derivatizacédo, nas condicdes de analise
presentes na tabela 9. Antes do tempo de derivatizacdo, a influéncia do uso de
derivatizante foi investigada. Os tempos estudados foram: 20, 30 e 40 min, na
literatura trabalhos utilizam o BSTFA na temperatura de 60 °C em tempos de 30 [80]
e 40 min [81].

Tabela 9. Condi¢des cromatogréficas para analises de fendis por GC/MS.

Parametros GC/MS
Split / Volume Injetado 1:20 /1,0 yL
Temperatura do Injetor 280 °C
Temperatura do Detector 280 °C
Temperatura da fonte 250 °C

80 °C (1 min), 5 °C mint - 135 °C (5 min), 3 °C
Programacao da Rampa mint — 150 °C (2 min), 5 °C mint — 200 °C (2 min),
10 °C min't— 280 °C (6 min)
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Modo de operagdo do Modo SIM (Selected lon Monitoring), ionizagao por

espectrémetro de massas impactos de elétrons (70 eV)

Tempo de Analise 50 min

3.5. Analise das fracdes aquosas por cromatografia com fluido supercritico
de ultra alta eficiéncia (UHPSFC)

As andlises das fragbes aquosas por cromatografia com fluido supercritico
foram realizadas no Laboratério de Pesquisas Farmacéutica e Quimiometria
(LabFarQui) — Unicamp, utilizando o cromatografo de convergéncia (UPC?) com
injetor automético e sistema binario de bombeamento de fase, onde uma das
bombas é exclusiva para o CO2 e um detector de arranjo de diodos, tendo como
software o Empower 2, adquiridos da empresa Waters Corporation.

Para determinar a melhor condicdo de analise foi realizada a otimizacdo de
alguns parametros que influenciam diretamente na separacdo: Fases estacionarias,
vazdo da fase movel, modificador orgéanico, diluente da amostra, temperatura,

pressado e tempo de gradiente do modificador.

3.5.1. Parametros avaliados para a analise por cromatografia com fluido supercritico
de ultra alta eficiéncia (UHPSFC)

Foram avaliadas 6 fases estacionarias (tabela 6), 5 vazdes diferentes da fase
mével, 4 modificadores orgénicos e 5 diluentes da amostra, exatamente nesta
ordem. As vazdes variaram em 0,6, 0,75, 0,8, 0,9 e 1,0 mL.mint. Os modificadores
organicos foram MeOH:H20 95:5 (v/v), MeOH:H20 97,5:2,5 (v/v), MeOH 100% e
MeOH:ACN 80:20 (v/v). Os diluentes testados foram H20 100%, Isopropanol:ACN
1:3 (v/v), H20:ACN 1:3 (v/v), H20:MeOH 1:20 (v/v) e H20:MeOH 1:50 (v/v). Todos
esses parametros foram avaliados utilizando uma mistura de 14 fendis (fenol, o-
cresol, m-cresol, p-cresol, 2,5-dimetilfenol, 3,5- dimetilfenol, 4-metilcatecol, guaiacol,
o-catecol, resorcinol, 4-etilfenol, 4-metoxifenol e 2,6-dimetoxifenol) a 100 mg.L?
preparada a partir de solugfes estoque diluidas em acetonitrila.

A condi¢do cromatografica inicial para avaliar os parametros citados acima foi
fluxo de 0,8 ml.min, temperatura de 40 °C e pressdo de 103 bar (1500 psi). O
volume da solucdo dos padrbes injetado foi de 1,0 pL, com um gradiente de
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modificador linear variando de 0 a 20% de modificador em 10 minutos, mantendo a
propor¢cédo CO2:MeOH 80:20 por mais 1 minuto, retornando a porcentagem inicial de
CO2 em 2 minutos, com mais 5 minutos nessa condi¢cdo para equilibrio antes da
proxima injecao, totalizando em 18 minutos de analise. As andlises foram realizadas
com varredura do comprimento de onda entre 200-400 nm, onde 220 nm foi definido

como o melhor para a detec¢cdo dos compostos fendlicos.
3.5.2. Planejamento fatorial 23

A fim de avaliar o efeito da densidade do fluido em relacéo as condi¢des do
método de analise, as variaveis pressdo, temperatura da coluna e tempo do
gradiente (até 18% de B), foi montado um planejamento fatorial 23 desenvolvido
utilizando o software Fusion QbD, obtendo como resposta nimero de picos com
determinada resolucéo, fator de separacao e tempo de retencdo para o analito mais
retido. O software Fusion além de nos dar o planejamento fatorial estruturado,
incluindo a ordem aleatéria de execuc¢do dos experimentos para a analise, permite a
exportacdo e importacdo dos dados para o software Empower. A tabela 10

apresenta os niveis dos parametros avaliados.

Tabela 10. Parametros do planejamento fatorial 23.

Parametros Pontos Fatoriais Ponto Central
Temperatura (°C) +1 (50) -1 (30) 0 (40)
Presséo (psi) +1 (2250) -1 (1750) 0 (2000)

Tempo de Gradiente (min) +1(18) -1(7,2) 0 (12,6)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Andlises das fracGes aquosas de pirdlise por GC/MS — Caracterizacao

A partir da anélise por GC/MS foi possivel avaliar a composicéo e classes de
compostos organicos presentes com maior intensidade nas amostras de fragdes
aquosas. A quantidade de picos identificados nas amostras ficou entre 15 e 30% dos
picos cromatograficos presentes nos cromatogramas de corrente de ions totais
(TICC), o restante que nao foi identificado pois apresentaram baixa intensidade
(abaixo de 0,10%) ou similaridade com o espectro de massas da biblioteca abaixo
de 85%. No geral, a composi¢cdo das fragbes aquosas de pirélise apresentou uma
mistura de compostos onde estdo presentes cetonas, acidos, fendis, nitrogenados,
alcoois, compostos com funcdes mistas, etc. A figura 6 apresenta o perfil das

amostras a partir de suas classes quimicas.

Figura 6. Distribuicdo dos compostos por classe quimica nas fragbes aquosas das
diferentes biomassas: a) vagem de feijao; b) semente de pinha; c) semente acerola;

d) semente de uva; e) casca de pinhdo; f) semente de goiaba.
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Todas as fracdes aquosas possuem os fendis como sendo a classe de
compostos majoritarios nas amostras. O percentual de area variou de 25%
(vagem de feijao) em até quase 70% (semente de uva) dentre as outras classes
de compostos. As fracbes aquosas de casca de pinhdo, semente de goiaba e
semente de uva apresentaram 0s maiores percentuais dentre as demais, acima de
50%. Este fato se deve ao o maior teor de lignina em relacdo ao conteudo de
holocelulose presente na biomassa. Todas as fragbes aquosas apresentaram o0 0-
Catecol como o principal componente das amostras.

Também foram encontrados compostos pertencentes a classe dos alcoois,
acidos e cetonas. Com relacdo aos compostos denominados como outros, sdo em
grande maioria compostos com mais de uma fungdo em sua cadeia, como por
exemplo um grupo carboxilico e uma carbonila, ou compostos como agucares,

furanos e ésteres que estdo em menor quantidade.
4.2. Otimizacdo do método de anélise por GC/MS.

A partir da caracterizacdo das fracbes aquosas de pirdlise, fatores que
influenciam na andlise dos fendis: fase estacionéaria, vazdo da fase movel e tempo

de derivatizacéo, foram otimizados.
4.2.1. Selecédo da fase estacionaria

A otimizacdo da fase estacionaria (FE) ndo € um parametro comumente
avaliado na cromatografia gasosa, entretanto, o presente trabalho busca otimizar os
principais fatores que influenciam as analises. Trés colunas capilares com fase
estacionaria constituida de filme liquido foram avaliadas. A FE 100% -

dimetilpolisiloxano (Rtx-1MS) é apolar e pode ser utilizada para a analise de
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solventes, produtos de petrdleo, hidrocarbonetos saturados, entre outros. A 5%
difenil — 95% dimetilpolisiloxano (SPB-5) também € apolar, mas em virtude da
presenca do grupo fenil, pode ser utilizada para a analise de pesticidas, alcaloides, e
hidrocarbonetos aromaticos. A polietilenoglicol (ZB-Wax) foi a Unica de caracteristica
polar avaliada, &cidos graxos, FAMEs e &lcoois sdo exemplos de analitos que
podem ser analisados ao utilizar essa FE.

Inicialmente, uma mistura dos padrdes de fendis foi injetada nas trés colunas
diferentes, cada uma teve sua programacao de rampa de temperatura otimizada
(apéndice 1) a fim de obter a melhor separacdo no menor tempo, na figura 7 estéo

0S cromatogramas.
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Figura 7. Cromatogramas com as programacdes das rampas de temperatura ja
otimizadas. Tempo total de andlise: a) 50 min — SPB-5; b) 54,67 min — ZB-Wax; c)
62 min — Rtx-1MS.
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1: fenol; 2: o-cresol; 3: p-cresol; 4. m-cresol; 5: 2,5-dimetilfenol; 6: 3,5-dimetilfenol; 7:
guaiacol; 8: 4-etilfenol; 9: 4-metoxifenol; 10: o-catecol; 11: resorcinol; Pl: Bifenila; 12: 4-
metilcatecol; 13: 2,6-dimetoxifenol.

A separacdo nas colunas de menor polaridade ou apolar ocorre baseada na
velocidade dos analitos, estes tendem a eluir na ordem do ponto de ebulicdo, nas
polares predominam as interagdes intermoleculares que ocorrem entre os analitos e
0s grupos polares das fases estacionérias [82]. No presente trabalho, a coluna mais
polar (ZB-Wax) apresentou o maior tempo de eluicdo dentre as demais, o analitos
sairam até 32 min. Ja a Rtx-1MS apresentou tempo de eluicdo similar a SPB-5, mas

um maior tempo de total de analise, além de uma coeluicdo que nao foi possivel de
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ser resolvida variando apenas a rampa de temperatura. A fim de verificar a
sensibilidade do método utilizando cada uma das colunas, a figura 8 expressa

graficamente a variacdo da altura dos picos.

Figura 8. Altura dos picos nas trés colunas. Os analitos estéo divididos em classes:
a) dihidroxifendis (R=0OH), b) metoxifendis (R=OCH3) e c) alquilfendis (R=CHzs;
CH2CHz3).
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Dentre as trés colunas, a SPB-5 apresentou o menor tempo de analise,

programacao da rampa de temperatura mais rapida (apéndice 1). Foi possivel notar
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a diminuicdo na intensidade dos picos a medida que o tempo de analise aumenta,
ZB-Wax e Rtx-1MS, respectivamente. Verificou-se que a medida que havia maior
retencdo dos compostos, o0 pico cromatografico apresentava-se de forma mais larga
e de menor intensidade. Apesar da eluicdo dos analitos de interesse néo ter passado
dos 32 minutos, as amostras de fragcdes aquosas injetadas apresentaram compostos
com tempos de eluicdo maiores que os fendis, onde o tempo total de analise chegou
até 62 min (Rtx-1MS). Com a finalidade de acrescentar na escolha da coluna, o fator

de cauda para cada um dos analitos foi avaliado, como mostra a figura 9.

Figura 9. Fator de cauda referente aos 14 analitos investigados nas colunas: SPB-5,
Rtx-1MS e ZB-Wax. Ordem: 1: fenol; 2: o-cresol; 3: p-cresol; 4. m-cresol; 5: 2,5-
dimetilfenol; 6: 3,5-dimetilfenol; 7: guaiacol; 8: 4-etilfenol; 9: 4-metoxifenol; 10: o-

catecol; 11: resorcinol; 12: Bifenila; 13: 4-metilcatecol; 14: 2,6-dimetoxifenol.
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O fator de cauda estad relacionado com a simetria do pico, quanto mais
proximo esse valor for de 1 mais simétrico, consequentemente, picos com fator de
cauda maior ou menor que 1 apresentam assimetria. No caso da figura 9, as colunas
Rtx-1MS e ZB-Wax apresentaram instabilidade em seus valores de fator de cauda,
gue variaram de forma desordenada para cada analito. J& a SPB-5 mostrou-se mais
estavel e manteve seus valores em torno de 0,98 - 1,00 para a maioria dos picos. A
SPB-5 foi a Unica FE testada que possui em sua estrutura grupos fenil, capazes de
realizar interagdes -1 com os fendis, apresentando um melhor desempenho dentre

as demais colunas. Com base no que foi avaliado, a coluna SPB-5 foi entdo definida
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para dar continuidade as andlises.
4.2.2. Vazao

Para avaliar as variacOes das vazbes da fase movel sobre a eficiéncia, o
presente trabalhou aplicou a teoria de van Deemter. Sua equacao (Eq. 1) faz a
relacdo da altura do prato tedrico (H) — uma maneira de expressar a eficiéncia — em
funcdo da velocidade da fase médvel (1), que varia juntamente com a vazédo. O
coeficiente A esta relacionado com empacotamento da coluna, termo B € coeficiente

de disperséo e o coeficiente C é o termo de transferéncia de massa.
H=A+B/u+CuEq. (1)

O grafico de van Deemter € construido com a altura do prato teérico (H) em
funcdo da velocidade da fase modvel (n). A figura 10 apresenta a curva de van

Deemter para o analito mais retido, o 2,6-dimetoxifenol.

Figura 10. Curva de van Deemter para a coluna SPB-5 nas vazdes de 1,0, 1,2, 1,4,
1,6, e 1,8 mL.min.
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A relacdo da altura do prato tedrico (H ou HETP) com a eficiéncia é
inversamente proporcional, logo, quanto menor HETP maior sera a eficiéncia. Neste

trabalho, a menor vazdo apresentou-se como a melhor entre as demais, a HETP
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aumenta juntamente com a velocidade linear, apesar de ndo ser um aumento tao
significativo ao olhar os valores do eixo y.

A sensibilidade também foi afetada com o aumento da vazédo, a medida que a
vazao aumenta, a sensibilidade diminui e a intensidade do sinal é reduzida
gradativamente. A figura 11 apresenta a variacdo da area do analito mais retido (2,6-

dimetoxifenol) a medida que a velocidade aumenta.

Figura 11. Area do 2,6-dimetoxifenol em cada uma das vazdes.
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Apesar da figura 11 mostrar apenas a variacdo da area para o 2,6-
dimetoxifenol, um comportamento semelhante foi observado para todos os outros
analitos presentes na mistura de fendis, a resposta do detector diminuiu com o
aumento da vazdo. Com base no que foi observado no grafico de van Deemter e 0
efeito sobre a sensibilidade do método, a vazdo de 1,0 mL.min! foi definida para dar

continuidade as analises.
4.2.3. Uso do derivatizante

A derivatizacdo € realizada com o intuito de melhorar as propriedades
cromatograficas dos analitos através da modificacdo de sua estrutura. Dentre as
vantagens de utilizar agente derivatizante, conferir maior estabilidade térmica aos
compostos a serem analisados € uma das principais [80]. O presente trabalho
utilizou como derivatizante o BSTFA + 1%TMCS (bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida

+ 1% trimetil-clorosilano), onde, a reacéo de derivatizacao resulta na substituicdo do
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hidrogénio da hidroxila pelo grupo trimetilsilil (figura 12).

Figura 12. Reacéao de derivatizacao do fenol com o BSTFA.
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Inicialmente duas misturas de padrdes de fendis, derivatizados e sem
derivatizar, foram injetados nas condi¢es da tabela 9. Com a mudanca na estrutura
do analito, sua interacdo com a fase estacionaria e ionizacdo ocorrera de maneira
diferente, consequentemente tempo de retencdo e o ion base obtido nos espectros
de massa também mudam. A tabela 11 apresenta os tempos de retencdo e os ions

base de cada analito.

Tabela 11. ions monitorados e tempo de retencéo dos fendis analisados por GC/MS.

Derivatizados N&o derivatizados
Composto fon (m/z) Tempo de. fon (m/z) Tempo de-
retencdo (min) retencdo (min)
Fenol 151 13.390 94 11.426
0-Cresol 91 16.006 108 13.458
p-Cresol 165 16.290 107 14.080
m-cresol 165 16.692 107 14.080
2,5-Dimetilfenol 179 19.227 107/122 17.410
3,5-Dimetilfenol 179 19.731 107/122 17.478
Guaiacol 166 19.912 109 14.684
4-Etilfenol 179 20.383 107/122 16.713
4-Metoxifenol 181 22.805 109/124 19.657
o-Catecol 73 24.299 110 24.167
Resorcinol 73/239 27.191 110 -

4-Metilcatecol 73 27.722 124 23.493
2,6-Dimetoxifenol 196 28.095 154/139 25.839
Bifenila (PI)* 154 27.483 154 27.487
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*(PI) Padrao Interno

No geral, a derivatizacdo aumentou o tempo de retencdo dos analitos, visto
gue o grupo trimetilsilii adicionado aumenta a massa do composto. A figura 13
apresenta dois cromatogramas resultantes das analises, em um deles a mistura dos
padrbes passou pelo processo de derivatizacdo e outro ndo. A partir dos
cromatogramas foi possivel observar que a ndo derivatizacdo resultou em uma

diminuicdo no numero de picos e nas suas intensidades.

Figura 13. Cromatogramas de padrdes de fendis com derivatizacdo de BSTFA +

1%TMCS (a) e sem derivatizante (b).
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1: fenol; 2: o-cresol; 3. p-cresol; 4. m-cresol; 5. 2,5-dimetilfenol; 6: 3,5-dimetilfenol; 7:
guaiacol; 8. 4-etilfenol; 9: 4-metoxifenol; 10: o-catecol; 11: resorcinol; PI: Bifenila; 12: 4-
metilcatecol; 13: 2,6-dimetoxifenol.

No cromatograma sem derivatizante, a diminuicdo na quantidade de picos €&
resultado da coeluicdo entre alguns analitos: p-cresol com o m-cresol e 2,5-
dimetilfenol com o 3,5-dimetilfenol. Ainda nesta condi¢do, os dihidroxifendis (4-
metilcatecol e o-catecol) apresentaram a menor intensidade e area dentre os demais
compostos, possivelmente, resultado da desidratacdo desses analitos, que pode
comecar ja no injetor. Essas diferencas observadas entre os cromatogramas podem

ser decorrentes da capacidade dos fendis em formar ligacdes de hidrogénio, levando
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a uma baixa volatilidade, estabilidade térmica insuficiente, ou induzir possiveis
interacbes com o0 empacotamento das colunas, ocasionando uma baixa
detectabilidade [81]. A derivatizagdo melhora a detecgéo, principalmente em uma
matriz complexa. A figura 14 expressa graficamente a diferenca na érea e altura dos
compostos com e sem a derivatizagéo, é possivel observar o efeito sobre a deteccao

dos analitos.

Figura 14. Area (a) e altura (b) dos fendis analisados com e sem derivatizante,
divididos em classes: dihidroxifendis (R=0OH), metoxifendis (R=OCHzs) e alquilfendis
(R=CHs; CH2CH3).
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Apesar do custo elevado do agente derivatizante, poucos microlitros s&o
utilizados nas reacfes, maiores sao as vantagens adquiridas, como por exemplo a
possibilidade dos analitos serem medidos com maior sensibilidade e mais facilmente

separados de interferentes [83].
4.2.4. Tempo de derivatizacao

O processo de derivatizacdo depende principalmente da temperatura e do
tempo, o procedimento experimental deste trabalho foi adaptado de Santos et al.
[27]. O tempo de derivatizag&o dos analitos foi avaliado com o objetivo de verificar
sua influéncia sobre esta classe de compostos em especifico. As misturas dos
padrbes de fendis foram entdo preparadas e derivatizadas conforme descrito na
secao 3.4.1., o tempo de aquecimento na chapa variou entre 20, 30 e 40 minutos,
seu efeito foi avaliado tendo como resposta a area dos compostos como mostra a

figura 15.
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Figura 15. Area dos analitos nos tempos de derivatizacdo de 20, 30 e 40 minutos.
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A partir do grafico, pode-se observar que ha um aumento da resposta
analitica (area) a medida que o tempo de derivatizacdo aumenta, uma maior
guantidade de compostos séo derivatizados. Depois de 30 minutos em reacao na
chapa de aquecimento haviam fenois remanescentes, sem derivatizar, o que pode
ser concluido com o aumento da area em 40 minutos. Apesar da pequena diferenga
na resposta de 30 para 40 minutos, o maior tempo de derivatizacdo foi mantido a fim

de evitar que alguns analitos ndo sejam derivatizados.
4.3. Avaliacao das figuras de mérito para o método por GC/MS

Apés a otimizacdo dos parametros cromatogréaficos, neste trabalho as figuras
de mérito avaliadas foram: Linearidade / intervalo / faixa de trabalho, Seletividade /
limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Embora a andlise inicial tenha sido
realizada com 13 padrbes de compostos fendlicos, somente 10 deles foram
validados e quantificados, os demais tiveram presentes em quantidade menores nas

amostras, com percentual de area menor que 0,10%.
4.3.1. Linearidade e sensibilidade

A linearidade esta relacionada com a capacidade da metodologia analitica
obter resposta proporcional a concentracdo do analito na amostra, em um
determinado intervalo [79]. Pode ser determinada a partir da curva analitica, atravées

dos valores dos coeficientes linear e angular da reta, a relagdo linear é expressa,
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geralmente, em termos de coeficiente de correlacéo (r) e determinacéo (r?).

Para a construcdo das curvas analiticas, os padrdoes foram preparados em
solugBes estoque que variaram de 1000 a 2000 pg.mL?t, o solvente de diluicdo
utilizado foi o diclorometano. As concentra¢des das curvas analiticas foram: 1; 5; 15;
35; 50 e 60 pug.mL?, e a concentracdo do padrdo interno (P.l.) foi fixa em 22,8
ug.mL*. As andlises foram realizadas em triplicata (n=3) e para a construcdo das
curvas foi utilizado o programa GC/MS solution Version 4.20 obtido da Shimadzu
Corporation. Por ser utilizada a padronizagdo interna, as curvas foram construidas a

partir da relagdo analito / padr&o interno: A,/A,; versus C,/C,;, conforme a figura

pis
16. A partir das curvas de calibragdo, as equacOes da reta e os coeficientes de

correlagao e determinacao foram obtidos (tabela 12).

Figura 16. Curvas analiticas dos seguintes padrées de fendis: Fenol, o-Cresol, p-
Cresol, m-Cresol, 4-Etilfenol, Guaiacol, o-Catecol, Resorcinol, 4-Metilcatecol e 2,6-

Dimetoxifenol.
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Tabela 12. Equacdes da reta, coeficiente de correlacdo (r) e determinacdo (r?) dos

fenois avaliados.

Analito Equacéo dareta r2 r
1 Fenol y=1,889x+ 0,054 0,999 0.999
2 o-Cresol y =2,146x + 0,155 0,995 0.998
3 p-Cresol y=1412x +0,116 0,994  0.997
4 m-Cresol y =1,452x + 0,118 0,994 0.997
5 4-Etilfenol y=1,234x-0,061 0,997 0.999
6 Guaiacol y=1,479x - 0,053 0,998 0.999
7 o-Catecol y =8,403x + 0,223 0,997 0.998
8 Resorcinol y =2,566x - 0,108 0,998 0.999
9 4-Metilcatecol y=7,484x + 0,112 0,998 0.999

10  2,6-Dimetoxifenol y=1,267x-0,064 0,997 0.999

Considerando os valores estabelecidos pela ANVISA [79] e INMETRO [84],
todas as curvas analiticas avaliadas na faixa de trabalho desse estudo estdo dentro
do critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo linear (r), que deve ser
>0,99, indicando que ha relacdo linear entre a concentracdo do analito na amostra e
a resposta medida necessaria para a quantificacdo. Ainda, partir das equacdes das
retas, € possivel observar que o 4-Metilcatecol e o o-Catecol sdo os analitos que
apresentaram maior inclinagéo (coeficiente angular), logo, séo os analitos com maior

sensibilidade ao método.
4.3.2. Seletividade ndo especifica (efeito matriz)

A seletividade € a capacidade do método em quantificar o analito na presenca
de outros componentes. A depender, os interferentes podem levar ao aumento ou
reducdo do sinal, comprometendo o resultado. Sendo assim, por se tratar a fracao
aguosa de uma amostra complexa, a seletividade foi avaliada a partir do estudo do
efeito matriz. Para tal, amostras de fracdo aquosa foram fortificadas com padrdes de
fendis na mesma faixa de concentracdo que foi avaliada a linearidade, 1 a 60 ug.
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mL1. A figura 17 apresenta as curvas analiticas preparadas na matriz e a tabela 13,

as equacdes das retas, coeficiente de correlacdo e determinacdo, e RCA — razéo

dos coeficientes angulares — para as curvas preparadas no solvente e na matriz.

Figura 17. Curvas analiticas, preparadas na matriz, dos seguintes padrdes de
fendis: (1) Fenol, (2) o-Cresol, (3) p-Cresol, (4) m-Cresol, (5) 4-Etilfenol, (6) Guaiacol,
(7) o-Catecol, (8) Resorcinol, (9) 4-Metilcatecol e (10) 2,6-Dimetoxifenol.
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Tabela 13. Curvas solvente e matriz: Equacdes da reta, coeficiente de correlacdo (r)
e determinacéo (r?), e RCA — GC/MS. A ordem é: (1) Fenol, (2) o-Cresol, (3) p-
Cresol, (4) m-Cresol, (5) 4-Etilfenol, (6) Guaiacol, (7) o-Catecol, (8) Resorcinol, (9) 4-
Metilcatecol e (10) 2,6-Dimetoxifenol.

Solvente Matriz
Equacéo dareta Equacéo dareta 2 } RC
A
1 y=1889%+0,054 y=0,6833x-0,0239 0,997 0,999 0,36
2 y=2146x+ 0,155 y=0,62x+ 0,0079 0,999 0,999 0,29
3 y=1412x+0,116 y=0,6527x-0,042 0,998 0,999 0,44
4 y=1452x+0,118 y=0,8436x-0,0644 0,997 0,999 0,58
5 y=1,234x-0,061 y=0,9001-0,0602 0,996 0,998 0,73
6 y=1479x-0,053 y=0,4887x-0,0378 0,998 0,999 0,33
7 y=8,403x+ 0,223 y=1,048x +0,0438 0,996 0,998 0,13
8 y=2566x-0,108 vy=0,2689x-0,0306 0,996 0,998 0,11
9 y=7,484x+0,112 y=1,4248x+0,074 0,994 0,997 0,19
10 y=1,267x-0,064 y=1,2824x -0,1448 0,990 0,995 1,01

As curvas preparadas a partir da fortificacdo da matriz também apresentaram

valores dos coeficientes de correlacdo e determinagcéo dentro do estabelecido pelas
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agéncias reguladoras ANVISA [79] e INMETRO [84]. O efeito matriz foi avaliado a
partir dos valores da razéo dos coeficientes angulares (RCA). Para cada um dos
analitos investigados, o valor de RCA menor que 1 indica um efeito matriz negativo,
ou seja, houve uma reducéo na intensidade do sinal analitico quando preparados no
extrato da fragdo aquosa em comparacao com os que foram preparados no solvente.
O o-Catecol, Resorcinol e 4-Metilcatecol foram os analitos que sofreram maior
reducdo na intensidade do sinal dentre os demais, por possuirem maior numero de
hidroxilas em suas estruturas, podem interagir mais fortemente com os interferentes
presentes na matriz. A fim de evitar equivocos na quantificagdo, as curvas analiticas

preparadas na matriz serdo utilizadas.
4.3.3. Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Por fim, os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir da curva analitica. O limite de deteccdo é a menor concentra¢do do analito que
pode ser detectada e o limite de quantificacdo € a menor concentracdo de analise do
analito no método. A estimativa foi realizada a partir da curva analitica através das
equacdes 2 e 3, onde s € o desvio padréo, neste trabalho, calculado no menor nivel
da curva analitica e b é o coeficiente angular. A tabela 14 traz os valores de LD e LQ
em pg. mL™.

3,3.s _ 10.s

LD = (Eq.2) LQ = —— (Eq.3)




48

Tabela 14. Limite de detec¢éo (LD) e quantificacdo (LQ) dos fendis avaliados neste
trabalho — GC/MS.

LD (ug. mLY)  LQ (ug. mL?)

Fenol 0,76 2,30
o-Cresol 0,27 0,81
p-Cresol 0,18 0,55
m-Cresol 0,19 0,56

4-Etilfenol 0,03 0,08
Guaiacol 0,19 0,56
o-Catecol 0,29 0,87
Resorcinol 0,18 0,54
4-Metilcatecol 0,05 0,16
20 0,04 0,12

Dimetoxifenol

Os valores dos limites de detecgéo variaram de 0,03 até 0,76 pug. mL?, e os
limites de quantificacdo de 0,08 até 2,30 pg. mL*. Quando comparados com 0s
limites encontrados por Lazzari et al. [1] utlizando cromatografia liquida
bidimensional, o presente trabalho chegou a LD e LQ mais baixos — com excecao do
guaiacol — principalmente ao observar os valores do 4-metilcatecol, o-catecol, 4-
etilfenol e o 2,6-dimetoxifenol. Sendo assim, podemos considerar os resultados

como satisfatorios.
4.4. Anédlise quantitativa de Fendis na fracdo aquosa de pirdlise — GC/MS

Apdés a avaliacdo das figuras de mérito, as seis fracdes aquosas estudadas
neste trabalho foram analisadas em triplicata, e os principais monémeros de fenois
guantificados utilizando o modo de monitoramento do ion selecionado (SIM). A figura

18 apresenta o cromatograma referente as seis fragdes aquosas analisadas.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por GC/MS para a analise das fracdes aquosas
de pirdlise: (a) semente de goiaba (b) casca de pinhdo (c) semente de uva (d)

semente de acerola (e) vagem de feijao e (f) semente de pinha.
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Dentre os analitos que foram possiveis de serem identificados e quantificados
estdo o fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, 4-etilfenol, guaiacol, o-catecol, resorcinol,
4-metilcatecol e 2,6-dimetoxifenol. A concentracdo total dos fendis nas diferentes
amostras variou de 1736 pg.mL?* a 4892 ug.mL? (no apéndice 3 encontram-se as
concentracfes de cada analito). A figura 19 apresenta um grafico da concentracao

total dos fendis quantificados nas seis fracées aquosas.

Figura 19. Concentracao total dos fendis nas diferentes fragdes aquosas (a) e suas
respectivas biomassas (b).
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As fracOes aquosas de semente de uva, semente de goiaba e cascas de

pinhdo foram as que apresentaram uma maior concentracéo de fendis quantificados,
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seguidas da semente de acerola, semente de pinha e vagem de feijdo. Essas
diferencas estédo relacionadas com a composicao lignocelulésica das biomassas e
suas reacdes de decomposicdo, sendo a lignina considerada como a principal fonte
de formacéo de compostos fendlicos durante a pirdlise [14]. A composi¢éo de lignina
na vagem de feijdo € a menor que nas demais biomassas, com 7,31% [27], 0 que
explica a baixa concentracdo de fendis encontrados, enquanto a alta concentracdo
na semente de uva é resultado do alto teor de lignina presente em sua composicao,
cerca de 44%, como encontrado na literatura [30].

Entretanto, se olharmos para a semente de goiaba, seu percentual de lignina
na tabela 1 é de 7,6% [31], mas ainda assim sua fracdo aquosa apresenta uma
grande gquantidade de fendis. Segundo Collard E Blin [12], que em seu artigo de
revisdo abordaram a respeito das reacdes que ocorrem com 0S componentes da
biomassa, na faixa de 400 a 600°C h& uma diminuicdo nos anéis de furanos, estes
oriundos da degradacdo da celulose, e aumento nos anéis de benzeno que sdo
substituidos por grupos alifaticos ou oxigenados remanescentes (hidroxila e éter),
contribuindo para formacao de fendis. Sendo assim, na faixa de temperatura em que
foi realizada a pirdlise neste trabalho, a celulose pode ser considerada como uma
grande contribuinte para formacdo de compostos fendlicos, onde a biomassa de
semente de goiaba apresenta o maior percentual dentre as demais, cerca de 60,6%
[31].

A concentracdo das espécies fendlicas, no produto liquido da pirdlise,
depende da formacéo estrutural da lignina em cada biomassa, e a propor¢cao em que
estdo distribuidas as unidades de p-hidroxifenila, guaiacil e siringil que a compde
[15]. A figura 20 apresenta uma estrutura representativa da lignina e como suas

unidades — em destaque — podem estar distribuidas.
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Figura 20. Estrutura da lignina e suas principais subunidades — p-Hidroxifenila,

Guaiacil e Siringil. Fonte: Adaptado de Amidon et al., [85].
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Durante o processo de pirdlise, as unidades Guaiacila (G), Siringila (S) e p-
Hidroxifenila (H) s&o responsaveis pela formagdo de guaiacois, siringois e
aquilfendis, respectivamente. Em alguns casos, os compostos formados a partir da
p-Hidroxifenila sdo majoritarios no produto liquido da pirdlise, resultado das reacfes
de desmetoxilacdo que as unidades de S e G sofrem durante a degradacdo térmica
da lignina, convertendo-se em unidades de H [86].

Reacdes secundarias podem ocorrem com os produtos da degradacdo das
unidades da lignina, Kawamoto [87] em seu artigo de review (Lignin pyrolysis
reactions), prop0s possiveis rotas de reagfes que ocorrem com os fendis durante o
processo de pir6lise e mudam a substituicdo de anéis aromaticos, acredita-se que a
partir do guaiacol podem formar outras espécies fendlicas como catecois, cresois e 0

préprio fenol. A figura 21 abaixo mostra suas possiveis rotas de conversao.
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Figura 21. Possiveis mecanismos para a conversao do guaiacol, em catecdis,

cresois e fenol, durante a pirdlise. Fonte: Adaptado de Haruno Kawamoto [87].
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As fracOes aquosas das seis biomassas apresentaram diferentes propor¢cdes
guanto ao teor de compostos com grupos alquil (fendéis), metoxi (guaiacol e siringol)
e dihidroxi (catecois). A tabela 15 traz as concentraces dos fendis divididas em

subclasses.
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Tabela 15. Concentragbes dos fendis divididas em subclasses: fenodis (fenol, o-
cresol, p-cresol, m-cresol e 4- etilfenol), dihidroxifendis (o-catecol, 4-metilcatecol e
resorcinol), guaiacol (2- metoxifenol) e siringol (2,6-dimetoxifenol) nas seis fracbes

aquosas.

Concentracdo (Hg. m L'l)

Feijao Pinha Acerola Uva Pinhao Goiaba
Fendis  847,8+0,1 750+2  1323+1 976+1 16%?’15 * B11+1
Dihidroxifendis 732,3+0,4 1288+10 1868+5 3827 +14 2699+ 3 2142 + 16
Guaiacol 73,85 + 0,01 5%’%%511“ 54,67 + 0,02 89,6 + 0,1 92"%";* 993 + 3
Siringol 8%%%%i 80,64 £ 0,03 *hk *xk *hx 313,’12 *
Total  1736,4+0,5 2176+12 324546 4892+ 15 4419 +3 3959 + 20

As fracOes aquosas de uva, pinhdo e goiaba apresentaram as maiores
concentragcdes de Dihidroxifendis, sendo esta, a subclasse que é maioria em todas
as amostras, com excecao da obtida a partir da vagem de feijdo, que possui 0s
Fendis como majoritarios. A fracdo aquosa de goiaba destaca-se por ter o Guaiacol
em grande quantidade, cerca de 993 pug. mL%, nas demais sua concentracdo nao
chegou a 10% deste valor. As fracbes aquosas de pinhao e acerola possuem a
maior concentracdo de Fendis dentre todas as outras, em torno de 40% de sua
composicéo. E notdrio a variagéo das classes dos fendis em cada uma das fracdes
aquosas, mas € possivel observar, exceto na acerola e no pinhdo, que quando h&a
um aumento na concentracdo de Dihidroxifendis diminui a quantidade de Fendis,
resultado da composicdo estrutural da lignina, das séries de quebras e reacdes
ocorrem dentro do sistema, e de reacdes secundarias em que alguns compostos

podem ser convertidos em outros.
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4.5. Desenvolvimento do método de andlise por UHPSFC

A otimizacdo dos parametros cromatograficos € essencial para o
desenvolvimento do meétodo, na cromatografia com fluido supercritico ndo é
diferente. Os fatores que mais influenciam a retencéo e separagédo na cromatografia
com fluido supercritico sdo: o tipo de fase estacionaria, modificador orgéanico e
condicbes de pressao e temperatura [72,88]. Sendo assim, o presente trabalho
buscou estudar esses parametros para separacao de fendis em fracdo aquosa de
pirélise comecando pela escolha da fase estacionaria, em seguida vazao,
modificador organico, condi¢cdes de pressao, temperatura, tempo de gradiente e

diluente.
4.5.1. Selecado da Fase estacionaria (FE)

Para o desenvolvimento de um método por UHPSFC a escolha da coluna e
modificador de fase modvel sdo os primeiros parametros a serem avaliados. Em
relacdo a escolha da fase estacionaria, geralmente diferentes colunas, entre 4 e 6,
sdo selecionadas com o intuito de obter distintos perfis cromatograficos, neste
trabalho 6 fases estacionarias foram avaliadas (tabela 6). Os tipos de FE foram
selecionados nas diferentes faixas de polaridade, j& que a composicdo da fase
movel do SFC é composta de uma mistura de CO:2 (ndo polar) e um modificador
organico (polar), podendo atuar tanto como na cromatografia em fase reversa (FE
apolar), fase normal (FE polar) ou um intermediario entre as duas. As diferentes
fases estacionarias atuam na separacdo dos compostos de forma distinta. A figura
22 apresenta os resultados das andlises dos 14 compostos fendlicos nas diferentes
FE.
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Figura 22. Cromatogramas por UHPSFC da separacdo dos padrdes fendlicos em
diferentes fases estacionarias obtidas nas condi¢cdes cromatograficas — pressao: 103
bar, temperatura: 40 °C, eluicdo: modo gradiente linear 0-20% de modificador
organico em 10 minutos, vazdo: 0,8 mL. min', volume de injecdo: 1,0 uL, diluente:
ACN, deteccdo: 220 nm.
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O tempo total de analise foi de 18 min (0-20% do modificador em 10 min),
mas o0s 14 compostos fendlicos sairam antes de 8 min em todas as fases
estacionarias avaliadas. Como pode ser observado nos cromatogramas acima, as
colunas BEH e HSS C18 apresentaram perfil de retencdo semelhante para os
primeiros analitos, ndo havendo separacdo entre eles, onde quase todos o0s
compostos fendlicos, em ambos os casos, sairam coeluidos entre 1 e 2,5 min. A
retencdo dos analitos na HSS C18 foi menor do que na BEH, o que pode ser
justificado pela baixa interacdo dos analitos, de caracteristica polar, com a FE
apolar. Os dois primeiros picos da BEH se resumem em uma mistura de 11 fendis
(fenol, 4- metoxifenol, o-cresol, p-cresol, m-cresol, 3,5-dimetil fenol, guaiacol,
eugenol, 2,6- dimetoxifenol e 4-etilfenol), resultado da baixa interacdo dos analitos
com a FE. No trabalho de West et al. [89], utilizando o modelo de Abraham para a
classificacdo de fases estacionarias, os autores chegaram a conclusdo que coluna a
coluna BEH, tende a interagir fortemente com bases, apesar desta coluna ser polar,

os analitos investigados neste trabalho sdo de caracteristica acida o que justifica a
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baixa capacidade da coluna em separa-los.

Em seguida, as colunas CSH FPh e BEH 2-EP apresentaram 8 e 10 picos,
respectivamente, uma menor coeluicdo dos picos que as duas anteriores. Ambas as
FE possuem em suas estruturas anéis aromaticos, assim como os analitos
investigados, que resultam em interagbes do tipo -1 ocasionando uma melhor
separacao dos picos e uma menor largura da base, mesmo havendo coeluicdo. As
duas colunas Torus, 1-AA e 2-PIC, possuem estruturas semelhantes, grupos
hidroxila e amina que favorecem as interagcdes com analitos que possuem carater de
doador e receptor de ligacdo de hidrogénio (interagdo intermolecular mais forte), a
diferenca encontra-se na estrutura aromatica, onde, uma possui um anel de piridina
e a outra anéis de benzeno condensados, responsaveis pelas interacoes
intermoleculares do tipo T-mm. Os fendis sao analitos que possuem as duas
caracteristicas citadas acima e realizam os dois tipos de interagao (-1 e ligacdes
de H) com as FE, o que justifica as colunas 1-AA e 2-PIC apresentarem as melhores
separacdes e os melhores tempos de retencdo dos analitos.

A fim de definir a melhor FE para a separacdo dos fenodis, além dos
cromatogramas, dois gréaficos foram construidos referentes ao nimero de picos

(N°p) e altura do prato (H) em func&o das colunas avaliadas (figura 23).
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Figura 23. Parametros para a escolha da coluna calculados para o analito de maior

retencao (resorcinol): a) N°p vs Coluna; b) H vs Coluna.
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Como pode ser observado na Figura 23 as colunas Torus 1-AA e Torus 2-PIC
apresentaram os melhores resultados para os parametros avaliados, sendo que na
coluna 2-PIC foi observado um maior nimero de picos (12), onde 11 dos 14
compostos foram separados. Para avaliar a eficiéncia de cada coluna a altura de
pratos teoricos foi calculada (HETP) e as colunas 1-AA e 2-PIC apresentaram 0s
menores valores, logo, sdo as mais eficientes dentre as demais. Com base nos
parametros avaliados acima, as duas colunas (1-AA e 2-PIC) geraram os melhores
resultados, mas por apresentar maior nimero de picos e melhor perfil do
cromatograma, a coluna Torus 2-PIC foi escolhida para as analises. A figura 24
apresenta o cromatograma dos 14 compostos ((1) guaiacol, (2) eugenol, (3) 4-
etilfenol, (4) 2,5-dimetilfenol, (5) o-cresol, (6) 3,5-dimetilfenol, (7) m-cresol, p-cresol

e 2,6-dimetoxifenol, (8) fenol, (9) 4-metoxifenol, (10) 4-metilcatecol, (11) o-catecol e
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(12) resorcinol) utilizando a coluna Torus 2-PIC. A ordem de eluicédo foi verificada

injetando os padrdées de maneira individual.

Figura 24. Perfil cromatogréafico obtido com a coluna Torus 2-PIC.
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A ordem de eluicdo esta diretamente ligada com a polaridade do analito, por
se tratar de uma FE polar, os analitos que possuem os menores valores de log P
(tabela 2), o-catecol e resorcinol, apresentaram maior retencdo. Aqueles com valores
muito préximos de log P entre si, como é o caso dos cresois e dimetilfendis,

resultaram em coeluicéo.
4.5.2. Selecédo da Vazéao (F)

Avaliar a vazdo de um método cromatografico busca reduzir o tempo de
andlise, porém é necessario cuidado para evitar perda de eficiéncia quando se
trabalha com valores extremos. Além disso, como o aumento da vazdo eleva a
pressdo de entrada, a retencdo é influenciada em SFC por aumentar a densidade do
fluido. Como consequéncia, retencbes menores sao esperadas, 0 que pode
ocasionar em sobreposi¢cdes. O presente trabalho avaliou 5 vazdes diferentes: 0,6,
0,75, 0,8, 0,9 e 1 mL. min? utilizando a coluna 2-PIC e o método citado na se¢éo

3.6.1. O gréfico (figura 25) foi plotado para o pico de maior retencéo (resorcinol).
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Figura 25. Curva da H vs vazéo da fase movel utilizando coluna 2-PIC para o analito

mais retido (resorcinol).
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Com base na curva da Figura 25, a menor altura do prato teodrico foi
encontrada na vazdo de 0,75 mL.mint. Em 0,6 e 1,0 mL.min! apresentaram-se 0s
maiores valores de HETP, logo, sdo as vazbes que apresentam menor eficiéncia.
Sabendo que vazdes mais baixas acarretam no alargamento dos picos e mais altas
podem levar a sua sobreposi¢cdo, com base nos cromatogramas que foram obtidos
nas vazdes avaliadas, 0,8 mL.min! foi escolhido para dar continuidade as andlises,
mantendo um bom formato dos picos e evitando possiveis coeluicbes dos analitos

com interferentes presentes na matriz.
4.5.3. Selecdo do Modificador organico

Definidos a coluna e a vazao da fase moével (FM) do método, a escolha do
modificador organico foi passo seguinte. A melhora da solubilidade do analito,
impedindo que haja precipitacdo na coluna, além de favorecer a resolugdo dos picos
e reduzir interacdes dos analitos com grupos silandis residuais, sdo vantagens
adquiridas ao se utilizar um modificador na composicdo da fase movel em
cromatografia por fluido supercritico [65].

O modificador orgéanico foi escolhido com base na polaridade dos analitos
estudados, como apresenta a tabela 2, os baixos valores de log P indicam a maior
solubilidade destes analitos em agua, que € proporcional a sua polaridade. Dentre

0s solventes organicos polares o metanol € comumente utilizado nas analises por
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SFC, sendo completamente miscivel com o CO2 nas diferentes faixas de pressao e
temperatura [90], j& foi utilizado na literatura como modificador para avaliar a
retencdo, dentre outros compostos ndo fendlicos, do o-catecol e resorcinol por
Ovchinnikov et al. [91]. Neste trabalho, o metanol foi testado, na forma pura, com
agua e acetonitrila (ACN), com e sem adicao de acido férmico. Os cromatogramas
sé&o mostrados na figura 26.

Figura 26. Cromatogramas nas diferentes proporcdes dos aditivos e modificador
organico na FM: (a) MeOH 0,1% HFor; (b) MeOH:H20 (97.5:2.5) 0,1%HFor; (c)
MeOH:H20 (95:5) 0,1% HFor; (d) MeOH:H20 (95:5); (e) MeOH:ACN (80:20).
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(1) guaiacol, (2) eugenol, (3) 4-etilfenol, (4) 2,5-dimetilfenol, (5) o-cresol, (6) 3,5-dimetilfenal,
(7) m-cresol, p-cresol e 2,6-dimetoxifenol, (8) fenol, (9) 4-metoxifenol, (10) 4-metilcatecol,

(11) o-catecol e (12) resorcinol
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Inicialmente, a fase mével foi avaliada sem a presenca de acido férmico,
variando apenas a proporcédo de agua, na proporcdo MeOH:H20 (95:5) houve uma
leve diminuicdo no tempo de retencdo, devido da interacdo existente entre a FE e
FM, onde, possuindo a agua uma alta polaridade e capacidade de funcionar como
receptor e doador de ligacbes de hidrogénio [90], compete diretamente com o0s
fendis pelos locais ativos evitando interacfes indesejaveis dos analitos, MeOH:H20
(95:5) foi a proporcdo de fase entdo selecionada para comparar com as fases
acidificadas.

Em seguida, o uso do acido férmico e seu efeito nas diferentes composi¢coes
de FM foi avaliado. A Figura 26 (a, b e c¢) apresenta uma distor¢cdo na linha de base
devido a presenca do acido férmico e o sinal dos picos 4-Metilcatecol e o-Catecol
(eluicdo em 5 min) aumenta levemente com o aumento da propor¢cao de agua, mas
sdo os mais afetados com a composicdo da fase mével e apresentam-se
deformados. O uso da ACN na composicdo da fase mdvel também nédo apresentou
diferenca significativa no perfil dos cromatogramas. Quando utilizamos a maior
proporcdo de agua na mistura, MeOH:H20 (95:5) sem uso de aditivo acido, (Figura
26d) foram obtidos os melhores resultados quanto ao perfil dos picos.

4.5.4. Selecdo dos parametros de Pressédo, temperatura e tempo de gradiente do

modificador

Pressdo e temperatura sdo parametros que tém grande efeito sobre a
densidade da fase movel, logo, atuam de forma direta na retencdo dos compostos.
Quando a fase moével no SFC é composta de CO2 puro a densidade do fluido
supercritico é o fator que define a solubilidade do composto, interacdo soluto-
solvente, logo, responsavel pelas alteracbes no fator de retencdo [65]. Entretanto,
guando um modificador organico esta presente na composicdo, a depender da
quantidade, a influéncia desses parametros sobre a separacdo € minimizada [91].
Sendo assim, nesta secédo foi investigada a melhor combinacdo do tempo de
gradiente do modificador, pressdo e temperatura, a partir do planejamento descrito
na secao 3.6.2. A tabela 16 apresenta as condicdes do planejamento experimental,

distribuidas de forma aleat6ria, para cada ponto.
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Tabela 16. Os 17 ensaios do planejamento experimental e as respostas em relagéo

ao numero de picos (N°p).

Tempo de Temperatur Pressao

_ _ N°p>= 1.03 -
Ensaios - N°p>=1.50 - " Cotor de
gard.lente adoForno (bar) USPResolugao separacio
(min) Q)
1 , 30 120 9 10
2 18 30 120 8 10
3 7,2 30 155 8 13
4 18 30 155 9 12
5 12,6 30 138 8 10
6 7,2 40 138 8 12
7 18 40 138 8 11
8 12,6 40 120 7 13
9 12,6 40 155 7 13
10 12,6 40 138 8 11
11 12,6 40 138 8 11
12 12,6 40 138 8 11
13 7,2 50 120 8 12
14 18 50 120 8 9
15 7,2 50 155 7 14
16 18 50 155 8 12
17 12,6 50 138 8 11

Uma superficie de contorno foi gerada (figura 27) utilizando o software
Fusion QbD a partir dos resultados da tabela 16 onde na regido branca estao as
melhores condicfes, ou seja, nas condicdes onde foi obtido 0 maior nUmero de

picos dentro das especificagOes de resolugéo e fator de separacgao.

Figura 27. Figuras de contornos nas trés pressoes avaliadas.
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A partir da figura 27 foi possivel determinar a pressdao em 155 bar como a
mais adequada para o método de analise, visto que abaixo deste valor (120 e 138
bar) ndo foi obtido maximo de resposta em nenhuma regido do grafico. Em valores
mais altos de pressao observou-se maior numero de picos com fator de separagéo =
1.03, esse mesmo efeito da pressdo sobre o fator de separacdo também foi
observado por Ovchinnikov et al. [90] em seu trabalho, quando analisou o resorcinol
e o pirocatecol em diferentes FE. Uma das possiveis justificativas desse
comportamento deve-se ao fato que em pressdes mais altas locais de fortes
interagdes tornam-se mais disponiveis para os analitos, resultando maior interagdo
do analito com a FE.

Para avaliar se a influéncia da pressao e da temperatura é significativa sobre
o tempo de retencdo do analito mais retido (resorcinol), um grafico de superficie de
resposta foi construido (figura 28). O software Statistica 8 foi utilizado para gerar 0s
modelos e os graficos, o modelo estatistico utilizado foi linear com um R?=0,9991
apresentando um bom ajuste. A significancia estatistica foi realizada através da
variancia com um intervalo de 95% de confianga que reflete em um nivel de
significancia de 5% (p-valor=0,05). A figura 28 apresenta as superficies de resposta
para o resorcinol.

Figura 28. Superficies de respostas: (a) Temperatura do forno vs tempo de

gradiente, (b) Pressao vs tempo de gradiente.
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Como pode ser observado nas duas superficies de resposta tanto a variagcao

da temperatura do forno, como a variacdo da pressao nao tem influéncia sobre a
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resposta (tempo de retengao), apenas o tempo de gradiente, esse comportamento
pode ser concluido ao observar o diagrama de pareto no apéndice 4.

Com base no trabalho de Ovchinnikov et al., [33] os compostos fendlicos séo
menos suscetiveis a mudancgas de pressdo. Os efeitos da pressao e temperatura na
separagao sao pequenos, portanto, ndo devem ser de grande preocupacéo durante
a otimizacdo do método, mas pode auxiliar quando o modificador organico esta
presente na fase movel em pequenas quantidades. Segundo o trabalho de Asberg et
al. [88], os autores concluem que o efeito da variacdo da temperatura sobre a
densidade da FM é maior quando ha pequenas quantidades de modificador, o que
nao foi o caso deste trabalho, onde a porcentagem de modificador organico chegou
a 18%.

Considerando que a presséo e temperatura ndo tiveram influéncia sobre o
tempo de retencdo, as condigbes escolhidas foram com base no maior numero de
picos dentro das especificacdes de fator de separacédo e resolucdo. Sendo assim, as
condicOes de analises escolhidas estdo demarcadas em amarelo figura 27, onde a
presséao foi fixada em 155 bar, a temperatura em 40°C e o tempo do gradiente 18
minutos ja que em 7.20 minutos pode haver uma maior coeluicdo dos analitos de

interesse com interferentes presentes na matriz.
4.5.5. Selecao do Diluente

Como descrita na secdo 3.6.1, as misturas dos padrbes de compostos
fendlicos utilizadas para otimizar todos os parametros descritos foram preparadas
em acetonitrila e ndo apresentaram nenhuma deformacéo de pico ou ruido na linha
de base. Para o preparo das fragcbes aquosas de pirolise néo foi realizada etapa de
extracdo desses analitos, ela foi diretamente misturada com o solvente de diluicdo
na proporg¢ao 1:20 de Amostra:Solvente, com excecéo da fracdo aguosa de semente
de uva que foi diluida em 1:40. Entretanto, quando as amostras de fragdo aquosa
foram misturadas com acetonitrila apresentaram um efeito negativo sobre os picos
dos analitos de interesse, a fim de melhorar formato de pico, linha de base e até
mesmo a solubilidade do analito no diluente, alguns solventes orgénicos foram
testados. A depender do solvente de diluicdo testado, como pode ser observado na

figura 29, o perfil do cromatograma mudou.
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Figura 29. Cromatogramas de UHPSFC das fragbes aquosas nos diferentes
solventes de diluicdo: (a) Isopropanol:ACN (1:3); (b) H20:ACN (1:3); (c) H20:ACN
(1:20); (d) H20:MeOH (1:50); (e) H20. Volume de injecéo de 1 pL.
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Dentre as misturas de solventes avaliados a agua foi o solvente que

apresentou melhor formato de picos, principalmente para o guaiacol, destacado em

vermelho na figura 29. No trabalho de Fairchild et al. [92], os autores observaram

gue solventes muito polares como o metanol (MeOH) levaram a distorcfes de pico

mesmo em pequenos volumes de injecao, resultado do contraste entre a forca de
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eluicdo do solvente amostral e eluente. Consequentemente, a utilizacdo de &gua
como solvente de eluicdo também seria um problema, mas Sarrut et al. [93] em seu
trabalho observaram que uma maior proporcéo de acetonitrila no volume de injecéo
prejudica mais o formato do pico do o-cresol quando comparado a utilizagdo de uma
alta quantidade de agua, os autores supdem que esse comportamento se deva a
alta afinidade dos analitos em agua e a boa afinidade da agua pela FE, desse modo,
o analito interage preferencialmente com a fase estacionaria. Sendo assim, as
andlises neste trabalho utilizaram de &gua como solvente de diluicdo das fracBes

aquosas.
4.6. Avaliacado das figuras de mérito para o método por UHPSFC
4.6.1. Linearidade

Dos 11 compostos fendlicos que foram separados, 5 deles (guaiacol, fenol, 4-
metilcatecol, o-catecol e resorcinol) foram os analitos encontrados em maior
concentracdo nas seis fragbes aquosas diferentes, que foram possiveis de serem
guantificados, o restante dos analitos estudados no trabalho apresentaram coeluicao
com interferentes da matriz ou ndo foram possiveis de serem detectados por
apresentarem baixa concentracdo. Sendo assim, para verificar a linearidade do
método, curvas analiticas — relagdo da resposta do equipamento com a
concentracdo conhecida do analito — foram construidas a partir de solucdes
estoques dos 5 compostos fendlicos em acetonitrila com concentracdo de 2000
nug.mL?, de onde foram preparadas as concentracdes das curvas que variaram de 2
até 180 pg.mL?, em sete niveis de concentracdo. As analises dos padrdes para as
curvas analiticas foram realizadas em triplicata (n=3), em seguida, os dados (area
dos analitos) foram coletados e utilizados para construir as curvas de cada composto
fendlico (figura 30). As equacdes da reta e os coeficientes de determinacdo e

correlacdo linear para as curvas estao apresentados na tabela 17.



Figura 30. Curvas analiticas

resorcinol, respectivamente.
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Tabela 17. Equagfes da reta e coeficiente de determinacéo dos cinco (5) fenais.

Intervalo de
Compostos  concentragao Equacéo dareta R?2 r
(Mg. mL)
1 Guaiacol 20-180 y =5113,4x - 27532  0,9987 0,9993
2 Fenol 5-100 y =3720x - 7004,9  0,9992  0,9996
3  4-Metilcatecol 2-100 y = 4381,5x - 5461,7 0,9977 0,9989
4 o-Catecol 20-180 y =4709,8x - 18062 0,9971 0,9986
5 Resorcinol 2-100 y =6671,9x - 2824,8 0,9994 0,9997

Os valores dos coeficientes de correlacao linear (r) das curvas de todos 0s 5
analitos apresentaram uma boa relacdo de linearidade entre a concentragdo dos
analitos e as respostas cromatogréficas (areas) no intervalo avaliado, todas com o
valor de r>0,99 dentro das condicdes especificadas pela ANVISA [79] e pelo
INMETRO [84]. O Resorcinol e o Guaiacol foram os analitos que apresentaram

maior sensibilidade ao método.
4.6.2. Seletividade néo especifica (efeito matriz)

Por se tratar de uma amostra complexa e outros compostos poderem
apresentar interferéncias na determinacao dos analitos, a seletividade do método foi
avaliada a partir do estudo do efeito matriz, através da comparacéo das inclinagdes
das curvas dos padrdes no solvente com as inclinagbes das curvas preparadas na
matriz. Estas foram construidas a partir da analise das amostras fortificadas com os
padrbes, no intervalo de concentracéo avaliado na linearidade. A figura 31 apresenta
as curvas analiticas preparadas na matriz e a tabela 18 as equacdes da reta, 0
coeficiente de determinacéo e correlagéo linear e a RCA — razdo dos coeficientes

angulares.
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Figura 31. Curvas analiticas preparadas na matriz do guaiacol, fenol, 4-metilcatecol,

o-catecol e resorcinol.
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Tabela 18. Curvas solvente e matriz: Equacdes da reta, coeficiente de correlagdo (r)
e determinacéo (r?), e RCA — UHPSFC.

Solvente Matriz
RCA
Compostos Equacéo dareta Equacdao dareta r2 r

1 Guaiacol y =5113,4x - 27532 y =5053,4x - 23699 0,9994 0,9998 0,99
2 Fenol y =3720x - 7004,9 y=3311,6x + 95797 0,99 0,995 0,89
3 4-Metilcatecol y=4381,5x - 5461,7 y =5169,2x + 23227 0,9905 0,9953 1,18
4 o-Catecol y =4709,8x - 18062 y =6954,9x - 25755 0,9935 0,9968 1,48
5 Resorcinol y=6671,9x - 2824,8 y=7043,1x + 12778 0,9996 0,9998 1,06

Todos os analitos apresentaram um coeficiente de correlagéo linear (r) dentro
do que foi estabelecido pelo INMETRO [84] e ANVISA [79], acima de 0,99. O o-
catecol e resorcinol, com base nos respectivos valores de coeficiente angular,
apresentaram a maior sensibilidade ao método. O efeito matriz, avaliado a partir dos
valores da RCA, apresentou-se mais acentuado no o-catecol do que nos demais
analitos. Os valores acima de 1 indicam um aumento da intensidade do sinal
analitico quando a curva foi preparada na matriz, resultado de suas interacbes com
os interferentes que estdo presentes. A fim de evitar o efeito de matriz sobre a
guantificacdo dos analitos e obter resultados confidveis, as curvas analiticas de

correspondéncia da matriz foram utilizadas na quantificagao.
4.6.3. Limite de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da
curva analitica de cada analito. A partir do limite de deteccdo é possivel dizer a
concentracdo do analito que pode ser detectada, jA sua quantificagdo, como o
proprio nome diz, € estabelecido pelo limite de quantificacdo. Os valores dos LD e
LQ foram calculados a partir das curvas analiticas preparadas na matriz utilizando as
equacoles 2 e 3 da seccao 4.3.4. A tabela 19 traz os valores de LD e LQ em pg. mL"

!, para o método desenvolvido por UHPSFC.
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Tabela 19. Limite de deteccdo e quantificacdo dos fendis avaliados neste trabalho —
UHPSFC.

Limite de Limite de
guantificacdo detecgdo —LD
-LQ (ug.mLY)  (ug.mL™)

Fenol 14,58 4,82
4-Metil-Catecol 12,83 4,23
O-Catecol 25,50 8,41
Resorcinol 2,78 0,92
Guaiacol 7,54 2,49

Os valores dos limites de detecgdo variaram de 0,92 até 8,41 pug. mL?, e os
limites de quantificacdo de 2,78 até 25,50 ug. mL2. Apesar de apresentarem valores
mais altos dos que foram encontrados nas andlises por GC/MS, nao foi um problema
para a quantificacdo das fragcbes aquosas devido a alta concentracdo desses

analitos em sua composic¢ao.
4.7. Andlise quantitativa de Fendis na fracdo aquosa de pirolise — UHPSFC

Determinadas as condi¢gbes cromatograficas de analise, foi possivel separar
11 dos 14 compostos fendlicos selecionados para a andlise, nesta mesma ordem de
eluicdo: guaiacol, eugenol, 4-etilfenol, 2,5-dimetilfenol, o-cresol, 3,5-dimetilfenol,
fenol, 4-metoxifenol, 4-metilcatecol, o-catecol e resorcinol, o m-cresol, p- cresol e
2,6-dimetoxifenol coeluiram entre si. A figura 32 apresenta dois cromatogramas, um
referente a mistura de padrbes no método otimizado e outro a fracdo aquosa de

semente de goiaba.
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Figura 32. (a) Cromatograma dos padrdes nas condi¢cbes de analises otimizadas;

(b) Cromatograma da fracdo aquosa de semente de goiaba.
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(1) Guaiacaol, (2) eugenol, (3) 4-etilfenol, (4) 2,5-dimetilfenol, (5) o-cresol, (6) 3,5-dimetilfenol,
(7) m-cresol, p-cresol e 2,6-dimetoxifenol, (8) fenol, (9) 4-metoxifenol, (10) 4-metilcatecol,

(11) o-catecol e (12) resorcinol.

Os 5 analitos destacados na figura 32b foram identificados a partir dos tempos
de retencéo — a fortificacdo da amostra com padrdes foi realizada para confirmar — e
comparacao dos espectros de UV. Estes foram os analitos encontrados em maior
concentracéo nas seis fragbes aquosas que foram possiveis de serem quantificados,

0s demais apresentaram coeluicdo com outros compostos das amostras ou nem
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sequer estavam presentes. A quantificacdo dos compostos foi realizada utilizando
padronizacao externa, a partir das curvas analiticas preparadas na matriz.

Definidas as curvas a serem utilizadas na quantificacdo, as areas referentes
aos 5 analitos nas 6 fragOes aquosas foram coletadas, e suas concentracées foram
calculadas. A figura 33 apresenta a concentracdo total dos fendis nas fracdes
aguosas de vagem de feijdo, semente de pinha, semente de acerola, semente de
uva, casca de pinhdo e semente de goiaba, respectivamente. As concentracfes
individuais dos analitos e seus respectivos valores de desvio padrao encontram-se

no apéndice 6.

Figura 33. (a) Concentracdo dos compostos fendlicos determinados por GC/MS e

por UHPSFC nas fracdes aquosas de pirolise, (b) respectivas biomassas.
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Assim como foi observado através da cromatografia gasosa, na cromatografia
com fluido supercritico as fracfes aquosas de semente de uva, goiaba e as cascas
de pinhdo apresentaram a maior concentracéo de compostos fendlicos, seguidos da
semente de acerola, semente de pinha e vagem de feijdo. Por ser uma técnica direta
de analise a cromatografia com fluido supercritico apresentou valores de
concentracdo de fendis maiores do que nas cromatografia gasosa. Os passos de
manipulacdo das amostras de fase aquosa — extracdo, remocao da agua (coluna de
sulfato de sédio) e derivatizagdo — que sdo necessarios para as analises por GC/MS
podem causar perdas de analitos durante o processo, resultando em uma
guantificacdo parcial nesse tipo de amostra, a SFC surge entdo como uma técnica

promissora para este tipo de analise. A tabela 20 faz uma comparacdo dos
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parametros de cada método apos as otimizagBes, as condi¢cdes otimizadas estéo

nos apéndices 2 e 5.

Tabela 20. Comparacéo dos meétodos de analise por GC/MS e UHPSFC.

Parametros UHPSFC GC/MS

Preparo de amostras Andlise direta (apenas Extracdo, remocédo de

Aquosas diluicao) agua e derivatizacao
Tempo de preparo de & min 20 min
amostras
Tempo de corrida 21 min 50 min
Capacidade de picos menor maior

A UHPSFC apresentou boa performance para a analise de amostras aquosas
de pir6lise em comparacao com a GC/MS, através da reducao de passos no preparo
de amostra e menor tempo de andlise € possivel o acompanhamento da
concentracdo de fenois em fragdo aquosa de processos de pirélise. Embora o limite
de deteccdo e quantificacdo sejam maiores, ndo se torna um problema, visto que as
amostras analisadas possuem alta concentracéo de fendis e tiveram que ser diluidas

para a andlise.

5. CONCLUSOES

Considerando que a fracdo aquosa da pirdlise da biomassa é constituida por
uma mistura complexa de compostos de alta polaridade e de grupos funcionais
variados, foi aplicada a analise via cromatografia gasosa com espectrometria de
massas para a separacao, caracterizacdo dos compostos e classificacdo por grupos
funcionais. Em seguida um método foi otimizado e definidas as melhores condi¢cdes
de andlises: Coluna SPB-5; tempo de analise em 50 min; vazdo em 1 mL.min;
tempo de derivatizacdo em 40 min. O método mostrou-se apropriado para a
guantificacdo dos fendis existentes nas fracfes aquosas, todos os analitos foram
possiveis de serem separados. A amostra com maior concentracdo de fendis foi a

fracdo aquosa obtida a partir da semente de uva, enquanto que a amostra de vagem
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de feijao foi a que apresentou a menor.

O estudo da cromatografia com fluido supercritico de alta ultra eficiéncia ndo &
relatado na literatura para a separacdo de fenois em fracdo aquosa de pirdlise,
sendo assim, teve seus parametros essenciais de andlise estudados nesse trabalho,
onde, o método ficou definido utilizando uma coluna polar Torus 2- PIC, modificador
organico MeOH:H20 95:5 em um gradiente de 18 min até 18%, vazdo de 0,8 mL.
min-t, amostra preparada em agua, pressdo de 155 bar e temperatura do forno em
40°C. Nessa condicao de andlise, 11 dos 14 fenois foram separados, onde 5 deles
foram quantificados nas amostras de fracdo aquosa.

O comportamento da concentracdo dos fenois nas fracbes aquosas foi
semelhante entre os dois métodos de analise desenvolvidos, as amostras de
semente de uva, casca de pinhdo e semente de goiaba, apresentaram-se como
fontes promissoras para obtencéo de fendis. A diferenca de concentracdo observada
de um método para o outro na mesma amostra é resultado das limitacdes
encontradas, na perda da quantificacdo dos analitos que permanecem na agua
durante a extracao ante a analise por GC/MS, apresentando concentracées menores
do que nas analises por UHPSFC. Em tempos curtos de andlise, preparo de amostra
sem etapas trabalhosas e possibilidade de injecdo direta, a UHPSFC mostrou-se
adequada para a analise de amostras aquosas de pirélise em comparacdo com a
GC/MS, maiores concentracdes dos analitos foram obtidas, sendo possivel o

acompanhamento da concentracao de fendis nessa matriz.

Perspectivas futuras

Ajustar ao SFC-MS os parametros otimizados neste trabalho para UHPSFC e

validar o método.
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APENDICES

Apéndice 01: Programacao das rampas de temperatura para cada coluna
- GC/MS.
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Apéndice 02: Parametros otimizados para as analises das fracdes aquosas

por GC/MS.
Parametros GC/MS
Tempo de derivatizacdo 40 min
Vazéo 1,0 mL.mint
Split / Volume Injetado 1:20/1,0 yL
Temperatura do Injetor 280 °C
Temperatura do Detector 280 °C
Temperatura da fonte 250 °C

Coluna

Programagé&o da Rampa

Tempo de Analise

SPB-5 (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano)
80 °C (1 min), 5 °C mint- 135 °C (5 min), 3 °C
mint — 150 °C (2 min), 5 °C min*t — 200 °C (2
min), 10 °C min't— 280 °C (6 min)

50 min
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Apéndice 03: Tabela com as concentracdes dos compostos fendlicos por GC/MS.

Concentracéo (ug. mL™1)

fon (m/z) Feijao Pinha Acerola Uva Pinh&o Goiaba
Fenol 151 549,39 + 0,02 432 + 1 830,1+ 0,7 630,1+0,6  1108,39+0,03  264+1
o-Cresol 91 53,91 + 0,01 35,61+ 0,12 93,0+0,1 65,9 +0,1 138,86 + 0,01 <LQ
p-Cresol 165 90,8 + 0,03 69,3+0,1 12519+0,04  1154+0,1 189,807 + 0,005 69,11 + 0,04
m-Cresol 165 103,77 +0,01  165,69+0,35  221,7+0,1 116,7+0,1 133,547 +0,004 120,8+ 0,2
4-Etilfenol 179 49,923 +0,004  46,93+0,03 52,511 +0,003 47,056 +0,004 52,86+0,01 56,88 + 0,02
Guaiacol 166 73,85+0,01  58,059+0,001 54,67 +0,02 89,6 + 0,1 97,22+0,01  992,6 +2,6
o-Catecol 73 570,3 + 0,3 1065+ 9 1400 + 4 3095 + 14 2592 + 3 1779 + 14
Resorcinol 239 85,619 + 0,003  94,02+0,05 133,613+0,001 133,7+0,1 - 101,16 + 0,02
4-Metilcatecol 73 76,42 +0,03 128,88 + 1,47 134 +1 598,3+2,3  107,06+0,24 262,5+2,3
2,6-Dimetoxifenol 196 82,355+ 0,002 80,64 + 0,03 - - - 313,3+0,1
Total 1736,3 + 0,4 2176 + 12 3045 + 6 4892 + 17 4420 + 3 3959 + 20
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Apéndice 04: Diagrama de pareto gerado pelo Statistica 8 a partir do
planejamento experimental 23 tendo como resposta o tempo de retencdo do

ultimo analito.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Tempo de Retencdo
2**(3-0) design; MS Residual=,0099268
DV: Tempo de Retencao

66,64208 |
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NN
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-1,01238

0,7607548

1by3

(2)Temperatura do forno

2by3

1by2

p=,05
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Apéndice 05: Parametros otimizados para as analises das fracfes agquosas por

UHPSFC.

Parametros

Fase Estacionaria

Vazao

Modificador organico
Pressao

Temperatura

Tempo de Gradiente do
modificador

Natureza do diluente

Torus 2-PIC

0,8 ml.min!
MeOH:H20 (95:5)
2250 psi

40 °C

18 min (18%)

H20




Apéndice 06: Tabela com as concentracdes dos compostos fendélicos por UHPSFC.
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Concentracdo (mg.L?)

Feijao Pinha Acerola Uva Pinhao Goiaba

Fenol 303 +42 982 + 12 555+ 24 <LQ 1787 = 35 285+ 15
4-Metilcatecol <LQ 290 £ 16 674 +3 1808 + 6 1177 + 33 418 + 15
o-Catecol 836 + 56 1378+ 4 1647 + 3 5828 + 4 3276 + 81 18356

Resorcinol 749 £ 11 448 + 8 1913 +8 362+9 265+ 10 374+ 5
Guaiacol <LQ <LQ <LQ 165 + 3 179+ 2 3137 £ 59
Total 1888 + 109 3098 + 40 4789 + 38 8163 + 22 6684 + 161 6049 + 100




