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Introdução 
 O carbono pirogênico (CPy) é formado durante a combustão incompleta de biomassas 

e possui grande interesse científico por estar associado a fertilidade do solo e no combate ao 

aquecimento global e poluição ambiental (Sánchez-García et al., 2013; Cernansky, 2015).  

A decomposição do CPy por ácido nítrico sob alta temperatura e pressão produz um 

conjunto de produtos de degradação aromática, os ácidos benzenopolicarboxílicos (BPCAs). 

Deste modo, os BPCAs permitem quantificar o CPy no solo além de cooperar no entendimento 

de formação e comportamento deste material (Schneider et al., 2011). 

Os BPCAs podem ser analisados por cromatografia gasosa (GC) ou por cromatografia 

líquida (LC), sendo este primeiro o mais utilizado. Entretanto, a análise por LC tem 

demonstrado em alguns estudos maiores vantagens e benefícios em razão do menor número 

de etapas na preparação da amostra, minimizando fontes de erros e perdas sistemáticas 

(Schneider et al., 2011; Hindersmann; Achten, 2017).  

Desta forma, objetivou-se avaliar o método de análise por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-MS/MS) em 

comparação ao método por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas 

(GC-MS), de acordo com a caracterização de BPCAs em amostras de Latossolo e Plintossolo 

tratados com doses de biocarvão (BC). 

  

Material e Métodos 
O estudo foi realizado na Embrapa Agrossilvipastoril, localizada no município de Sinop, 

MT. Os equipamentos utilizados foram: cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de 

massas (7890A) e cromatógrafo líquido acoplado a espectrômetro de massas sequencial 

(UPLC-MS/MS) ambos Agilent Technologies. 

As amostras de Latossolo e Plintossolo foram obtidas em área experimental instaladas 

no município de Nova Xavantina, MT, para cultivo agrícola. Na área com Latossolo, aplicou-

se, em 2006, 0, 5 e 16 t ha-1 de biocarvão produzido a partir de serragem de espécies nativas 

do Cerrado, onde foi cultivado soja. No Latossolo, aplicou-se em 2008, 0, 16 e 32 t ha-1 de 
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biocarvão produzido a partir de serragem de eucalipto, onde foram cultivados arroz nos 2 

primeiros anos e soja. Os biocarvões foram produzidos por pirólise lenta a 450 ºC e aplicados 

aos solos manualmente a lanço, incorporando-se a 15 cm de profundidade com enxada 

rotativa. As amostras forma coletadas na safra 2015/2016. 

Baseando-se na metodologia descrita por Glaser et al (1998) as amostras foram 

hidrolisadas com ácido trifluoroacético (TFA) 4 M, após filtração e secagem, e 100 mg de cada 

material hidrolisado foram oxidados em tubos de digestão com 2 mL de ácido nítrico 65% 

submetendo-os a 170 °C por 8 horas em aparelho de digestão de alta pressão (Mars 6 CEM). 

Filtrou-se a solução da digestão e os resíduos foram avolumados em balão volumétrico de 10 

mL. Inseriu-se alíquotas de 2 mL em tubos de ensaio contendo 4 mL de água e 100 µL de 

solução de 6 mmol de ácido ftálico (padrão interno 1) e, em seguida, transferiu-se a mistura 

para colunas Dowex 50WX8 (colunas de 20 cm com 4 g de resina Dowex) para purificação. 

Os padrões externos foram preparados e evaporados, os resíduos foram redissolvidos para 

derivatização em 3 mL de metanol evaporando o solvente. Em seguida, 100 µL de solução de 

25 mg de bifenil-2,2-ácido dicarboxílico dissolvidos em 25 mL de metanol (padrão interno 2) 

foram adicionados e novamente evaporado. Em cada amostra transferiu-se 98 µL de BSTFA, 

2 µL de TSIM e 50 µL de tolueno, os frascos foram vedados e aquecidos a 90 °C por 2 horas 

para análise por GC.  

Na análise por LC, após a etapa de evaporação, adicionou-se 500 µL de ácido fórmico 

4% centrifugando-se em seguida a 1.4000 rpm por 5 minutos. As condições cromatográficas 

contou com duas fases móveis, ácido fórmico 4% (fase móvel A) e acetonitrila (fase móvel B). 

Utilizou-se coluna Zorbax Eclipse C18 4,6x150 mm 3,5 µm e o volume de injeção foi de 20 

µL. Aplicou-se um gradiente de eluição inicial de 90% da fase móvel A até 30% em 12 minutos 

com fluxo de eluente de 0,3 mL min-1. Para as condições de espectrometria de massas 

utilizou-se modo MRM e transições monitoradas (241-152,1; 165-120,7; 209-120,8; 209-

164,6; 253-120,7; 341-190,3). 

 

Resultados e Discussão 
 Os cromatogramas dos padrões de referência analisados por LC e GC estão contidos 

na Figura 1. Em ambos os cromatogramas é possível perceber uma boa resolução 

cromatográfica, entretanto na análise por GC os padrões dos ácidos trimélitico, hemimélitico 

e trimésico ficaram abaixo do limite de quantificação esperado (1 ppm). Em contrapartida, a 

sensibilidade na análise por LC ficou abaixo de 100 ppb para todos os compostos analisados. 

O equipamento de UPLC-MS/MS possui alta sensibildade alcançando baixos limites 

de quantificação, ou seja, valores mínimos de concentração de BPCAs puderam ser 



159 

 
quantificados. No entanto, resultados não puderam ser obtidos por GC-MS uma vez que a 

curva de calibração não pôde ser formada. 

 

 

 
Figura 1. Cromatogramas dos padrões de BPCAs analisados por GC-MS (a) e UPLC-MS/MS 
(b). 
 

 Os resultados obtidos por cromatografia líquida apresentados na Tabela 1, são 

satisfatórios e evidenciam que o método foi desenvolvido e aplicado com êxito. Somente o 

ácido trimésico não foi quantificado em nenhuma das amostras analisadas, pois os resultados 

encontrados ficaram abaixo do limite de quantificação (LQ) do método de 0,1 mg kg-1. 

  

Tabela 1. Resultados das análises de BPCAs por UPLC-MS/MS. 

Amostra BC 
(t) 

Hemimelítico 
(mg kg-1) 

Trimelítico 
(mg kg-1) 

Trimésico 
(mg kg-1) 

Piromelítico 
(mg kg-1) 

Melítico 
(mg kg-1) 

BPCAs total 
(mg kg-1) 

Latossolo 0 < LQ 1,03 < LQ 2,24 0,13 3,40 

Latossolo 8 2,79 2,30 < LQ 3,33 < LQ 8,42 

Latossolo 16 5,36 3,49 < LQ 5,85 < LQ 14,70 

Plintossolo 0 < LQ 1,09 < LQ 1,97 < LQ 3,06 

Plintossolo 16 14,17 5,60 < LQ 8,25 < LQ 28,02 

Plintossolo 32 6,54 3,35 < LQ 6,91 0,35 17,15 

  

(a) 

(b) 
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 Em estudo realizado por Hindersmann e Achten (2017) a análise por LC-UV também 

se sobressaiu em relação ao método por GC, segundo os autores, há mais fontes de erros e 

perdas sistemáticas pelo GC devido várias limpezas e etapas processuais das amostras.  

 Além da elevada sensibilidade, o método de análise por LC-MS/MS apresentou menor 

tempo de análise tanto na etapa preparativa, aproximadamente 4 horas a menos em relação 

ao método por GC-MS, quanto na etapa analítica, 15 minutos a menos por amostra em 

comparação ao método por cromatografia gasosa. 

 
Conclusão 
 A análise por cromatografia líquida apresentou melhor resultado nas análises de 

BPCAs em amostras com baixo teor de Cpy em relação a GC, apresentando menor limite de 

detecção, bem como tempo de análise inferior.  
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