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Resumo

A lignina é um polimero complexo gerado em grandes quantidades como coproduto pela
industria de papel e celulose. A conversdo dessa macromolécula em produtos quimicos
de maior valor agregado tem sido objeto de estudos como forma de implementar o
desenvolvimento sustentavel para as indUstrias baseadas em biomassa lignoceluldsica.
Dentre os compostos que podem ser obtidos na despolimerizacdo e conversdo da
lignina, destacam-se os acidos carboxilicos alifaticos, que possuem aplicacbes nas
industrias de biopolimeros, farmacéutica e de aditivos alimentares. Assim, este trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer um método baseado em cromatografia
liquida de ultraalta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLCMS) para
detectar e quantificar acido adipico, acido oxalico e acido succinico, provenientes da
conversdo (bio)catalitica de lignina. Foram avaliadas trés colunas cromatograficas, sendo
a melhor condicdo de analise obtida com a coluna HSS T3 (1,8 um; 2,1x 150 mm, Waters),
empregando um sistema de eluicdo em modo gradiente e constituido de fase movel A:
agua acidificada com acido férmico 0,1% e B: acetonitrila acidificada com acido férmico
0,1%. Todas as fases estaciondrias avaliadas apresentaram condicGes satisfatdrias para
analise de acido adipico e acido succinico, mas apenas com a coluna HSS T3 foi obtida
condicdo de deteccdo de acido oxdlico, ainda que com baixa sensibilidade. Esse estudo
investigou metodologias capazes de analisar trés acidos dicarboxilicos por UHPLC-MS/
MS, resultando em um protocolo que viabiliza a detec¢do simultanea e de forma seletiva
dos compostos avaliados.
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Introducao

A biomassa lignoceluldsica corresponde a uma abundante fonte de carbono
renovdvel. E composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo a
lighina o componente mais complexo. A industria de papel e celulose gera anualmente
grande quantidade de lignina, no entanto, a maior parte desta é queimada para
producdo de calor e energia. Por ser um polimero natural e abundante, a lignina possui
grande potencial de uso como matéria-prima renovavel. A partir da despolimerizacao
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dessa macromolécula podem ser obtidos outros compostos, de menor tamanho e
que possuem maior valor de mercado. Entretanto, por ter uma estrutura complexa e
heterogénica, sua conversao em outros produtos é um desafio e tem sido objeto de
estudos em diversos paises (Mei et al., 2019; Ponnusamy et al., 2019).

Dentre os compostos relatados como produtos da conversdo da lignina estdao os
acidos carboxilicos, sendo obtidos principalmente os acidos aromaticos a partir da
oxidacdo dos mondmeros de lignina. Acidos carboxilicos alifaticos sdo produtos quimicos
importantes e de grande valor para diversos ramos industriais, tais como as industrias
de biopolimeros, farmacéutica e de aditivos alimentares, possuindo um mercado ainda
maior do que o de acidos carboxilicos aromaticos. Como atualmente a base de producgao
desses compostos tem sido os combustiveis fosseis, pesquisas tém buscado tecnologias
para converter lignina em acidos alifaticos como uma estratégia renovavel de obtencao
dessa classe quimica (Mei et al., 2019; Haldar; Purkait, 2020).

Dentre as diversas abordagens analiticas utilizadas para analise de acidos organicos,
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tem sido utilizada na
identificacdo e quantificacdo de analitos em matrizes complexas (Huang et al., 2012;
Xiao et al., 2012). O emprego dessa técnica, no modo de monitoramento de reacao
multipla (MRM do inglés, Multiple Reaction Monitoring), permite a detec¢do de ions
especificos em amostras complexas, proporcionando alta seletividade as andlises (Putri;
Fukusaki, 2014).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi definir um método para quantificacdo de
acido adipico, acido oxdlico e acido succinico, provenientes da conversao da lignina, por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS). Para isso, foram avaliadas trés diferentes fases estacionarias: as colunas
SeQuant Zic-HILIC, BEH Amida e HSS T3.

Material e Métodos

Reagentes

Foram utilizados acetonitrila grau LC-MS (Biograde), acetato de amoénio (LiChropur)
e metanol grau LC-MS (Lichrosolv). Hidréxido de amoénio, formiato de amodnio, acido
formico, acido adipico, acido oxdlico e acido succinico foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich. Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificacio Milli-Q
(Millipore).

Instrumentac¢ao

Os experimentos de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS), foram realizados em espectrémetro de massas
(modelo Acquity Xevo TQD, Waters) equipado com fonte de ioniza¢do por electrospray
(ESI) e analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (QqQ, TQD, Waters). Os dados
espectrais foram adquiridos e processados pelo software MassLynx 4.1 (Waters). O
MS foi operado em modo de ionizagdao negativa, ESI(-)-MS, usando monitoramento de
reacdes multiplas (MRM). Os parametros instrumentais (voltagem do capilar e energia
do cone) foram otimizados a partir da técnica de infusdo direta por espectrometria
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de massas (DIMS — do inglés, Direct Infusion Mass Spectrometry) de modo a obter os
sinais da razdo massa/carga (m/z) mais intensos para cada analito analisado. Utilizouse
a espectrometria de massas tandem (MS/MS) para sele¢do das energias de colisdo
utilizadas na fragmentacdo do ion precursor e obtencao dos perfis de fragmentacao.

As colunas cromatograficas avaliadas foram: SeQuant Zic-HILIC (3,5 um; 100 x
2,1 mm), HILIC BEH Amida (1,7 um; 2,1 x 150 mm, Waters) e HSS T3 (1,8 um; 2,1 x
150 mm, Waters).

Resultados e Discussao

Os compostos foram detectados no modo negativo (ESI(-)), que promove a
identificacdo das massas na forma desprotonada. Para configurar o modo MRM,
ajustou-se as condicdes de energia do cone e de colisdo de modo a obter os sinais da
razdo massa/carga (m/z) mais intensos para cada analito analisado. A Tabela 1 mostra o
resultado final com as melhores energias do cone e de colisdo para cada composto, o ion
precursor e ion fragmento utilizados para o método MRM.

Tabela 1. Condigdes experimentais otimizadas para experimentos de MRM de analise dos acidos organicos.

Composto fon I(’::/czljrsor ion Fragmento (m/z) E:::;ii?\f)o E::ﬁ:g? ((:;;
Acido adipico 144,95 100,94 25 14
Acido oxalico 88,85 60,83 20 7

Acido succinico 117,00 73,00 22 10

O estudo avaliou trés colunas cromatograficas. Para as colunas SeQuant e BEH
Amida, empregou-se a fase mével A: ACN/H,O (90/10) com tampdo acetato de amonio
e B: ACN/H,0 (40/60) com tampdo acetato de aménio. Os parametros avaliados foram:
concentragao do tampao (10, 20 e 25 mM), gradiente de elui¢do, temperatura da coluna
(25, 35 e 60°C), e uso de tampao formiato de amonio no lugar de acetato. Com a coluna
BEH Amida, foram avaliadas fase mével com pH neutro, fase mével alcalina com adigado
de 0,1% hidroxido amonio a ambas as fases, e fase moével dcida com adicdo de 0,1% de
acido féormico. Nas trés condigcbes, a temperatura da coluna foi mantida em 40°C.

Foram obtidas boas condi¢des de separagao e detecgdo para acido adipico e acido
succinico tanto com a coluna SeQuant quanto com a BEH Amida, no entanto, o acido
oxalico apresentou problemas de assimetria de pico e detec¢do. Utilizando a coluna HSS
T3 foi possivel detectar todos os trés acidos. A melhor condicdo foi obtida utilizando
fase movel acidificada pela adigdo 0,1% de acido férmico na fase aquosa (H,0) e na fase
organica (Acetonitrila), com a coluna HSS T3. Essa coluna possui fase estacionaria apolar
(C18) e, portanto, necessita que o equilibrio da forma nao dissociada dos acidos seja
favorecido para que haja maior interagdo com a coluna. A temperatura da coluna foi
mantida em 40°C. A Tabela 2 mostra a melhor condi¢do de andlise obtida para detecgdo
simultanea dos trés compostos avaliados. Foi obtida boa separac¢do entre os trés acidos,
no entanto, a sensibilidade para acido oxalico foi baixa, comparada com a dos demais
compostos (Figura 1).
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A dificuldade de deteccdao de acido oxdlico por MS foi apontada anteriormente
por alguns autores (Moldoveanu et al., 2018), enquanto que a deteccdo de outros
acidos alifaticos como acido succinico por MS, utilizando colunas HILIC, tem sido mais
comumente empregada (Teleki; Takors, 2019; Huang et al., 2012).

Tabela 2. Condig¢Ges cromatograficas otimizadas para o método utilizando a coluna HSS T3.

Tempo Vazio (mL/min) Eluente A: Eluente A:
(min) H,O + AF 0,1% (%) ACN + AF 0,1% (%)
0,00 0,4 100 0
1,00 0,4 100 0
4,00 0,4 70 30
6,00 0,4 0 100
8,00 0,4 0 100
12,00 0,4 100 0
f | oo MR
adipico ESI(-)-MS/MS
Acido
succinico 8.55e5
J . 277
°  Acido 117.00
1 oxalico
0.92

Figura 1. Cromatograma obtido por UHPLC-ESI(-)-MS/MS, utilizando o gradiente de eluigdo mostrado na Tabela 2 e
a coluna HSS T3, da solugdo contendo os padrdes analiticos de acido oxalico a 100 ug/mL (m/z 88,85; t,: 0,92), 4cido
succinico a 50 ug/mL (m/z 117; t.: 2,77) e écido adipico a 50 ug/mL (m/z 144,95; t.: 3,76).

Conclusao

Para o desenvolvimento de um método de analise de acido adipico, acido oxalico e
acido succinico por espectrometria de massas UHPLC-MS/MS foram avaliadas trés colunas
cromatograficas com diversas condi¢cdes de andlise. Foram obtidas boas condicdes para
acido adipico e acido succinico com as trés colunas investigadas (Zic-HILIC SeQuant,
HILIC BEH Amida, HSS T3). O uso coluna HSS T3, no entanto, possibilitou a detec¢do dos
trés analitos avaliados, inclusive do acido oxdlico, ainda que com baixa sensibilidade.
A metodologia desenvolvida vem sendo aplicada em projeto de codesenvolvimento
que avalia a conversdo (bio)catalitica de lignina em acidos dicarboxilicos e, por razdes
de sigilo industrial, apenas os dados de desenvolvimento (sem aplicacdo em amostras

reais) foram apresentados.
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