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RESUMO

CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM ESPECTROMETRIA DE MASSAS PARA A
DETERMINAGAO DE ACIDOS ORGANICOS E ANIONS EM AGUA SEPARADA
DE EMULSOES DE PETROLEO

AUTORA: Morgana Doneda
ORIENTADOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

Devido a sua origem, as aguas separadas de emulsdes de petrdleo do pré-sal possuem alta
concentragao salina (até 150 g L-' de CI), o que dificulta o desenvolvimento de metodologias analiticas,
principalmente por meio da cromatografia liquida. Neste trabalho foi proposto o uso da cromatografia
liquida, usando detectores de condutividade e de espectrometria de massas (MS), para a separagao e
posterior quantificacdo de acidos organicos de cadeia curta e linear e anions, em aguas separadas de
emulsdes de petroleo. Inicialmente foi feita a otimizagdo da separagédo em coluna de troca idnica, e as
melhores condigbes de separagédo encontradas foram utilizando gradiente de fase mével de KOH (1 a
60 mmol L), 35 °C e 50 min de corrida cromatografica. Foi possivel obter boa resolugdo na separagao
dos acidos organicos C1 a C8 e os anions F-, Cl, Br, NOs-, CO3%, SO4% e PO4%, com limites de
quantificagdo (LOQs) variando de 10 a 50 e 100 a 500 ug L', para anions e acidos organicos,
respectivamente. Porém, devido a sobreposicao de sinais pela alta concentragao de CI, nao foi possivel
quantificar anions e acidos organicos, simultaneamente, utilizando cromatografia de troca i6nica, em
amostras com concentragdo de Cl-superior a 100 mg L' devido a necessidade de diluicdo da amostra
e consequente aumento dos LOQs de maneira proporcional ao fator de diluicdo utilizado. Como
alternativa, a separagao dos acidos organicos C1 a C10 foi avaliada em coluna de exclus&o idnica, com
fase mével no modo isocratico de acido heptafluorbutirico 1 mmol L1, 35 °C e supressdo quimica com
regeneracao externa de hidroxido de tetrabutilaménio 0,5 mmol L. Foi possivel separar e quantificar
os acidos organicos C1, C2,C3, C4 e C5,com LOQs de 2,5, 5, 8, 5 e 5 mg L, respectivamente. Porém,
foi necessaria a diluigdo das amostras com concentragéo de ClI- superiores a 5000 mg L' a fim de evitar
interferéncias por sobreposicdo de sinal. Os acidos férmico e acético foram quantificados com
concentragdes variando de 2,5 a 1680 mg L' e de 5 a 15310 mg L™, respectivamente. Para os acidos
C3, C4 e C5, devido ao alto fator de diluicdo e consequente aumento do LOQ, os valores encontrados
para todas as amostras, foram menores que os LOQs, com excegado do acido propidénico em uma
amostra (352 mg L"). Para eliminar a necessidade de diluigdo das amostras, foi utilizada a
cromatografia bidimensional, utilizando uma pré-coluna e coluna de exclusdo ibnica, na primeira e
segunda dimensao, respectivamente, objetivando a separag¢do do CI- da matriz na primeira dimensao.
Foram necessarios 3,8 min na primeira dimensao para a eliminagdo da maior parte da matriz e
possibilitar a quantificagdo dos acidos organicos C3, C4 e C5 nas amostras de aguas separadas de
emulsdes injetadas diretamente no sistema cromatografico, sem necessidade de diluicao, com LOQs
até 30 vezes menores (amostras com 150 g L' de CI-). Os acidos organicos C1 e C2 sdo eliminados,
em sua maior parte, junto com a matriz na primeira dimensao, ndo sendo quantificados neste método.
A determinacgéo dos acidos organicos C5 a C10 foi feita apds a separacdo, em coluna de pareamento
ibnico e determinagao por MS, utilizando fase mével acidificada de acetonitrila, metanol e agua, 35 min
de corrida cromatogréfica e 25 °C. Os acidos C1 a C5 nao foram quantificados neste método pois foram
eliminados na etapa de remocao do CI- da matriz que foi feita utilizando cartuchos para extracido em
fase solida (SPE) de C18 (lavagem com agua e eluicdo com 75% de acetonitrila + 25% de metanol).
As amostras eluidas foram injetadas diretamente no sistema cromatografico e os LOQs foram de 0,5
mg L' para C5, C6 e C7 e de 1,0 mg L' para C8, C9 e C10. Os valores encontrados para os acidos
organicos C5, C6 e C7 variaram de 0,557 a 22,1 mg L', de 0,686 a 5,06 mg L-' e 0,685 a 1,4 mg L™,
respectivamente. Para C8, C9 e C10, os valores ficaram abaixo do LOQ (1 mg L™"). Cabe salientar que,
para todos os métodos utilizados, foram feitos ensaios de recuperagéo utilizando solugéo de referéncia
e as recuperagdes estiveram na faixa de 80 a 110%. Além disso, a exatidao foi avaliada usando material
de referéncia certificado (CRM 46975) e os resultados foram concordantes com os valores de referéncia
(85 a 110%).

Palavras-chave: Acidos organicos. Cromatografia liquida. LC-MS. Aguas separadas de emulsdes de
petréleo. Remocgao de ClI-.






ABSTRACT

MASS SPECTROMETRY ION CHROMATOGRAPHY FOR THE DETERMINATION
OF ORGANIC ACIDS AND ANIONS IN CRUDE OIL SEPARATED WATER

AUTHOR: Morgana Doneda
ADVISOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

The main difficulty in relation to the methodology development in crude oil separated water is related to
the high concentration of salts (up to 150 g L' of CI) of this type of sample, which can cause
interferences in the chromatographic separation stage. In this work, ion chromatography with
conductivity and mass spectrometer (MS) detectors was proposed for determination of anions and
organic acids in crude oil separated water. Initially, the separation in the ion exchange column it was
optimized, with optimal separation using a KOH mobile phase gradient (1 to 60 mmol L"), column
temperature of 35 °C and 50 min chromatographic run. The organic acids C1 to C8 and the anions F-,
CI-, Br-, NOs-, CO3?%, SO4% and PO43- were separated with good resolution limits of quantification (LOQs)
ranging from 10 to 500 ug L', for anions and organic acids, respectively. Due to overlapping signals for
high chloride content, it was not possible to quantify anions and organic acids simultaneously by ion
chromatography in samples with more than 100 mg L' of CI. Most samples need to be diluted,
increasing the LOQs in the same order. As an alternative, the organic acids separation it was evaluated
using ion-exclusion chromatography and conductivity detection, using heptafluorobutyric acid 1 mmol L-
1as mobile phase in the isocratic mode, 35 °C and chemical suppression with external regeneration of
tetrabutylammonium hydroxide 0,5 mmol L-'. It was possible to separate and quantify the organic acids
C1, C2, C3, C4 e C5 with limits of quantification of 2.5, 5, 8, 5 and 5 mg L', respectively. However, as
with the ion-exchange column, the samples needed to be diluted to CI- concentrations below 5000 mg
L-' to minimize signal overlap. C1 and C2 are presented in most samples with concentrations ranging
from bellow of 2.5 to 1680 mg L' and bellow of 5 to 15310 mg L', respectively. For the acids C3, C4
and C5, due to the need for sample dilution and consequent increase in LOQs proportionally to the
dilution factor used it was bellow of LOQ with exception of C3 in only one sample, with 352 mg L. Two-
dimensional ion chromatography with ion-exclusion pre-column was used to eliminate the CI-from the
matrix in the first dimension and to separate organic acids in the second dimension (with ion-exclusion
column) and minimize the need for sample dilution. It was necessary 3,8 min in the first dimension to
eliminate the most of CI- of the sample matrix and enable quantification of C3, C4 and C5 organic acids
of the water samples separated from emulsions of crude oil injected directly into the chromatographic
system, without the need sample dilution, with LOQs up to 30 times lower (samples with 150 g L-! of CI-
). The quantification of C1 and C2 organic acids it was not possible in this method because most of them
are eliminated with the sample matrix in the first dimension. The organic acids C5 to C10 were quantify
using ion-pairing chromatography and MS detection, with acetonitrile, methanol and water acid mobile
phase, 35 min of run and 25 °C. The separation of C1 to C5 it was not quantify because they was
eliminated in the CI- matrix removal step using C18 SPE cartridges (washing with water and eluting with
75% acetonitrile + 25% methanol). The eluted samples were injected directly into the chromatographic
system and the LOQs were 0.5 mg L' for C5, C6 and C7 and 1.0 mg L' for C8, C9 and C10. The values
found for organic acids C5, C6 and C7 ranged from 0.557 to 22.1 mg L', from 0.686 to 5.06 mg L-" and
0.685 to 1.4 mg L', respectively. For C8, C9 and C10, the values were lower than LOQ (1 mg L). It
should be noted that, for all methods used, recovery tests were performed using a reference solution
and the recoveries were about 80 to 110%. In addition, the accuracy was evaluated using certified
reference material (CRM 46975) and the results were in agreement with the reference values (85 to
110%).

Keywords: Organic acids. lon chromatography. IC-MS. Crude oil separated water.
CI removal.
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A linha continua representa a recuperagcéo de 100% e as linhas

tracejadas representam recuperacdes de 80 e 110%. (média *
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Figura 33 - Resultados obtidos para a recuperagao em solugéo de referéncia

dos acidos organicos (C1 a C5) para a avaliagdo da concentragao

de CI- apds separagao em sistema bidimensional utilizando coluna

de excluséo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de

HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira

dimensao e detecg¢ao por condutividade com supressao quimica.

A linha continua representa a recuperacao de 100% e as linhas

tracejadas representam recuperacgdes de 80 e 110%. (média %
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Figura 34 - Cromatogramas sobrepostos da avaliagdo da recuperagdao em

solugdo de referéncia dos acidos orgénicos (C1 a C5) para a

avaliagao da concentragao de CI (150, 125, 100, 75, 50, 25 e

10 g L") apos separagdo em sistema bidimensional utilizando

coluna de exclusao id6nica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase

movel de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na

primeira dimensao e deteccao por condutividade com supressao

quimica. A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado........ 131
Figura 35 - Cromatograma do CRM 46975 0,5 mmol L em 150 g L-1 de CI-

apo6s separacdo em sistema bidimensional utilizando coluna de

exclus&o ionica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase moével de

HPFB 0,25 mmol L1, temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira

dimensao e detecgao por condutividade com supressao quimica.

A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado...................... 135
Figura 36 - Cromatogramas sobrepostos da amostra “D” sem ajuste de pH

(pH 8,25) e com ajuste de pH (pH 4), apds separagao em sistema

bidimensional utilizando coluna de exclusdo ibnica (Dionex

lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L,

temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensao e detecg¢ao

por condutividade com supressao quimica. A: cromatograma

completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em preto é

referente a solugao de referéncia contendo 50 mg L' dos acidos

C1 a C5 nas mesmas condigdes de Separagao...........ccceveeeeeeevveennnnnnnnn. 140
Figura 37 - Cromatogramas da amostra “N” apds separacdo em sistema

bidimensional utilizando coluna de exclusdo ibnica (Dionex

lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L,

temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensao e detecg¢ao

por condutividade com supressao quimica. A: cromatograma

completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em azul é

referente a solugao de referéncia contendo 50 mg L' dos acidos

C1aC5em 150 g L' nas mesmas condiges de separagio................. 143
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Gradiente de concentragao de fase movel A (ACN 24%, MeOH
6%, HCI 0,03 mmol L") e B (ACN 60%, MeOH 24%, HCI
0,05 mmol L") inicial e otimizado para a determinagdo de acidos

organicos em coluna de pareamento iGNICO..........ccceeeeeeiiiiiiiiceeeeennn.

Avaliagédo da intensidade de sinal para os acidos C1 a C10 (10
mg L") para os potenciais do cone de 25, 50, 75, 100, 125 e 150
V apds separagao utilizando coluna de pareamento ibnico com
gradiente de fase moével acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol
e H20, temperatura de 42 °C e deteccédo MS, com supressao
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Avaliagao da intensidade de sinal para os acidos organicos C1 a
C8 em uma solucao de referéncia preparada em = acetonitrila e
m 150 g L' de CI'" em 50% de acetonitrila, apos a separagéo
utilizando coluna de pareamento ibnico com gradiente de fase
movel acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20,
temperatura de 42 °C e detecgao por MS, com supressao quimica.

(média £ desvio padrao, N=3)........ccooiiiiiiiiiei e

Cromatogramas obtidos para a separagédo dos acidos organicos
C4, iso-C5, C5, iso-C6, C6 e C7 nas temperaturas de A: 10 °C,
B:15°C, C: 20 °C, D: 25°C, E: 30 °C, F: 35°C e G: 42 °C, apés a
separacgao utilizando coluna de pareamento iénico com gradiente
de fase moével acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20 e

detecgao por MS, com supressao qQUIMICa...........ceuvueeeeeeeiiveeeeeeeeennen.

Cromatogramas de ions extraidos para C5 (preto) e C6 (azul) nas
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 42 °C apds a separacao
utilizando coluna de pareamento ibnico com gradiente de fase
movel acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20 e deteccéo

por MS, com SUPressSao QUIMICA...........ceeeeiieiiiieeeeeeeieeee et

Cromatogramas para acidos organicos C1 a C10, 10 mg L' em
acetonitrila, apds a separacao utilizando coluna de pareamento
ibnico com gradiente de fase movel acidificada (HCI) de
acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecgao

A: condutividade e B: MS, com supressao quimica............ccceeeeeeeeeen.

Esquema do procedimento de SPE utilizado cartuchos de C18
para a eliminagdo de ClI- em amostras de aguas separadas de
emulsdes de petrdleo com a etapa de otimizagao da lavagem com

Avaliacao da recuperacao obtida para uma solugao de referéncia
de 10 mg L' dos acidos organicos C6 a C10 em 150 g L' de CI
utilizando a SPE para remocao de Cl, em diferentes solventes
para a elui¢do. Condigdes cromatograficas: separagdo em coluna
de pareamento i6nico com gradiente de fase mdvel acidificada
(HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e
detecgcdao por MS, com supressao quimica. A linha continua
representa a recuperagdo de 100% e as linhas tracejadas
representam recuperagdes de 80 e 110%. (média £ desvio
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Procedimento geral da SPE otimizada para a eliminagao de CI
em amostras de aguas separadas de emulsdes de petroleo e
retencdo dos acidos organicos C5 a C10 para posterior

quantificagcao por IC-MS utilizando coluna de pareamento idnico......

Resultados obtidos para solugéo de referéncia de 10 mg L' dos
acidos organicos C5a C10 em 150 g L' de CI utilizando a SPE
para remogao de Cl- e mistura de 75% de acetonitrila + 25% de
metanol para a eluicdo com e sem o condicionamento do
cartucho. Condigdes cromatograficas: separagdo em coluna de
pareamento idnico com gradiente de fase moével acidificada (HCI)
de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecgao

por MS, com supressao quimica. (média + desvio padréo, n=2)........

Cromatogramas obtidos para a amostra “B” sem ajuste de pH
(pH 7,2) e com ajuste de pH (pH 4) apos SPE para remogéo de
Cl- e separagao em coluna de pareamento ibnico com gradiente
de fase movel acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20,
temperatura de 25 °C e deteccdo por MS, com supressao
quimica. O cromatograma em azul é referente a solugdo de

referéncia contendo 10 mg L-" dos acidos C5a C10.........cc.ccevenne.n.

Cromatograma do CRM 46975 0,05 mmol L' apoés SPE para
eliminagcao de CI e separacdo em coluna de pareamento idnico
com gradiente de fase movel acidificada (HCI) de acetonitrila,
metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecg¢ao por MS, com

SUPIESSA0 QUINMICA. .euuuuuieieiiiiieeeeeeeeiie e e e e e eet e e e e e e eaaae e e e e e esanaeeeeeeannnes

Esquema resumindo os resultados para as colunas de troca
ibnica, exclusao idnica e pareamento ibnico para a determinacéao
de anions e acidos organicos de cadeia curta e linear em amostras
de agua separada de emulsdes de
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Resultados obtidos para C1, C2, C3, C4 e C5 no CRM 46975 em
trés niveis de concentragdo (0,25, 0,5 e 0,25 mmol L) apos
separagao em coluna de excluséo i6nica (Dionex lonPac ICE-
AS1), utilizando fase movel de HPFB 0,25 mmol L', temperatura
de 35 °C e deteccao por condutividade com supressao quimica.
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Resultados obtidos para a determinagao de acidos orgéanicos (C1
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Comparacado dos resultados obtidos para a determinacdo de
acidos organicos (C3, C4 e C5) utilizando coluna de exclusao
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1 INTRODUGAO

Durante a etapa de extragc&do do petroleo, pode ocorrer a incorporagao de agua,
sais e sedimentos ao oleo formando emulsbes, geralmente, estaveis (LEE, 1999).
Porém, previamente as etapas de refino, esta agua, bem como os sais e sedimentos,
devem ser removidos para garantir as especificagbes para o transporte,
armazenamento e exportacdo além de minimizar problemas de corrosdo nas
tubulagdes, devido a presenca, principalmente, de agua e sais inorganicos (KOKAL,
2005). O tratamento destas emulsdes é feito com a adigdo de agentes quimicos e,
normalmente, com aplicagado de um campo elétrico para a coalescéncia das gotas e
separagao dos sais e agua do petréleo (THOMAS, 2001).

A composigao dos petroleos varia muito, dependendo do pogo que foi extraido,
das condi¢bes de formagao, bem como da regido (SPEIGHT, 2001; FARAH, 2012).
Assim, cada petroleo pode ter um comportamento diferente em relagao a estabilidade
destas emulsées (THOMAS, 2001). Muitos fatores alteram esta estabilidade, como o
teor de asfaltenos e resinas, a concentragdo de sais, pH da agua, temperatura e,
também, a presencga de acidos organicos (LEE, 1999; KOKAL, 2005). Desta forma, o
conhecimento das caracteristicas de cada petroleo, bem como de cada fator que
influencia na estabilidade das emulsdes, € de extrema importancia para facilitar a
separagao da agua do o6leo, diminuindo os custos de producédo (GARY, HANDWERK
e KAISER, 2007).

Os acidos organicos, assim como os sais, principalmente o cloreto de sédio,
podem ser potencialmente corrosivos as tubulagdes das refinarias (THOMAS, 2001;
SPEIGHT, 2006). Além disso, estes acidos encontram-se, preferencialmente, na
interface agua/oleo, junto com as espécies de asfaltenos (PITTMAN e LEWAN, 1994;
HUTIN, ARGILLIER e LANGEVIN, 2014; ANDERSEN et al., 2017). A presenga dos
acidos organicos diminui significativamente a tensdo superficial da interface
Oleo/agua, contribuindo para a formagdo de goticulas menores de agua e,
consequentemente, para a formagéo de emulsdes mais estaveis (ANDERSEN et al.,
2017). Além disso, os acidos organicos podem alterar o pH do meio e,
consequentemente, alterar a solubilidade dos minerais, alterando a permeabilidade do
petroleo nas rochas (SEEWALD, 2003).

Tendo em vista a importdncia da caracterizacdo destes petréleos, a

cromatografia de ions (IC) € uma técnica analitica amplamente utilizada para a
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separagao e quantificacdo de anions e acidos organicos de cadeia curta e linear (C1
a C10) (HADDAD e JACKSON, 1990; LOPEZ-RUIZ, 2000; WEISS, 2004). Em relagéo
aos acidos orgéanicos em aguas separadas de emulsdes de petroleo, a cromatografia
gasosa, assim como a IC, também é amplamente utilizada. Porém, nestes casos, é
necessaria a derivatizacdo dos compostos, a fim de melhorar as propriedades
cromatograficas e, desta forma, perdas podem ser observadas para os acidos de
cadeia carbdnica menor, tanto na etapa de extragdo, bem como de injecdo (PITTMAN
e LEWAN, 1994).

A separacdo por IC pode ser dividida em trés principais mecanismos de
separacao: troca ibnica, exclusdo idnica, interagdo ibnica e pareamento ibnico,
dependendo das condi¢gdes, como por exemplo, tipo de fase movel, e das colunas
utilizadas. Levando-se em consideracido a separacado e quantificagdo simultdnea de
anions e acidos organicos, a separagao em coluna de troca iénica € a mais utilizada,
considerando-se que os analitos estejam em sua forma idnica. (KADNAR e RIEDER,
1995; HADDAD e JACKSON, 1990; LOPEZ-RUIZ, 2000). A deteccao por IC é feita,
geralmente, por condutividade,(PITTMAN e LEWAN, 1994) porém a espectrometria
de massas (MS) vem ganhando cada vez mais espaco, principalmente devido aos
menores limites de quantificacdo (LOQs) e a possibilidade de diferenciagcao de
interferéncias (HADDAD, NESTERENKO e BUCHBERGER, 2008; MILLER e
SCHNUTE, 2016).

A principal dificuldade para a determinagdo simultdnea de anions e acidos
organicos de cadeia curta e linear por cromatografia de ions é a alta concentragéo
salina em amostras de aguas separadas de emulsdes de petroleo (KADNAR e
RIEDER, 1995). Estes sais, geralmente na forma de CI-, podem causar interferéncias
na separagao cromatografica, como sobreposi¢cao de sinais devido a sua composigéo
majoritaria em relagdo aos outros anions e acidos organico (KADNAR e RIEDER,
1995; LOPEZ-RUIZ, 2000). Além disso, pode ocorrer a cristalizagdo dos sais
presentes na matriz que, geralmente, sdo abrasivos e podem causar entupimentos no
sistema cromatografico, além de suprimir a ionizag&o dos ions por espectrometria de
massas (NETO, 2010). Desta forma, algumas alternativas podem ser utilizadas para
a remocao do cloreto da matriz, como a utilizagcdo de cartuchos de prata, a extragao
em fase solida (SPE) com cartuchos de C18 e, também, a utilizacdo dos sistemas
bidimensionais (HUANG et al., 2000; BRUNO et al., 2003; ZAKARIA et al., 2011;
MILLER e SCHNUTE, 2016).
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Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
que possibilitem a identificacdo e quantificagdo de anions e acidos organicos em
matrizes com alto teor salino. A utilizagdo da cromatografia liquida possibilita a injecéo
direta das amostras, sem a necessidade de otimizagdo da derivatizacdo dos
compostos e possiveis perdas durante a etapa de quantificacdo. Ainda, o acoplamento
da técnica a espectrometria de massas possibilita a identificacdo dos compostos com
maior sensibilidade, principalmente os acidos organicos de cadeia carbénica maior
(C5 a C10).

1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal a determinagao de anions e acidos
organicos de cadeia curta e linear até 10 carbonos utilizando a cromatografia liquida
e a espectrometria de massas em aguas separadas de emulsdes de petrdleo oriundos

do pré-sal.

1.1.1 Objetivos especificos

- Desenvolver metodologia cromatografica para identificagdo e quantificagcao
simultdnea de anions e acidos orgénicos em matrizes com alto teor salino e
residuos de petroleo do pré-sal;

- Avaliar a separacao de acidos organicos de cadeia curta e linear e anions,
simultaneamente, utilizando coluna de troca idnica e deteccao por condutividade;

- Utilizar diferentes mecanismos de separagéao (colunas de troca ibnica, exclusao
iGbnica e pareamento iGnico) e detecgdo para a confirmagao dos analitos;

- Otimizar a melhor técnica de detecgcdo (condutividade, ultravioleta ou
espectrometria de massas) para 0 mecanismo de separacgao escolhido;

- Estudar a interferéncia da matriz na separacéao e quantificagao dos acidos anions
e acidos organicos;

- Avaliar alternativas para a remocao de cloreto da matriz, como a utilizacao de

cartuchos de Ag, cartuchos de SPE e utilizagao de sistema bidimensional
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 PETROLEO

O petroleo é uma mistura complexa constituida, principalmente, por
hidrocarbonetos, geralmente no estado liquido, podendo conter, também, compostos
de enxofre, nitrogénio, oxigénio, metais e outros elementos (AMERICAN SOCIETY
FOR TESTING AND MATERIALS, 2018). Desta composi¢ao, 83 a 87% ¢é carbono, 11
a 14 % é hidrogénio, 0,06 a 8% de nitrogénio, oxigénio e enxofre, bem como uma
pequena propor¢ao de metais (<0,3%) como Fe, Ni e V. As caracteristicas quimicas e
fisicas do petroleo podem variar consideravelmente, dependendo da regido e
condi¢des a que ele foi submetido (SPEIGHT, 2001; FARAH, 2012).

Mais recentemente, com a descoberta do petréleo do pré-sal, a producao de
petrdleo no Brasil triplicou, passando de 500 mil barris por dia em 2014 para 1,5 milhdo
de barris por dia em 2018. Este petréleo € acumulado abaixo de uma camada de sal
que pode chegar a 2 mil metros de espessura, sendo que, o petréleo esta a 5000
metros de profundidade. Os principais desafios da extragao do petroleo do pré-sal sao
a producgao de 6leo e gas de um local com acesso limitado, ou seja, mais de 300 km
distante da costa, com uma lamina de agua de 2200 metros. Sendo assim, foram
necessarias tecnologias capazes de suportar altas pressdes dos reservatorios e os
contaminantes presentes nos fluidos (PETROBRAS, 2014).

A formacgéo do petréleo deve-se ao acumulo de matéria organica sob condi¢des
especificas de temperatura e pressdo, em camadas do subsolo de bacias
sedimentares (THOMAS, 2001; FARAH, 2012). Em alguns casos, dependendo das
caracteristicas das rochas, mesmo que comprovada a existéncia de petroleo, a
extragcdo ndo € comercialmente ou tecnicamente viavel. Além disso, dependendo da
composicao quimica, sdo necessarios maiores ou menores investimentos em refino,
corroborando assim a necessidade da analise de cada tipo de petréleo.(AGENCIA
NACIONAL DE PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEL, 2020)

Durante a etapa de extragédo do petréleo, pode ocorrer a incorporagao de agua
e sedimentos no 6leo devido a agitacao e cisalhamento durante a produgao, formando
emulsdes (LEE, 1999). Esta agua pode estar naturalmente presente nas rochas ou
ser injetada no reservatorio para facilitar o processo de extragdo (KOKAL, 2005;

FARAH, 2012). Porém, para as etapas de refino, é necessario que esta agua seja
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separada do 6leo com a quebra das emulsdes formadas (KOKAL, 2005).

2.1.1 Emulsodes de petréleo

As emulsdes mais comuns na industria do petrdleo sdo as formadas por
agua/dleo, ou seja, agua presente no oOleo. Estas emulsbes sao estabilizadas na
presenga de emulsificantes naturais, que s&o, geralmente, surfactantes. Os
surfactantes s&o caracterizados por se concentrar na interface oleo/agua e formar um
filme interfacial, diminuindo a tensao superficial e promovendo a emulsificacdo das
gotas (KOKAL, 2005). Estes compostos s&o de ocorréncia natural no petréleo, como
os asfaltenos, resinas e acidos e bases organicas. Ainda, a presenga de sedimentos
também pode atuar na estabilizagdo das emulsdes, dependendo do tamanho de
particula e das interagdes destes com a interface 6leo/agua (LEE, 1999; KOKAL,
2005).

As emulsdes formadas por petréleo e agua sédo, em geral, emulsdes estaveis.
Isso se deve ao fato do pequeno tamanho de gota e, também, da presenga de um
filme interfacial sobre esta, formado e estabilizado por asfaltenos e resinas contendo
acidos organicos e bases (STRASSNER, 1968). Este filme interfacial aumenta a
estabilidade das emulsdes, reduzindo a tensdo superficial e aumentando a
viscosidade interfacial, o que dificulta a coalescéncia das goticulas de agua e
consequente separagado da emulsdo oleo/agua. Cabe salientar que o tipo de petroleo,
composicado, pH da agua, temperatura, pressdo e a concentragcdo de moléculas
polares, como acidos organicos, alteram as caracteristicas destes filmes interfaciais
(KOKAL, 2005; HUTIN, ARGILLIER e LANGEVIN, 2014).

As emulsdes devem ser tratadas com a finalidade de remover a agua dispersa
bem como os sais inorganicos, a fim de garantir as especificagées para o transporte,
armazenamento e exportacdo, além de reduzir a corrosdao e o0 envenenamento
catalitico do processamento (THOMAS, 2001; KOKAL, 2005). Cabe salientar que
corros&o € um grande desafio nas refinarias de petrdleo e ela é devida, principalmente,
a compostos potencialmente corrosivos, como os sais inorganicos (KOKAL, 2005).
Mesmo em baixa concentragao, estes podem causar diversos danos as tubulagdes.
Durante as etapas de destilacao, pode ocorrer a decomposic¢ao térmica destes sais e,
consequentemente, a formacdo de acido cloridrico, que € um dos principais

responsaveis pela corrosdo (SPEIGHT, 2006). Assim, a eliminagdo da agua do
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petroleo reduz o tempo e custo de manutencgao, além de aumentar o tempo de vida
util dos equipamentos, minimiza o uso de produtos quimicos para a neutralizagao do
acido cloridrico, propiciando, principalmente, menores custos de transporte e refino
(THOMAS, 2001).

Desta forma, a remogao da agua, bem como do sal, é feita como um tratamento
primario do petrdleo, logo apds a etapa de extragcédo do petrdleo, onde é feita a adigéo
de agua aquecida (45 - 60°C) (THOMAS, 2001). Assim, ocorre a dissolu¢do dos sais
na agua e a fase oleo e agua sao separadas com a adigdo de agentes quimicos que
atuam para desestabilizar as emulsdes ou, também, com a passagem da emulsao por
um campo elétrico para a coalescéncia das gotas. Cabe salientar que a concentragao
maxima de sal no dleo aceito para as refinarias é de 285 mg L' (THOMAS, 2001).

Desta forma, tendo em vista a necessidade da remocido destes sais e,
consequentemente, desestabilizacdo das emulsdes, para a obtencdo do petrdleo é
necessario o entendimento da composi¢cdo das mesmas e dos fatores que podem
alterar a estabilidade (SIMANZHENKOV e IDEM, 2003; VAFAJOO, GANJIAN e
FATTAHI, 2012; ANDERSEN et al., 2017). Assim, compreendendo melhor os
mecanismos envolvidos, o processo de separag¢ao da agua do 6leo pode ser facilitado
(KOKAL, 2005). Cabe salientar que, a caracterizagdo dos compostos presentes nos
petroleos € necessaria, uma vez que estes possuem caracteristicas muito diferentes

entre si, dependendo do tipo e regido em que € extraido.

2.1.1.1 Acidos orgénicos em petréleo

Os &cidos organicos de cadeia curta e lineares (1 a 10 carbonos), sao acidos
fracos com valores de pKa variando de 3,75 a 4,90, para os acidos férmico e
decanoico, respectivamente (SERJEANT e DEMPSEY, 1979). Os valores de pKa para
os acidos formico (C1), acético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), pentandico (C5),
hexandico (C6), heptandico (C7), octandico (C8), nonandico (C9) e decandico (C10)

estdao mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores de pKa para os acidos organicos C1 a C10.

Acido pKa, em H20, 25 °C
C1 3,75
C2 4,76
C3 4,87
C4 4,82
C5 4,84
C6 4,85
c7 4,89
C8 4,89
C9 4,96
C10 4,90

Fonte: Adaptacao de Serjeant e Dempsey (1989) e Bruice (2010).

Os acidos organicos de cadeia curta e linear (C1 a C8) podem ser encontrados
nas aguas de formagdo de petroleos em concentracbes na ordem de 1 a
20 mmol L-'. Dentre estes acidos, o acido acético, geralmente, é o que esta presente
em maior concentracao, decrescendo conforme vai aumentando a cadeia carbbnica
(BORGUND e BARTH, 1994; PITTMAN e LEWAN, 1994).

Os acidos orgénicos, presentes no petréleo, podem ser formados através de
reacdes de degradacdo microbioldogica dos hidrocarbonetos que ocorrem,
principalmente, na interface 6leo/agua (MEREDITH, KELLAND e JONES, 2000). Além
disso, em altas temperaturas, estes acidos podem ser formados, também, pela
oxidacao dos alcanos presentes no petréleo e, devido a sua solubilidade, tendem a se
acumular na interface (PITTMAN e LEWAN, 1994). Ainda, a presenga de alguns
minerais como, por exemplo, hematita, magnetita e esmectita, contendo ferro, ou
enxofre podem, também, oxidar o petrdleo e formar acidos organicos e didxido de
carbono. Estes acidos organicos podem dissolver, bem como, alterar a solubilidade
dos minerais das rochas reservatorio, devido a alteracao do pH. Esta dissolugcédo acaba
criando uma porosidade secundaria, alterando, assim, a permeabilidade do petréleo
nas rochas (SEEWALD, 2003).

A caracterizagdo e quantificacdo dos acidos organicos em petroleos é de
extrema importancia, devido ao fato de que, além do interesse do conhecimento
destes na formacgao da porosidade secundaria (SEEWALD, 2003), estes podem ser
potencialmente corrosivos as tubulagdes metalicas das refinarias (SPEIGHT, 2006).

Além disso, os acidos organicos podem alterar a tensao superficial da interface
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oleo/agua, modificando as condigbes de separagdo da mesma (HUTIN, ARGILLIER e
LANGEVIN, 2014; ANDERSEN et al., 2017). Cabe salientar que nao foram
encontrados trabalhos na literatura que identifiquem e quantifiquem este tipo de acidos
organicos de cadeia curta e linear em petroleos do pré-sal.

Além disso, estudos indicam que os acidos organicos sao, preferencialmente,
adsorvidos ou concentrados na interface dOleo/agua junto com as espécies de
asfaltenos (HUTIN, ARGILLIER e LANGEVIN, 2014; ANDERSEN et al., 2017).
Andersen et al. (2017) mostraram que a presenga desses acidos diminui
significativamente a tensao superficial da interface 6leo/agua. Cabe salientar que este
fator € muito importante para a estabilidades das emulsdes, principalmente, quando é
necessaria a separacao do oleo da fase aquosa.

Ainda, Hutin, Argillier e Langevin (2014) mostraram que, em pHs mais elevados
(pH > 6), os acidos organicos podem estar na sua forma ionizada e, desta forma,
serem transferidos do 6leo para a fase aquosa, diminuindo a tensido superficial da
interface d6leo/agua. Ou seja, na presencga de solugdes alcalinas, como hidréxido de
sddio, ocorre a desprotonagao dos acidos e, consequentemente, estes passam a
atuar como surfactantes, se acumulando na interface e diminuindo a tensao superficial
(HUTIN, ARGILLIER e LANGEVIN, 2014). Ainda, cabe salientar que os acidos
organicos de menor massa molecular (<500 Da), alifaticos e de cadeia linear tem
maiores interagdes na tensao superficial da interface oleo/agua (ZHANG et al., 2004).

Barth (1991) avaliou a concentragdo de acidos organicos de cadeia curta e
linear C1 a C8 e ions inorganicos em 22 amostras de aguas de reservatérios de
petréleo. A determinagao dos acidos organicos foi feita utilizando isotacoforese, sem
a necessidade de pré-tratamento da amostra (BARTH, 1991). A isotacoforese € uma
técnica de separagao eletroforética, em sistema descontinuo, onde os ions sao
separados em zonas, de acordo com a sua mobilidades (STRINGER, 2005). Das 22
amostras analisadas, apenas em duas delas a concentragao de acido férmico (8 e 58
mg L") foi maior que os limites de quantificagdo (LOQs). A presenca de acido férmico
nas amostras, de acordo com o autor, pode ser oriunda da contaminagao da agua que
€ injetada durante a prospecc¢ao do petrdleo, a qual é tratada com formaldeido. Para
os acidos C2, C3, C4, C5 e C6, as concentragdes encontradas foram de 19 a 1014, 4
a113,4a72,5a37e10a 19 mg L', respectivamente. Os acidos C2 e C3 foram
encontrados nas 22 amostras analisadas, sendo que os acidos C4, C5 e C6 foram

encontrados somente em 11, 6 e 3 amostras, respectivamente. A concentracdo dos
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acidos variou consideravelmente entre as amostras, sendo que a concentragao de
acido acético foi a maior, decrescendo de acordo com o aumento da cadeia carbénica.
O autor fez ainda a quantificacédo de CI- nas amostras e a concentracdo encontrada
nas aguas esteve na faixa de 1,8 a 170 g L', sendo que maior parte delas (18
amostras) apresentam de 10 a 30 mg L-'de CI- (BARTH, 1991).

Varonka et al. (2020) encontraram concentragdes de acetato na faixa de 16 a
40 mg L' em aguas de produgdo de petrdleo. A determinagao foi feita utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e detector de arranjo de diodos. Para
a separacao, foi utilizada uma coluna para acidos organicos Altech Prevail, com fase
movel de KH2PO4 25 mmol L', pH 2,5 e vazdo de 1,5 mL min'. O limite de
quantificagdo (LOQ) para o acetato foi de 1 mg L' (VARONKA et al., 2020).

2.2 TECNICAS PARA A DETERMINACAO DE ANIONS E ACIDOS ORGANICOS

A acidez no petréleo é caracterizada, principalmente, pela contribuicdo dos
acidos organicos e é definida como a quantidade de hidroxido de potassio, em
miligramas, necessaria para neutralizar 1 g de amostra (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS, 2002; SPEIGHT, 2006). Os principais acidos que
contribuem para este numero sdo os acidos nafténicos e, também, os tidis e as
mercaptanas (SPEIGHT, 2006). Os acidos nafténicos séo, segundo definigdo, acidos
carboxilicos ciclo-alifaticos (BRIENT, WESSNER e DOYLE, 2000) e, desta forma, n&o
incluem os acidos organicos de cadeia curta e linear. Para estes acidos, geralmente,
a determinacao é feita utilizando infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
cromatografia gasosa (GC), espectrometria de massas com ionizagdo por
eletronebulizacdo (ESI-MS) e HPLC (BROWN e ULRICH, 2015). Atualmente, n&o ha
norma definida pela American Society for Testing and Materials (ASTM) para a
determinagao de acidos orgéanicos de cadeia curta e linear (C1 a C10) em petrdleo ou
nas aguas separadas de emulsdes de petroleo.

A cromatografia de ions é uma técnica amplamente utilizada para a
determinagao tanto de anions quanto de acidos organicos (HADDAD e JACKSON,
1990; FRITZ e GJERDE, 2009; SCIENTIFIC, 2013). Levando-se em consideragao a
identificagdo e quantificagdo simultdnea destes analitos, a separagdo em coluna de
troca i6nica € a mais utilizada (HADDAD e JACKSON, 1990; KADNAR e RIEDER,
1995; WEISS, 2004; FRITZ e GJERDE, 2009).



41

A principal dificuldade para a determinagao dessas espécies esta relacionada
com a grande concentragdo de sal presente em solugdo (superior a 100 g L', em
alguns casos), que pode causar interferéncias durante a analise, como a sobreposigéo
dos sinais cromatograficos devido aos ions interferentes, geralmente o CI- (PITTMAN
e LEWAN, 1994; HUANG et al., 2000). A concentragao de CI-é maijoritaria em relagao
aos outros anions e acidos organicos, em razdes de 100:1 até 1000:1 (KADNAR e
RIEDER, 1995).

Além disso, a presenga de sais pouco volateis, em alta concentracdo, pode
obstruir o orificio de entrada dos ions no espectrometro de massas, bem como
suprimir a ionizagao dos ions de interesse (NETO, 2010). Outro problema relacionado
ao uso tanto de matrizes com alto teor de sais inorgénicos € o risco da formagao de
cristais em solugcdo, os quais podem se tornar abrasivos para os constituintes
mecanicos do cromatografo, além de poder causar entupimentos (NETO, 2010). Com
isso, geralmente, o teor maximo de sal tolerado nas amostras para os métodos
cromatograficos é de 1%, sendo necessario, muitas vezes, altos fatores de diluigdo
(mais que 10 vezes), aumentando assim os LOQs e a aplicabilidade dos métodos
(KUBICA et al., 2015).

A cromatografia de ions (IC), utilizando a separagdo em coluna de exclusao
ibnica e detecgao por condutividade, € uma das técnicas analiticas mais utilizadas
para a determinagéo de acidos organicos em aguas de formagao em petréleos/aguas
separadas de emulsdes de petréleo (FISHER, 1987; SAKUGAWA, KAPLAN e
SHEPARD, 1993; PITTMAN e LEWAN, 1994; HAJOS e NAGY, 1998; HUANG et al.,
2000; LANG et al., 2010). A vantagem da utilizacdo da cromatografia de excluséao
ibnica € a eliminagdo das interferéncias ibnicas da matriz, além de ser uma técnica
relativamente de menor custo, quando comparada, por exemplo, a cromatografia
gasosa (GC) (PITTMAN e LEWAN, 1994). A GC também ¢ utilizada, principalmente
para a quantificacdo de acidos organicos de cadeias carbdnicas maiores, apds a
esterificacdo destes e extracdo. Porém, os acidos de cadeias menores podem
precipitar e ndo serem extraidos, ou serem descarboxilados no sistema de injegédo e
serem medidos como CO2 (HADDAD e JACKSON, 1990 ;PITTMAN e LEWAN, 1994).

2.2.1 Cromatografia de ions

A cromatografia liquida baseia-se na separagao de compostos utilizando uma
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fase mével liquida e uma fase estacionaria solida e, dentro deste conceito, engloba a
IC. A IC é uma técnica de separacado baseada na interagcdo dos ions presentes em
uma solucédo (fase mével) com uma fase estacionaria, também i6nica. As interacdes
dos analitos com a fase estacionaria ocorrem em equilibrio com as interacdes da fase
movel com a fase estacionaria e, dependendo da afinidade, as espécies sao
separadas. As principais aplicagdes da IC sido para a separacao e determinacgao de,
principalmente, anions inorganicos, como, também, cations inorganicos, acidos e
bases organicas de baixo peso molecular e compostos ibnicos organometalicos
(HADDAD e JACKSON, 1990).

Na IC, a separacao dos compostos pode ocorrer por diferentes mecanismos:
troca ibnica, exclusdo idnica, interacao ibnica e pareamento iénico, sendo que a troca
ibnica € a mais comum. Em geral, o que vai definir o tipo de mecanismo de separagéo
sao as condigbes utilizadas, como o tipo de coluna (fase estacionaria) e a fase mével.
(HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE, 2009). Nos proximos itens serao
descritas as principais caracteristicas de cada mecanismo de separacéo, dependendo
do tipo de coluna utilizada.

2.2.1.1 Coluna de troca i6énica

A cromatografia de troca ibnica baseia-se na interagdo eletrostatica dos ions
da fase movel com os ions de carga oposta da fase estacionaria (HADDAD e JACKSON,
1990). O processo de troca ibnica leva a um equilibrio entre a fase estacionaria e a
fase movel. Assim, a separagao dos ions ocorre dependendo da sua afinidade com
os grupos funcionais da fase estacionaria (FRITZ e GJERDE, 2009). Para a separagéo
de anions, a fase estacionaria € composta de uma matriz insoluvel (M*), carregada
positivamente e seus contra-ions, de carga negativa (E°). O processo de troca iénica
pode ser ilustrado de acordo com a equacao abaixo, onde M*E" representa o trocador
de ions e A" a solugao contendo diferentes anions. O equilibrio de troca ibnica é entéo
formado entre os ions em solu¢do da fase mével (E) e os ions presente na solugao

da amostra (A).

ME" + A~ =& M'A" + E
Fonte: Adaptagdo de HADDAD e JACKSON (1990, p. 15)
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Geralmente, para a cromatografia de troca idnica as fases estacionarias das
colunas sao grupos de aménio quaternario (HADDAD e JACKSON, 1990; HADDAD,
NESTERENKO e BUCHBERGER, 2008; FRITZ e GJERDE, 2009). H4 um amplo
numero de colunas disponiveis comercialmente para este tipo de separagéo, sendo
que a escolha deve ser feita de acordo com a aplicagao particular de cada caso. O
tamanho da coluna utilizada depende de inumeros fatores, como a eficiéncia
cromatografica e a estabilidade mecanica (HADDAD e JACKSON, 1990). As colunas
mais comuns s&o de 15 a 25 cm, com um diédmetro interno de 4 a 4,6 mm (HADDAD
e JACKSON, 1990), embora algumas colunas menores (2 mm de d.i.) estédo
disponiveis comercialmente (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a). O uso de
colunas com d.i. menores tem, como principais vantagens, melhor resolugdo, quando
comparado ao uso de uma coluna com diametro interno (d.i.) maior (NETO, 2009).
Além disso, a vazao de fase médvel utilizada é bem menor, mantendo as mesmas
condicdes de separacdo que uma coluna de d.i. maior, sendo assim, ha um menor
consumo de reagentes (POHL, 2013).

A maior parte das colunas disponiveis para a cromatografia de troca ibnica
possui fase estacionaria empacotada com resinas esféricas com tamanho de particula
variando de 10 um a 5 ym, sendo que algumas chegam a 4 um (FRITZ e GJERDE,
2009; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a). O uso de particulas menores melhora
a eficiéncia de separacdo, uma vez que o0 espago entre as particulas de fase
estacionaria é minimizado. Quando a solugao ¢é injetada na coluna, ha um equilibrio
entre a concentragcdo dos analitos no interior das particulas e nos espacos vazios,
fazendo com que os analitos sejam transferidos entre as duas fases. Com menor
espacgo vazio entre as particulas, os analitos possuem maior area superficial em
contato com a fase estacionaria, possibilitando assim uma melhora na separacéao
(FRITZ e GJERDE, 2009; POHL, 2013).

A separacao de compostos anibénicos utilizando a cromatografia de ions requer
que a solugao esteja em pH alcalino. Desta forma, tem-se a garantia de que todas as
espécies estejam na sua forma idnica, incluindo os acidos organicos de cadeia simples
e linear, de baixa massa molecular (até 10 carbonos). Além disso, a fase movel deve
possuir forga idnica adequada para a eluicdo dos anions e produzir produtos com
condutividade baixa apds passar pela coluna supressora. A mistura de solugdes de
bicarbonato de sddio e carbonato de sdédio foi amplamente utilizada durante muitos

anos como fase mével para a separacao de anions, pois seus produtos, apds passar



44

pela coluna supressora, sao acido carbdnico e didxido de carbono, que podem ser
facilmente eliminados por aeragdo (HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE,
2009).

Mais recentemente, com o avancgo das técnicas de supressao, a utilizagao de
fase moével baseada em hidroxidos, como por exemplo KOH e NaOH, vem sendo
amplamente utilizada em cromatografia ibnica (FRITZ e GJERDE, 2009). A principal
vantagem da utilizag&o deste tipo de fase movel € a possibilidade destes ions serem
suprimidos, formando somente agua como produto e, gerando, assim, um menor sinal
de linha base para a detecgao, principalmente, por condutividade (FRITZ e GJERDE,
2009). Porém, para o uso de hidroxido como fase mével, faz-se necessario o uso de
colunas supressoras ou supressores com alta capacidade de troca catidnica. Ainda, é
dificil eliminar todo o carbonato presente na solugdo de NaOH, podendo trazer
instabilidade na linha base, além de alteragbes nos tempos de elui¢éo dos ions (FRITZ
e GJERDE, 2009; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a),

Como forma de contornar os problemas, principalmente da contaminacido da
fase movel por COz2, € recomendada a geragao eletrolitica de ions hidréxido para a
fase movel. Desta forma, o produto & praticamente livre de carbonato, sendo
necessaria somente a reposi¢cao de agua ultrapura como fase mével. Com isto, séo
minimizados riscos de contaminagao, erros do operador, além de permitir um
gradiente de eluicdo mais exato e preciso, devido ao controle da concentragao do
reagente da fase movel (STRONG, JOUNG e DASGUPTA, 1991; LOPEZ-RUIZ, 2000;
FRITZ e GJERDE, 2009). A Figura 1 ilustra a um esquema para a geragao eletrolitica
da fase movel utilizando cartucho de KOH (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2013).
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Figura 1 - Esquema para a geragao eletrolitica de fase mével com cartucho Dionex EGC 500 KOH
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2013).

Anodo de Pt

(H,O + 2H*> 1/20, + 2e’)—> ) Ventilagdo

Reservatorio

eletrolitico
(KOH)
Camara de
geragao do
eluente Conector de troca H
catiénica 2
Bomba T
H,0 — —> KOH+ H,— — KOH
Coluna de trapeamento Desgaseificador
de ions (CR-ATC)

Catodo de Pt
(2H,0 + 2e- &> 20H-+H,)

Fonte: Adaptagcéo de Thermo Fischer Scientific (2013, p.9).

Como pode ser observado na Figura 1, no catodo ocorre a eletrdlise da agua,
gerando ions OH™ que serdo contrabalanceados com os cations K* do cartucho de
eluente (solugéo saturada de KOH). Enquanto isso, no dnodo, s&o formados ions H*
para manter o equilibrio com os ions OH-do cartucho (FRITZ e GJERDE, 2009). A
principal vantagem é o controle da concentragdo de fase modvel por reagao
eletroquimica, sem necessidade de particionamento mecanico e, consequentemente,
a possibilidade de gradientes com diferencas de 1 mmol L' na concentragdo do
eluente (STRONG, JOUNG e DASGUPTA, 1991; FRITZ e GJERDE, 2009; POHL,
2013).

2.2.1.2 Coluna de exclusao i6nica

A cromatografia de exclusao iénica foi desenvolvida para a determinacéo de
acidos fracos de cadeias curtas (acidos carboxilicos, por exemplo), bases fracas
(ambnia e aminas) e espécies moleculares hidrofilicas (carboidratos, por exemplo)
(FRITZ e GJERDE, 2009). Neste tipo de cromatografia, o sinal da carga da resina de
troca ibnica é o mesmo dos analitos, que sdo espécies pouco ionizaveis (HADDAD e
JACKSON, 1990). No caso de espécies carregadas negativamente, como os acidos

organicos de cadeia curta e linear, a separagao é feita em colunas de troca catiénica,
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o oposto do que ocorre na cromatografia de troca idnica, utilizando fase mével acida
(HADDAD e JACKSON, 1990).

Os mecanismos de retengao dos acidos organicos utilizando este tipo de coluna
estdo baseados na exclusdo de Donnan, exclusdo por tamanho e adsorcao/particao
(HADDAD e JACKSON, 1990). Os acidos, que estarao na sua forma neutra RCOOH,
nao estao sujeitos a exclusdo de Donnan e podem penetrar nos poros da superficie
carregada negativamente nas resinas, interagindo com a parte hidrofébica da fase
estacionaria (KIHARA, ROKUSHIKA e HATANO, 1987 ;HADDAD e JACKSON, 1990).
Desta forma, a separacdo acontece pelas diferengas no tamanho, bem como pela
hidrofobicidade dos acidos organicos (HADDAD e JACKSON, 1990; FISCHER, 2002).
O mecanismo de exclusdo de Donnan faz com que os acidos mais fortes fiquem
menos tempo retidos do que os acidos mais fracos, de acordo com o aumento do pH.

Ainda, o mecanismo de adsorcao faz com que os acidos hidrofilicos eluam
antes do que os acidos mais hidrofébicos (cadeias carbdnicas maiores) (KIHARA,
ROKUSHIKA e HATANO, 1987; BRUZZONITI, MENTASTI e SARZANINI, 1998). A
eluicdo €, entdo, controlada pelos valores de pKa, pH, hidrofobicidade da resina e
outros, como a temperatura e presenca de solventes. Porém, conforme se aumenta o
tamanho da cadeia carbénica, as forgas de van der Waals entre os acidos e a resina
podem causar ordem de eluicao diferente daquela predita pelo pKa (PITTMAN e
LEWAN, 1994). Acidos inorganicos, como HCI, sdo totalmente excluidos nestes
mecanismos e eluem no tempo morto (HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e
GJERDE, 2009). Para os acidos organicos, considera-se que o mecanismo de
particido entre a fase mével e a fase da resina seja o principal mecanismo de
separacgao (FRITZ e GJERDE, 2009).

Para a separagao de acidos orgéanicos por exclusao idnica, a maior parte das
aplicagdbes faz uso de colunas com fase estacionaria de resina de
poliestireno/divinilbenzeno (PS/DVB) completamente sulfonadas, com uma solugéo
diluida de uma acido forte como eluente (HADDAD e JACKSON, 1990; MORRIS e
FRITZ, 1994; XU et al.,, 1997; LOPEZ-RUIZ, 2000; LANG et al., 2010; THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2017b). A Figura 2 ilustra um esquema para a separag¢ao dos
acidos organicos em uma coluna com fase estacionaria de PS/DVB sulfonada e

eluente acido.
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Figura 2 - Esquema mostrando a separagao de acidos fracos em colunas de excluséo ibnica com fase
estacionaria de troca catibnica e eluente acido.

0
— / RCOO H*
SO; H* -
- +
S0; H o ROOO
Fase RCOO™ H* —
estacionaria — H,O
HO  —
SO, H* i H* X~
— Eluente

Membrana de Donnan

Fonte: Adaptacao de Fritz e Gjerde (2009).

A resina de troca ibnica atua como uma membrana semipermeavel (membrana
de Donnan) entre o liquido dentro dos sitios da resina e a fase movel entre a resina,
permitindo que as espécies nao idnicas se particionem entre essas duas fases (FRITZ
e GJERDE, 2009). Os &acidos orgéanicos (RCOO'H*), na sua forma nao ionizada,
permeiam pela membrana e interagem com os sitios da fase estacionaria. As espécies
ionizadas (H*X") sdo excluidas da fase aquosa da membrana e passam rapidamente
pela coluna.(FRITZ e GJERDE, 2009)

Como mencionado anteriormente, a cromatografia de exclusao ibnica € uma
das técnicas mais utilizadas para a determinagao de acidos organicos em amostras
de aguas separadas de emulsdes de petroleo (PITTMAN e LEWAN, 1994; FISCHER,
2002). Xu et al. (1997) fizeram a determinacao dos acidos C1 a C4 em amostras de
solo, minerais e tetracloroetileno, utilizando coluna de excluséo idnica Dionex lonPac

ICE-AS1 e detecgéao por condutividade, com supressao quimica (fase mével em modo
isocratico de acido perfluorbutirico (PFBA) 1 mmol L', vazao de 0,8 mL min', 30 °C e
regeneragdo externa do supressor com 4 mL min"' de TBAOH 5 mmol L'). As
amostras foram acidificas com 2 yL de H2SOs4 6 mol L', centrifugadas, e o
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sobrenadante (0,6 mL) foi utilizado para a etapa de determinacao. A separagéo dos
acidos C1 a C4 e do acido latico foi possivel, sem interferéncias, em concentragao
total de ions inferior a 4000 mg L'. Além disso, para minimizar interferéncias de
carbonato no sinal do acido propiénico, as amostras foram diluidas ou acidificadas.
Os limites de detecgao (LODs) para os acidos C1, C2, C3 e C4 foram de 0,02, 0,05,
0,05 e 0,10 mg L™, respectivamente. A faixa linear de calibragao foi de 2 a 200 mg L-
' para todos os acidos avaliados (XU et al., 1997).

Lang et al. (2010) fizeram a determinacdo de C1 e C2 em amostras de aguas
do campo hidrotérmico de Lost City. A separagéo dos acidos foi baseada no trabalho
de Xu et al. (1997), porém, com o uso de padrao interno de acido adipico para a
determinacdo de C1 e C2 utilizando a cromatografia de exclusdo i6nica e detecgéo
por condutividade. As amostras foram filtradas em cartuchos de 2,5 mL de Ba/Ag/H
previamente a inje¢ao no sistema cromatografico. Os LOQs para C1 e C2 foram de 1
umol L', e as concentragdes encontradas para C1 foram de 36 a 158 umol L' e para
C2 foram de 1 a 35 ymol L' (LANG et al., 2010).

2.2.1.3 Coluna de pareamento iénico

O mecanismo de pareamento ibnico é baseado no uso de colunas padroes de
fase reversa, com caracteristicas mais hidrofébicas, como, por exemplo, fases
estacionarias de C18 e poliméricas, que sao utilizadas em HPLC (FRITZ e GJERDE,
2009). Para a separacgao de compostos idnicos, nestas condigdes, € necessario o uso
de um reagente de par iGnico, que possui uma porc¢ao hidrofébica e outra hidrofilica
na mesma molécula, de carga oposta a do analito. Estes reagentes podem ser
catidnicos (geralmente sais de aménio) ou anidnicos (geralmente acidos sulfénicos
com cadeias carbdnicas com mais de cinco carbonos) (HADDAD e JACKSON, 1990;
FRITZ e GJERDE, 2009). Devido a caracteristica destes reagentes, a parte
hidrofébica da molécula se associa, por adsor¢cdo, na parte hidrofébica da fase
estacionaria e, consequentemente, acaba criando uma superficie de troca ibnica com
a parte hidrofilica da molécula. Sendo assim, os ions acabam interagindo com a parte
hidrofilica do reagente de par ibnico e sado, desta forma, separados (HADDAD e
JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE, 2009; ZHONG et al., 2010). A Figura 3 ilustra o

esquema da separagao para anions em coluna de pareamento idnico.
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Figura 3 - Esquema da separagao de anions (A-) em colunas de pareamento iénico utilizando reagente
de par ibnico catiénico (hidréxido de tetrabutilaménio - TBAOH) em fase moével de acetonitrila

(ACN) e H0.
(TBA*A)
ACN (TBA*OH")
H,0
TBA*A- ACN
Resina Porosa — R
Neutra (PS/DVB) — (TBA*A)
“ACN H,O
“TBA*A ACN
(TBA*OH")
Ambiente Ambiente
Hidrofobico Hidrofilico

Fonte: Adaptacdo de Thermo Fischer Scientific®® (2013, p. 9).

De acordo com o exemplo mostrado na Figura 3, a espécie anibnica A" é
separada utilizando uma fase moével, por exemplo, de acetonitrila contendo TBAOH
como reagente de par ibnico. Os anions sao retidos pela combinagéo da sua interagéo
com o TBA™, que é adsorvido na fase estacionaria (regido hidrofobica) e pela interagéo
do TBA* com a fase movel (regido hidrofilica). Quando ocorre a formagao do par ibnico
TBA*A-, ocorre uma particado dos anions entre as fases moével e a fase estacionaria
(HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE, 2009).

Na coluna de pareamento idnico, além da possibilidade da separacéo de ions
utilizando reagente de par ibnico, esta coluna pode ser utilizada também para a
cromatografia de supressao idnica ou interagao iénica (HADDAD e JACKSON, 1990).
Este tipo de mecanismo leva em consideracédo o efeito do pH e as constantes de
dissociagcao das espécies organicas acidas e basicas. Desta forma, dependendo do
pH de uma molécula organica i6nica, como por exemplo um acido organico, a
ionizagao pode ser controlada pelo pH (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017c). Neste
caso, a separagao de acidos organicos, na sua forma nao ionizada, ocorre pela
interacdo da sua parte hidrofobica com a fase estacionaria, também hidrofébica, da
coluna, caracterizando uma separagdo comum em cromatografia liquida de fase
reversa (FRITZ e GJERDE, 2009).
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As colunas poliméricas, geralmente de PS/DVB, constituidas por fases
estacionarias com superficies hidrofébicas, possuem grande afinidade por moléculas
neutras ou ndo-idnicas e, normalmente, ndo possuem restricdo quanto ao valor de pH
(0-14) (HADDAD e JACKSON, 1990; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017c). Assim,
a retencgao e a seletividade destas pode ser alterada com mudancgas no pH. Ou seja,
acidos carboxilicos podem ser protonados em pH < 4, como pode ser observado na
reagao abaixo (WEISS, 2004; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017).

S
R—C=0 pH<4 R—C=0
Ibnico Neutro

Fonte: Adaptacdo de Weiss (2004, p. 273)

Desta forma, os acidos organicos, em sua forma neutra, podem também ser
separados em colunas de fase-reversa, com simples ajuste de pH. As colunas de
pareamento idnico, por possuirem estas caracteristicas, podem ser utilizadas para a
separacgao de acidos organicos por cromatografia liquida, sem a utilizagdo do reagente
de par ibnico (RABIN et al., 1993).

2.2.1.4 Detectores

Para a IC, o detector considerado como universal e mais frequentemente usado
€ o detector de condutividade (HADDAD e JACKSON, 1990). Este tipo de detector,
além de ser altamente sensivel para espécies carregadas, normalmente é de baixo
custo de manutengdo e construgdo, além de operar por um longo tempo sem
necessidade de manutenc¢ao (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009). A detecgao por
condutividade € considerada como ndo seletiva, ou seja, todos os ions serdo
detectados, gerando um sinal. Assim, o detector deve ser capaz de responder a
mudangas relativamente pequenas na condutividade total do eluente causada pelos
ions, uma vez que a fase mével, geralmente, possui eletrélitos que, também, vao gerar
sinal no detector, sobressaindo ao sinal gerado pelo analito (WEISS, 2004;
VIEHWEGER, 2006; FRITZ e GJERDE, 2009).

A fim de contornar este problema, faz-se necessario o uso de colunas
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supressoras, logo apés a coluna trocadora de ions. As colunas supressoras, de
maneira geral, sdo responsaveis por converter os ions da fase mével em espécies
moleculares menos ionizadas, sem afetar a condutividade dos analitos (HOLLER,
CROUCH e SKOOG, 2009). Para a separacédo de anions, as colunas supressoras
mais comuns sao as quimicas e consistem de colunas com membranas trocadoras de
cations. Os cations da fase movel (geralmente Na* ou K*) sdo substituidos por ions
H*, gerando espécies com menor condutividade de fundo, como acido carbdnico ou
agua, dependendo da fase movel utilizada (WEISS, 2004).

O inconveniente da utilizacdo destas colunas supressoras é a necessidade da
regeneragao para converter a membrana trocadora de cations a sua forma acida
original (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009). A regeneracdo dessas colunas é feita,
geralmente, utilizando acido sulfurico diluido no sentido oposto ao da fase mével nas
membranas (HADDAD e JACKSON, 1990). Porém, nos anos 1980 foram
desenvolvidos os supressores que operam continuamente, onde o eluente e as
solucdes supressoras fluem em diregcdes opostas de cada lado da membrana
permeavel de troca idnica. (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009)

Além dos supressores quimicos, posteriormente, foram desenvolvidos os
supressores eletroquimicos (RABIN et al., 1993). Eles sdo compostos por trés canais
e duas membranas trocadoras de ions. O canal central € o do eluente e os laterais
sdo para os regenerantes (RABIN et al., 1993; FRITZ e GJERDE, 2009). A Figura 4

ilustra o funcionamento geral de um supressor eletrolitico.
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Figura 4 - Esquema de funcionamento de um supressor eletrolitico para anions utilizando KOH como
fase mével e regeneragdo com agua.

Anedo Analito em K*OH- Catodo
Agua/ ELUENTE Ag’ua/
Residuo (KOH) Residuo
H,0 + 0, K*OH- + H,
K* 1 > OH-

< H,0 H, + m&

3H,0 Analitoem 2H,0
) )
/ Detector \
Membranade Troca Membranade Troca
Catidnica Cationica

Fonte: Adaptagao de Rabin et al. (1993, p. 101)

Para os supressores eletroliticos de troca anibnica, como mostrado na Figura
4, nos canais laterais com o regenerante (H20), ocorre a eletrélise da agua, com a
formacao do ion H3O*, que é permeavel pela membrana de troca catibnica e este,
substitui o K* da fase moével. O ion K, por sua vez, que é permeavel a membrana de
troca catibnica, € direcionado para o catodo, para contrabalancear os ions OH-
gerados na eletrolise. Desta forma, os analitos chegam para o detector em H20, o que
reduz a condutividade de fundo (RABIN et al., 1993; FRITZ e GJERDE, 2009). A
principal vantagem da utilizagdo deste tipo de supressor é a regeneragao eletrolitica
e continua da membrana de troca catidnica, sendo que, desta forma, ndo € necessario
o uso de uma solugdo acida externa para a sua regeneragao (HOLLER, CROUCH e
SKOOG, 2009).

Quando é utilizada a cromatografia de exclusdo ibnica, sdo necessarios
supressores especificas para este fim, devido ao fato de a fase mével ser acida
(HADDAD e JACKSON, 1990; KARU, DICINOSKY e HADDAD, 2012). Desta forma,
a Figura 5 ilustra o funcionamento de um supressor quimica utilizado com eluentes

acidos na separacao de acidos organicos. Cabe salientar que este tipo de supressor
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pode ser utilizado, também, em aplicagdes com colunas de pareamento ibnico, para

separagao em mecanismo de supressao ionica.

Figura 5 - Esquema de funcionamento de um supressor quimico para acidos organicos utilizando acido
cloridrico como fase mével e regeneragdo com TBAOH.

Analito (A)
em
H* CI-
Agua ELUENTE Agua
H,0 H,0
H*+ + OH-<E_1 H+ H+ \_E> H*+ OH-
TBA" | > < | TBAY
TBA* + A>TBA*A
t TBA* + CI->TBACI- I
OH- OH-
ﬁ TBA* A & ﬁ
TBA* CI-
TBA* OH- em TBA*
0o OH-
Membrana de Troca Detector Membrana de Troca
Cationica Cationica

Fonte: Adaptagdo de Haddad*? (1990, p. 274).

O supressor quimico, utilizado com eluente acido, possui como regenerante
uma solugao alcalina. Como é mostrado na Figura 5, os ions H* da fase mével sao
permeados pela membrana de troca catidnica e sédo substituidos pelos ions TBA* do
regenerante. O par i6nico TBA*A", por sua vez, possui uma condutividade de fundo
relativamente menor quando comparada a condutividade do acido da fase movel
(HADDAD e JACKSON, 1990).

Outro tipo de detector comumente utilizado para a cromatografia € o detector
de ultravioleta (UV) e visivel (Vis). Isto se deve ao fato de que praticamente todas as
moléculas organicas possuem grupos cromoéforos que sdo capazes de absorver na
regido do UV ou Vis (HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE, 2009). E

importante salientar que o eluente, nestes casos, ndo deve absorver nos
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comprimentos de onda monitorados para os analitos. A absorgcao da luz depende do
tipo da molécula, da concentracdo, do caminho 6ptico e do comprimento de onda
utilizado (HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e GJERDE, 2009).

Além destes detectores, o uso da espectrometria de massas (MS) vem
ganhando popularidade, devido a, principalmente, a alta sensibilidade e possibilidade
de identificacdo das espécies, além do desenvolvimento da interface coluna/detector
que permite o uso acoplado as técnicas de separagdo (HADDAD e JACKSON, 1990;
MASCOLO et al., 2005; FRITZ e GJERDE, 2009; HEADLEY, PERU e BARROW,
2009; MILLER e SCHNUTE, 2016; CASS e CASSIANO, 2015). A espectrometria de
massas € baseada na producdo de ions que sao, posteriormente, separados de
acordo com a sua razao massal/carga (m/z) (NIESSEN, 2006). Os espectrometros de
massa sao constituidos por trés partes principais: a interface, onde os ions sao
gerados, o analisador de massas e o detector, que na maioria dos casos, € um
multiplicador de elétrons (MEYER, 2004). Na interface, é onde ocorre a formagao dos
ions em estado gasoso. As fontes de ionizagao utilizadas é quem vai ditar o escopo e
a utilidade dos métodos espectrométricos e podem ser classificadas como duras ou
moles (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009). As fontes duras fornecem energia
suficiente para que sejam rompidas algumas liga¢des, produzindo fragmentos de ions
que possuem razbes massa/carga menores do que o ion molecular. J4 as fontes
moles sdo de menor energia, causando pouca fragmentagéo, geralmente, somente o
ion molecular (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009).

Dependendo da aplicagao, a IC pode ser combinada com a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de massas e
ionizagao por eletronebulizagdo (ESI) ou ionizagdo quimica a pressao atmosférica
(APCI) (HADDAD, NESTERENKO e BUCHBERGER, 2008; FRITZ e GJERDE, 2009).
Para anions e acidos organicos de baixa massa molecular, a fonte de ionizagdo mais
utilizada é a ESI (HADDAD e JACKSON, 1990; LOPEZ-RUIZ, 2000). A amostra, em
solugao, é introduzida em um capilar metalico com pequeno diametro interno, no qual
é aplicada uma diferenga de potencial. Essa voltagem provoca a separagédo das
cargas neutralizando os contra-ions de carga oposta ao do modo de ionizagéo. As
gotas que emergem do capilar s&o altamente carregadas e sao dessolvatadas por um
gas inerte, geralmente nitrogénio, em temperaturas proximas de 350 °C, até que o
tamanho é suficientemente reduzido, gerando um aumento de densidade de carga. A

repulsdo eletrostatica na superficie da gota faz com que ocorra uma explosédo de
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Coulomb, formando gotas cada vez menores e consequente formacéo de ions em
fase gasosa, que sao entdo conduzidos para a regiao de alto vacuo do espectrometro
de massas para analise (CASS e CASSIANO, 2015).

Para as aplicagdes de IC-MS, a saida da coluna € conectada diretamente no
espectrometro de massas (FRITZ e GJERDE, 2009). A principal vantagem do uso
deste tipo de detector sdo os LODs relativamente baixos para algumas espécies, além
da possibilidade de medir diferentes is6topos de um mesmo elemento (HADDAD,
NESTERENKO e BUCHBERGER, 2008; MILLER e SCHNUTE, 2016). Entretanto, o
processo de ionizacao na interface ESI é intermediado pelo solvente, no caso a fase
movel do sistema, sendo assim, as propriedades fisico-quimicas dos solventes
influenciam diretamente no processo de ionizagao e, consequentemente, na resposta
analitica (CASS e CASSIANO, 2015). Em casos de eluigdo por gradiente, com a
mudanca na concentracdo do solvente e, consequentemente, na tensao superficial,
ocorre uma mudanca na nebulizagdo e consequente resposta do equipamento
(WEISS, 2004).

Para evitar problemas com a ionizacdo dos analitos por ESI, o uso de
supressao apos a separacao é fundamental, principalmente quando é utilizada a fase
movel de carbonato e bicarbonato de sddio. Estes compostos, se presentes na
solucdo, podem formar residuos nao volateis durante a ionizacao, depositando-se no
cone e, eventualmente, bloquear a sua entrada. Além disso, solu¢gdes com alta
concentragado (KUBICA et al., 2015) de anions como cloreto e sulfato também podem
interferir na ionizagao dos compostos (WEISS, 2004).

E importante mencionar que tais detectores, como os de condutividade, UV/Vis
e MS, podem ser utilizados individualmente em um sistema cromatografico, bem como
em sequéncia, proporcionando maior quantidade de informagao para o operador. O
detector a ser utilizado deve ser escolhido de acordo com as espécies a serem
analisadas, bem como com as caracteristicas da fase mével empregada na separagéao

cromatografica.
2.3 ALTERNATIVAS PARA REMOCAO DE CLORETO DE MATRIZES SALINAS
Para a maior parte dos métodos utilizando separagédo cromatografica, 0 maximo

tolerado de sal €, geralmente, menor que 1% (HUANG et al., 2000; KUBICA et al.,

2015). Levando-se isso em consideragao, em amostras salinas, altos fatores de
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diluicdo sao necessarios (10 a 20 vezes), o que aumenta os LOQs, limitando a
aplicabilidade dos métodos. Desta forma, sdo necessarias alternativas para remover
esse sal, sem perdas de analito (KUBICA et al., 2015).

A utilizacado de cartuchos de prata para a eliminagao de CI- € uma alternativa.
Porém, com a utilizacido destes cartuchos pode ocorrer a coprecipitagcao dos analitos
bem como a liberacdo da Ag* pode causar entupimentos na coluna devido a
precipitagdo de AgCl. Ainda, estes cartuchos possuem um custo elevado, o que
inviabiliza as analises de rotina (HADDAD, 1989; BRUNO et al., 2003).

Entre as alternativas para a remocdo de sal de matrizes, podemos citar
métodos de preparo de amostras baseados em extragdo em fase sélida (KUBICA et
al., 2015; HADDAD, 1989; MULLER e SEUBERT, 2012a; MULLER E SEUBERT,
2012b). Estes métodos baseiam-se, basicamente, na retenc&o dos ions de interesse
em um cartucho de fase sélida, lavagem deste para eliminagdo da matriz e posterior
eluicdo com solvente adequado. As fases estacionarias utilizadas nos cartuchos vao
depender dos ions a serem determinados (HADDAD, 1989).

Kubica et al. (2015) utilizaram cartuchos com fase estacionaria de C18 para a
pré-concentragao de acidos fluorobenzoicos (FBAs) em aguas com teor de sal maior
do que 20%. Os cartuchos foram condicionados utilizando 2 aliquotas de 2 mL de
acetonitrila, seguidos por mais 2 aliquotas de 2 mL de H20. Em seguida, foram
adicionados 2 mL da amostra, seguidos de 2 mL de H20 para a remogéo de sais e
compostos polares. Os cartuchos foram, entdo, secos com fluxo de nitrogénio e a
eluicado foi feita com 2 aliquotas de 2 mL de acetonitrila: 10% NH4OH (8:2 v/v). Os
extratos foram evaporados sob vacuo e os residuos dissolvidos em 1 mL de
acetonitrila 10% (v/v). Foram obtidas recuperagdes maiores que 90% para 16 dos 19
acidos analisados, com a eliminagao de mais de 99% do sal da matriz. Os FBAs foram
determinados por HPLC-MS/MS com LOQs de 10 a 20 vezes menor do que quando
comparados a procedimentos sem a eliminagao da matriz (KUBICA et al., 2015).

Uma alternativa utilizada para a remocao de sal é a utilizacdo de sistemas
bidimensionais (MILLER e SCHNUTE, 2016). Nestes sistemas, geralmente, séo
utilizadas duas colunas, ou dois conjuntos de colunas, sendo que na primeira ocorre
a separacao da matriz e, na segunda coluna, ocorre a separagao dos ions de interesse
(FRITZ e GJERDE, 2009).

Zakaria et al. (2011) utilizaram um sistema tridimensional, com trés colunas de

troca ibnica para a separacao de cloreto e sulfato de agua do mar e determinagéo de
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bromato. Com isso, foi possivel a inje¢cado de amostras nao diluidas diretamente no
sistema cromatografico. Nestes sistemas, sdo utilizadas duas valvulas de desvio, uma
para a injecdo na primeira dimenséo e outra para a injegdo na segunda dimenséao.
Assim, é possivel separar os ions de interesse, transferindo os analitos da coluna da
primeira dimensio para a coluna da segunda dimensao, eliminando a maior parte dos
interferentes da matriz. Para a primeira dimenséo foi utilizada uma coluna de troca
idnica Dionex lonPac AS19 - Thermo Fisher Scientific (5 mmol L' de KOH, 1,0 mL
min-') e para a segunda e terceira dimens&o uma ou duas colunas, também de troca
idnica, Dionex lonPac AS24 - Thermo Fisher Scientific (20 mmol L-' de KOH, 0,25 mL
min-'). Com a utilizagdo do sistema tridimensional, os LOQs para bromato foram de
1050 (sistema bidimensional) para 60 ug L' (sistema tridimensional) (ZAKARIA et al.,
2011).

Este tipo de aplicacdo também foi utilizado para a determinacdo de nitrito,
nitrato e fosfato em agua do mar (BRUNO et al., 2003), bem como perclorato em
matrizes contendo até 1000 mg L' de cloreto, sulfato e bicarbonato. A principal
vantagem da utilizagdo deste tipo de sistema € a eliminagdo dos interferentes da
matriz, no caso o Cl, sendo que nido é necessaria nenhuma etapa de preparo de
amostra (HUANG et al., 2000; BRUNO et al., 2003; ZAKARIA et al., 2011).

A cromatografia bidimensional também pode ser feita utilizando-se duas
colunas com mecanismos de separacdo diferentes, desde que o eluente seja
adequado. Bruno et al (2003) utilizaram cromatografia bidimensional para a separagéo
de acidos organicos de baixa massa molecular. Para isto, na primeira dimenséo, foi
utilizada uma coluna de troca i6nica Dionex lonPac AS11-HC (gradiente com geragao
de eluente de KOH, 1,5 mL min"), seguido de um supressor eletroquimico para a
neutralizagdo da fase mével. A segunda dimensao € composta por uma coluna de
fase reversa Dionex Acclaim C18 (eluente neutralizado, vazao de 1,2 mL min'). A
deteccéo foi feita por UV (BRUNO et al., 2003).

A determinacédo de C1, C2, C3, C4 e C5 foi feita por Miller e Schnute (2016) em
agua do mar utilizando sistema bidimensional com colunas de troca ibnica e detecgéo
por MS. Na primeira dimensao, os acidos organicos sao separados da matriz, que no
caso é constituida, na sua maioria, de CI- e na, na segunda dimenséo, estes acidos
sao novamente separados, possibilitando, assim, uma melhor resolugcédo de sinal. O
sistema foi montado com coluna Dionex lonPac AS24 (Thermo Fisher Scientific) na

primeira dimensao e coluna Dionex lonPac AS11-HC na segunda dimensao, utilizando
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gradiente de fase mével com geragdo de eluente (KOH), vazao de 0,4 mL min,
temperatura de 35 °C, volume de injegcéo de 25 pL e supressao eletrolitica. Para o MS,
o monitoramento foi feito no modo negativo de monitoramento de ion selecionado
(SIM), com temperatura do probe de 450 °C e voltagem da agulha de 3 kV. A voltagem
aplicada no cone de amostragem foi de 50 V para o C1 e 45 V para os demais acidos
(C2, C3, C4 e C5). Os LODs obtidos para C1, C2, C3, C4 e C5 foram de 200, 100,
15,5,7,8, 5,6, e 3,8 ug L', respectivamente (MILLER e SCHNUTE, 2016).

2.4 VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo dos métodos analiticos envolve uma série de experimentos para a
comprovagdo de que um método analitico produza informagdes e tenha as
caracteristicas necessarias para a obtengao dos resultados confiaveis. Varios guias
estdo disponiveis com as normas para serem seguidas, entre eles o da Conferéncia
Internacional em Harmonizagdo (ICH, do inglés, International Conference on
Harmonisation),(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005) da
norma da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR ISSO/IEC
17025:2005 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005), do
Eurachem Guide (MAGNUSSON e ORNEMARK, 2014), e do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018) que publicou
o documento “Orientacdes sobre a validacao de métodos analiticos”. Cabe salientar
que o documento do INMETRO é baseado nos outros guias internacionais e nas
normas ABNT.

De acordo com o INMETRO, os parametros de desempenho que devem ser
avaliados sdo seletividade, linearidade, faixa de trabalho, faixa linear de trabalho,
sensibilidade, LOD e LOQ, recuperacgao, precisao e, robustez, sendo que este ultimo
€ considerado opcional. A robustez €, normalmente, realizada previamente a
validacdo do meétodo, na etapa de otimizagdo (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).

A seletividade é definida como a capacidade do método quantificar o analito na
presenga de outros analitos ou da matriz (AOAC INTERNATIONAL, 2002). Para a
avaliagdo deste parametro, é recomendado ensaios com padrdées ou materiais de

referéncia em amostras com e sem o analito, na presenca da matriz e/ou interferentes



59

(AOAC INTERNATIONAL, 2013).

A faixa de trabalho é a definicdo do intervalo entre a maior e a menor
concentracdo do analito para qual se demonstra que o procedimento analitico tem
preciséo, exatiddo e linearidade aceitaveis (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONISATION, 2005). Ainda, a faixa linear € a faixa de concentragdo em que os
resultados obtidos sao proporcionais, linearmente, a concentragdo do analito
(MAGNUSSON e ORNEMARK, 2014). A sensibilidade é definida como a inclinagao
da curva analitica e representa o quanto uma mudanga na resposta do equipamento
corresponde a uma mudanga na concentragdo medida (MAGNUSSON e
ORNEMARK, 2014; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Cabe salientar que a recomendacéo do INMETRO
€ de que, para a construgcdo da curva analitica s&do necessarios, no minimo, 5 niveis
de concentragdo. A analise da linearidade da curva nao € analisada apenas pela
observagao do coeficiente de determinagao (R?), mas também pela analise dos dados
quando a auséncia de outliers e da homoscedasticidade (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).

O LOQ é definido como a menor quantidade de analito na amostra que pode
ser quantificado com precisdo e exatiddo aceitaveis (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Geralmente,
o LOQ é definido como o valor do padrao de calibragdo de menor concentragao,
excluindo-se o branco. Ha varias maneiras aceitas para o calculo do LOQ, entre a
avaliagao e percepcao visual, a relagao sinal ruido, a estimativa a partir da curva
analitica ou pelo desvio padrdo do branco (INMETRO, 2018). Em cromatografia, a
utilizagcdo da razao sinal/ruido e o desvio do branco sao mais dificeis, sendo que o
LOQ é calculado, geralmente, através da avaliagdo visual. Para isto, sdo feitas
sucessivas diluicdes de uma solugao de referéncia até encontrar a menor
concentragdo que pode ser quantificada com confianga (exatiddo e precisdo
adequadas) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).

O LOD pode ser definido levando-se em consideragao os mesmos aspectos
que o LOQ. E caracterizado como a menor quantidade de analito na amostra que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Assim como para o LOQ, em
cromatografia, a utilizacdo da relag&o sinal ruido € dificultada, e a sua determinagao

pode ser feita a partir do valor obtido para o LOQ, de acordo com a equacgéo (2).
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Lop = 29 2)
3,3

Para os ensaios da avaliacdo da exatiddo, tanto de materiais de referéncia
certificados, quanto para as recuperagdes de analito, alguns critérios sdo adotados,
0s quais, normalmente, estdo atrelados ao nivel de concentragdo de analito na
amostra (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Os critérios adotados para a aceitagdo dos
ensaios de recuperacao preconizados pela Associagao de Analistas Quimicos Oficiais

(AOAC), os quais foram utilizados neste trabalho, estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios de aceitagédo para ensaios de recuperagao.

Analito, % Unidade R?‘é‘gi‘j’a&%
100 100% 98 a 102
10 10% 98 a 102
1 1% 97 a 103
0,1 0,1% 95 a 105
0,01 100 mg kg" 90 a 107
0,001 10 mg kg-! 80 a 110
0,0001 1 mg kg 80 a 110
0,00001 100 pg kg 80 a 110
0,000001 10 ug kg 60 a 115
0,0000001 1 ug kg™ 402120

Fonte: Adaptacdo de AOAC INTERNATIONAL (2016, p. 9).

A repetibilidade € uma condigdo de medigdo, dentro de um conjunto de
condigdes, que incluem o mesmo procedimento de medi¢gdo, 0 mesmo operador, o
mesmo sistema, as mesmas condi¢des de operacdo e o mesmo local. Ela pode ser
expressa como a dispersao dos resultados, por meio da analise de padrdes, material
de referéncia ou adigéo de analito ao branco da amostra (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Na Tabela 3
estdo mostrados os critérios preconizados pela AOAC para a aceitacdo de

repetibilidade e que foram utilizados neste trabalho.
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Tabela 3 - Critérios de aceitagédo para repetibilidade.

Desvio padrao
Analito, % Unidade viop

relativo, %
100 100% 1,3
10 10% 1,9
1 1% 2,7
0,1 0,1% 3,7
0,01 100 mg kg™’ 5,3
0,001 10 mg kg 7,3
0,0001 1 mg kg 11
0,00001 100 pg kg™ 15
0,000001 10 pg kg™’ 21
0,0000001 1 ug kg™ 30

Fonte: Adaptacdo de AOAC INTERNATIONAL (2016, p. 9).

De acordo com as Tabelas 2 e 3, quanto menor for a concentracdo de analito
na amostra, maior é a faixa de aceitacdo, tanto para recuperacdo, quanto para
repetibilidade. Cabe salientar que estes dados foram utilizados como referéncia para
a avaliacao dos resultados tanto para as recuperagdes quanto para as repetibilidades
usadas neste trabalho.

A precisao intermediaria é a avaliagdo dos resultados de uma mesma amostra,
determinada no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes e operadores
distintos. Ainda, a reprodutibilidade deve ser medida pela proximidade dos resultados
obtidos para a mesma amostra em laboratérios diferentes. Este parametro é aplicavel
em estudos colaborativos ou na padronizagdo de métodos analiticos. (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL,
2018).

Ainda, para critérios de validacdo do método, foram avaliados alguns
parametros cromatograficos como o numero de pratos teoricos (N), fator de retengao
(k), fator de separacéao (a), resolugao (Rs) e assimetria (As). Na Figura 6 é mostrado
um cromatograma padrao indicando as principais variaveis utilizadas para os calculos

destes parametros.
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Figura 6 - Cromatograma padrao para a separacao de duas substancias.
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Fonte: Adaptacao de United States Pharmacopoeia <621>. Acesso em: 02 nov. 2022.

O numero de pratos tedricos € uma medida para avaliacdo da eficiéncia da
coluna em condigbes especificas e € calculado de acordo com a equagao (3)
(HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009; BLIESNER, 2006). O N é uma medida da
qualidade da separac&o cromatografica e representa o numero de etapas de equilibrio
entre o analito, a fase estacionaria e a fase movel. Desta forma, quanto maior o N,
melhor é a separagao apresentada pela coluna para um determinado analito, sendo
que os valores aceitaveis sdo N =2 1000 (BLIESNER, 2006).

N =16 (&) )

Onde N = numero de pratos tedricos, tr = tempo de retengcéo e W = largura do pico
na linha base.

O fator de retencao (k), ou fator de capacidade, definido pela equagao (4), é
determinado pela razdo do tempo que a substancia fica na fase estacionaria pelo
tempo que ela fica na fase mével (HOLLER, CROUCH e SKOOG, 2009). Este
parametro é utilizado, geralmente, na comparagdo de um mesmo analito em colunas
diferentes ou em alteragdes de fase movel. Os valores de k devem estar entre 2 e 10,
(BLIESNER, 2006) sendo que k < 2 significa pouca interagdo do analito com a fase
estacionaria e, consequentemente, k > 10, uma forte interagdo com a fase

estacionaria, indicando um tempo longo de corrida cromatografica (POOLE, 2003).
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k — (tR_tM) (4)

Onde k = fator de retengéo, tr = tempo de retencéo e tu = tempo morto.

Em uma corrida cromatografica, quando dois ou mais compostos apresentam
o mesmo valor de k, significa que estes ndo podem ser separados naquelas
condigdes. Assim, o fator de separagao (a) mostra o grau de separagéo entre dois
compostos adjacentes, e é definido pela equacao (5). Desta forma, para que ocorra a
separagao dos compostos, o valor de a € sempre > 1 (HOLLER, CROUCH e SKOOG,
2009).

k;
kq

a = S

Onde a = fator de separacgéo, k1 e k2 = fator de separacédo dos dois componentes.

A resolugao € definida como a capacidade de separagao de dois componentes
de uma mistura e é calculada de acordo com a equagéao (6) (HOLLER, CROUCH e
SKOOG, 2009). Para as analises cromatograficas, é desejavel que os valores sejam
Rs > 1,5. Este valor significa que os sinais estdo separados um do outro até a linha
base (BLIESNER, 2006).

_ 2 (tr2—tr1)
Ry = Wi+ W, (6)

Onde Rs = resolugao, tr1 e tr2 = tempos de retengdo dos dois componentes e W1 e
W2 = largura dos respectivos sinais obtida na base na linha base.

A simetria de um pico cromatografico € determinada pelo fator de assimetria,
também conhecido como failing factor, definido pela equacgao (7) (POOLE, 2003). Os

parametros utilizados para o calculo de As estdo mostrados na Figura 7.

Wo,05
2f

Ag = (7)

Onde As = assimetria, Wo,05 = largura do pico a 5% da altura e f = distancia da altura

maxima do pico até a vanguarda do sinal, medido a 5% da altura.
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Figura 7 - Sinal cromatografico assimétrico e pardmetros para calculo de As.

Fonte: Adaptacao de United States Pharmacopoeia <621>. Acesso em: 02 nov. 2022.

Picos com As > 2 sédo indesejaveis, devido a dificuldade de determinar o comego
e o final do sinal, dificultando a integragdo. Sinais com altos valores de assimetria
indicam que o método de separagao nao foi otimizado adequadamente para o analito
em questdo (BLIESNER, 2006) O valor ideal de As é 1,0, o que indica que o sinal é
totalmente simétrico (SNYDER, KIRKLAND e GLAJCH, 1997).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS, REAGENTES E SOLUCOES

As amostras de agua separadas das emulsdes de petréleo (Figura 8) foram
enviadas pelo Centro de Pesquisas Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES),
em frascos de vidro ambar com, aproximadamente, 120 mL cada, e identificadas como
“‘A” a “O”. Para conservagéo, as amostras foram mantidas nos frascos originais, ao
abrigo da luz e refrigeradas (aproximadamente 2 °C). Para a quantificagéo de acidos
organicos, cloreto e pH, sem etapa de preparo, as amostras foram filtradas em filtros

de politetrafluoretileno (PTFE), de 0,22 ym, previamente as dilui¢cdes.

Figura 8 - Aspecto das amostras de agua separadas de emulsdes de petréleo utilizadas neste trabalho.
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A agua utilizada neste trabalho foi destilada, desionizada em uma coluna de
troca ibnica e, posteriormente, purificada em um sistema Milli-Q® (Milli-Q® Ultrapure
Water Purification Systems, Millipore, EUA) apresentando resistividade final de 18,2

MQ cm. Acetonitrila e metanol (grau LC-MS, Merck, Alemanha) e acido
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hepatafluorbutirico - HPFB (Sigma Aldrich, Alemanha) foram utilizados no preparo das
fases moveis para cromatografia. Além disso, para o preparo das solugdes
regenerantes utilizadas na supressdo, foi utilizado hidroxido de tetrabutilamdnio
hidratado - TBAOH (C16H37NO.30H20) (Sigma Aldrich) e hidroxido de potassio P.A
(Sigma Aldrich). Para acidificar a fase moével, bem como para o ajuste de pH, foi
utilizado acido cloridrico 37% (Sigma Aldrich) diluido em agua. A simulacao de matriz
e verificacdo de possiveis interferéncias na presencga de sal foi feita utilizando cloreto
de sdodio P.A. (Merck, Alemanha). Ar comprimido foi utilizado na pressurizagdo dos
frascos contendo a solugédo regenerante (4 L pressurizable regenerant reservoir,
Thermo Scientific, EUA).

Para a determinagdo dos acidos organicos por cromatografia foram utilizados
padrées monoelementares dos acidos formico (C1), acético (C2), propidnico (C3),
butirico (C4), pentandico (C5), hexandico (C6), heptandico (C7), octandico (C8),
nonandico (C9) e decandico (C10) (Sigma Aldrich). Para a determinagao de anions
por cromatografia foi utilizada uma solugdo de referéncia multielementar 10 mg L'
(Fluka, Sigma Aldrich). Ainda, foram utilizados padrdes puros, grau P.A., clorato de
potassio (Merck), bromato de potassio (Merck) e nitrito de sodio (Merck) para o preparo
de solugdes estoque de 1000 mg L.

A avaliacao da exatidao foi feita utilizando material de referéncia certificado
(CRM 46975) Volatile free acid mix, 10 mmol L' (TraceCERT®, Sigma Aldrich),
contendo os seguintes acidos: férmico, acético, propiénico, isobutirico, butirico,

isopetandico, pentandico, iso-hexandico, hexandico e heptandico.

3.2 INSTRUMENTACAO

Para a determinagdo de anions e acidos orgéanicos foi utilizado um
cromatégrafo de ions Dionex ICS 5000* (Thermo Scientific) equipado com: mddulo
contendo duas bombas, uma para eluicdo isocratica, com um canal, e outra que
possibilita a eluicdo por gradiente, com quatro canais, (DP 5000 Dual
Gradient/isocratic Pump); compartimento para a utilizagdo de até duas colunas, dois
supressores e dois detectores de condutividade (DC Detector and Chromatography);
amostrador automatico (AS-AP Autosampler); dois detectores de condutividade (ICS-
5000 Analytical CD Conductivity Detector); um detector por UV (ICS-Series Variable
Wavelenght Detector VWD), sistema de geragao de fase movel (EG Eluent Generator)
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com cartucho contendo solugéo saturada de KOH (EGC 500 KOH). O sistema possui,
ainda, um detector por espectrometria de massas (MSQPIlus Single Quadrupole Mass
Spectrometer) equipado com fonte de ionizagdo por eletronebulizagdo (ESI) e com
bomba auxiliar para limpeza da interface (AXP-MS auxiliary pump).

Para a determinagdo de anions e acidos orgéanicos por troca iénica, foi
utilizada uma coluna analitica Dionex lonPac AS11-HC-4 ym (2 x 250 mm), pré-
coluna Dionex lonPac AGH11-HC-4 ym (2 x 50 mm), com modo de supressao
eletrolitica de troca anidnica Dionex (AERS 500 2mm Anion Electrolytically
Regenerated Suppressor) e detector de condutividade (CD).

A determinacao de acidos organicos em coluna de exclusdo idnica, foi feita
utilizando uma coluna analitica Dionex lonPac ICE-AS1 (4 x 250 mm), pré-coluna
Dionex lonPac ICE-AG1 (4 x 35 mm), detecgdo por CD, ultravioleta (UV) e
espectrometria de massas (MS). Finalmente, a determinagao de acidos organicos
por pareamento iénico foi utilizando uma coluna analitica Dionex lonPac NS1 10
gm (4 x 250 mm), pré-coluna Dionex lonPac NG1 10 ym (4 x 35 mm) e detector
por MS e supressor quimico (ACRS-ICE 500 4 mm Anion Chemically Regenerated
Suppressor) utilizando regeneragdo externa com hidroxido de potassio 2,5
mmol L.

Na Figura 15 (ver no final deste capitulo, 3 Materiais e Métodos) é mostrado
um resumo das atividades realizadas para a determinagdo de acidos orgénicos
nas amostras de agua separadas de emulsdes de petroleo e as otimizagdes feitas
utilizando os diferentes tipos de colunas.

A determinacgao de cloro foi feita em um espectrémetro de emissao optica com
plasma indutivamente acoplado (modelo Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical
Instruments, Alemanha). Este espectrdmetro € equipado com nebulizador pneumatico
do tipo cross-flow (Spectro Analytical Instruments), cAmara de nebulizagao de duplo
passo (Scott, Spectro Analytical Instruments) e tocha com injetor de quartzo de 2,5 mm
de diametro interno (Spectro EOP Quartz Torch, Glass Expansion, Australia). Para as
determinacgdes, a poténcia do gerador de radiofrequéncia foi de 1500 W, e as vazdes
de arg6nio, como gas principal, auxiliar e nebulizador foram de 12, 1,0 e 1,0 L min™',
respectivamente. O comprimento de onda monitorado para CI foi de 134,724 nm.

A determinagao de pH para a caracterizagdo das amostras foi feita utilizando
um pHmetro (Digimed DM-20, Brasil) com eletrodo de pH (electrode plus 6.0262.100,

Metrohm, Suiga). A calibracao e verificagao foi feita com solugdes tampao de pH 4 e
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pH 7. Para a quantificacdo, foram utilizados 3 mL de amostra previamente
homogeneizados, manualmente. Os procedimentos de pesagem foram efetuados em
balanca analitica (AY220, Shimadzu, Brasil) com resolugdo de 0,0001 g e carga
maxima de 220 g.

3.3 DETERMINACAO DE ANIONS E ACIDOS ORGANICOS POR
CROMATOGRAFIA

Para a determinacao de anions e acidos organicos por cromatografia foram
testados e otimizados trés tipos de colunas diferentes, disponiveis no laboratdrio.
Inicialmente, foram feitos alguns testes utilizando coluna de troca ibnica, que é o
sistema comumente utilizado, principalmente, na determinacdo de anions.
Posteriormente, foram utilizadas as colunas de exclusdo ibnica e pareamento i6nico

para a quantificagdo de acidos organicos.

3.3.1 Coluna de troca ionica

As condigbes utilizadas para a separacgao utilizando a coluna de troca iénica
foram, inicialmente, baseadas em aplicagcbes recomendadas pelo fabricante
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a). Para a separagdo em coluna de troca
ibnica, a fase movel utilizada foi gerada eletroquimicamente a partir de uma
solucao de hidroxido de potassio (cartucho de gerador de eluente). Apds a geragao
da fase modvel, a solugao passa por uma coluna de trapeamento de ions (CR-ATC),
para remover possiveis anions interferentes, como cloreto e sulfato, que possam
estar presentes na agua. A regeneragao, tanto do supressor, quanto da CR-ATC,
foi feita com a prépria solugado que sai do CD. A Figura 9 mostra um esquema do

sistema cromatografico para a utilizagcdo de cromatografia de troca iénica.
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Figura 9 - Esquema da montagem do sistema cromatografico para a separagdo de anions e acidos
organicos utilizando cromatografia de troca idnica.
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Para as otimizagdes, foi utilizada solugdo de referéncia contendo 5 mg L-! dos
acidos formico (C1), acético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), pentandico (C5),
heptandico (C7) e octandico (C8), além de 0,5 mg L' dos anions F-, ClI, Br, NOgz",
CO3?%, S04 e PO4*. Cabe salientar que os acidos organicos, devido as condigdes
utilizadas na cromatografia de troca idnica, estardo na sua forma dissociada.

Inicialmente, foram avaliadas diferentes temperaturas do compartimento da
coluna (25, 30 e 35 °C), seguido de mudangas no programa de eluicdo de gradiente.
A Tabela 4 mostra as condigbes cromatograficas recomendadas pelo fabricante
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a) utilizadas nos testes iniciais.
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Tabela 4 - Condigdes cromatograficas recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2017a) para a determinagao de anions e acidos organicos por troca idnica.

Coluna Dionex lonPac AS11-HC-4um (2 x 250 mm)
Pré-coluna Dionex lonPac AGH11-HC-4um (2 x 50 mm)
Fase moével KOH (Dionex EGC-KOH cartrige)

Programa e gradiente de eluicéo
Tempo, min KOH, mmol L

0-7 1
7-16 1-15
16 - 25 15-30
25-33 30-60
33-35 60
35-36 60 -1

Vazao 0,3 mL min™*

Volume de injecao 10 uL

Tempo de corrida 40 min

Temperatura da coluna 30 °C

Detector Condutividade

Supressor eletrolitico AERS 500

Auto-regeneragéao

3.3.2 Coluna de exclusao idnica

Os parametros cromatograficos, assim como na troca ibnica, inicialmente
avaliados para a separagédo de acidos organicos, foram baseadas em aplicagdes
recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017b), utilizando
solucdes de referéncia. Para o uso da coluna de exclusao ibnica, o sistema foi
montado com os detectores de CD, UV e MS em série, conforme esquema mostrado
na Figura 10. Ainda, previamente ao CD, foi utilizada um supressor quimico, com
regeneracdo externa. Para o sistema de regeneracdo, foi utilizado um frasco
pressurizado com, aproximadamente, 2,5 psi de ar comprimido. E importante
mencionar que, para a regeneragao do supressor, o fabricante (Thermo Fisher
Scientific) recomenda o uso destes frascos e nao o de bombas peristalticas, para a

manutencao de uma vazao constante.
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Figura 10 - Esquema da montagem do sistema cromatografico para a separagao de acidos organicos

utilizando coluna de exclusao idnica.
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As condigbes cromatograficas recomendadas e baseadas em aplicagdes do
fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017b) estdo mostradas na Tabela 5.
Estas condigdes foram utilizadas para os testes iniciais de separag¢ao neste sistema.
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Tabela 5 - Condigdes cromatograficas recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2017b) para a determinagédo dos acidos organicos C1 a C5 utilizando

coluna de exclusao idnica.

Coluna Dionex lonPac ICE-AS1 (4 x 250 mm)
Pré-coluna Dionex lonPac ICE-AG1 (4 x 35 mm)

Fase movel Acido heptafluorbutirico (HPFB) 1 mmol L
Vazao 0,16 mL min™’

Volume de injecao 10 uL

Tempo 60 min
Temperatura 19 °C
Detectores Condutividade

Supressor quimico ACRS-ICE 500

Regeneracao externa com TBAOH 5 mmol L

Vazao do regenerante: 5 mL min-"

Ultravioleta

UV 1: 210 nm

Espectrometro de massas

Fonte de ionizagao: ESI

Temperatura do probe: 450 °C

Potencial da agulha: 3 kV

Modo: negativo (full scan)

Parametros
Acido

C1
C2
C3
C4
C5

Razao massa/carga (m/z)

45
59
73
87
101

Cone (V)
50
50
50
50
50

3.3.2.1 Otimizagdo das condigbes cromatograficas

Para as otimizagdes, foi utilizada solugdo de referéncia contendo 50 mg L' dos

acidos formico (C1), aceético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), pentandico (C5),

heptandico (C7) e octandico (C8), preparada em agua e as condigbes mencionadas

na Tabela 5.
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3.3.2.1.1 Avaliagao da adi¢ao de acetonitrila pés-coluna

A fim de melhorar as condi¢cdes de ionizagdo, foi adicionada acetonitrila a fase
movel previamente a inje¢do no espectrdmetro de massa. Para isso, foi montado, na
saida do detector de UV, um conector com trés vias, em forma de “T”, com um canal
disponivel para a introdug¢ao de acetonitrila, outro para a fase moével e um para a saida
da mistura. A Figura 11 mostra um esquema da montagem do sistema com o conector
de trés vias para a adi¢cao de acetonitrila a fase mével com uma bomba auxiliar, na
vazdo de 0,1 mL min'. Cabe salientar que deve se tomar cuidado com a instalacdo
deste sistema devido as limitagdes deste tipo de coluna (pressao maxima de trabalho
de 1000 psi).

Figura 11 - Esquema da montagem com conector de trés vias para adi¢ao de acetonitrila na fase movel
do sistema cromatografico para a separagao de acidos organicos utilizando coluna de
excluséo ibnica.

Eluente
B O*b a Regeneragao
Externa
Amostrador Pré-Coluna Coluna i
(ICE-AG1) (ICE-AS1) !
Supressora N Detectorde
ACRS-ICE500 | 7 | condutividade
: Y
Residuo Detectorde
uv
e A
Detectorde
MS

3.3.2.1.2 Avaliagédo da temperatura do compartimento da coluna

A separacao dos acidos organicos C1 a C5 foi avaliada nas temperaturas de
19, 25, 30 e 35 °C utilizando a detecgao por UV. A vazao da fase movel foi alterada

para 0,1 mL min-' em fungdo do aumento da press&o da coluna.
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3.3.2.1.3 Avaliagao da concentracéo de acido heptafluorbutirico da fase movel

As concentragbes de acido heptafluorbutirico (HPFB) como fase movel
avaliadas foram de 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,1 e 0,05 mmol L-'. Assim como na avaliagdo

da temperatura, a vaz&o da fase mdvel foi mantida em 0,1 mL min-".

3.3.2.1.4 Avaliacédo da concentracado de hidréxido de tetrabutilamonio utilizado como

solucdo regenerante no sistema de supressao

A fim de diminuir o consumo de reagente da solugao regenerante utilizada no
supressor quimico, foram avaliadas concentracées de TBAOH de 5, 2,5, 1, 0,5 e
0,25 mmol L. A vazdo do regenerante foi diminuida para, aproximadamente,
2,5 mL min-' (condigdo recomendada é de 5 mL min-!, para vazido de fase movel de

0,16 mL min"), em fungdo da diminuigdo da vazao de fase mével para 0,1 mL min-'.

3.3.2.2 Separagéo de cloreto utilizando sistema bidimensional e coluna de excluséo

ibnica

A separacao de CI foi feita utilizando, na primeira dimensao, a pré-coluna de
exclusao idnica e, na sequéncia, como segunda dimensao, separando os acidos em
coluna de mesmo material. Assim, é feita uma prévia separacado deste CI- em uma
pré-coluna, sendo que durante os primeiros minutos a solugao que elui da pré-coluna
é direcionada para o residuo (separagdo da matriz). Apos a eluicdo do CI, com o
auxilio de uma segunda valvula de desvio, a solugéo € entdo direcionada para a
coluna de exclusao idnica, para a separagao dos acidos organicos. Cabe salientar
que, por esta coluna nao suportar valores de pressdao maiores que 1000 psi, ndo foi
possivel usar uma coluna na primeira dimensao, somente uma pré-coluna. A Figura
12 mostra um esquema da montagem do sistema bidimensional para separagao de

Cl- e posterior determinag&o de acidos organicos em coluna de exclusao iénica.
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Figura 12 - Esquema ilustrativo da montagem do sistema bidimensional para a separagdo de Cl- e
posterior separagao de acidos organicos utilizando coluna de exclusao idnica.
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Para a avaliagdo das condicbes de separacao utilizando o sistema
bidimensional, os testes iniciais foram feitos de acordo com as condigdes mostradas
na Tabela 6, utilizando uma solugdo de referéncia de acidos organicos de 25 mg L
em 150 g L' de CI-.
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Tabela 6 - Condigdes cromatograficas otimizadas para a separagao dos acidos organicos C1 a C5 em
sistema bidimensional com coluna de exclusdo ibnica em amostras de aguas separadas de
emulsdes de petréleos.

Primeira dimenséo Dionex lonPac ICE-AS1 (4 x 250 mm)
Segunda dimensdo  Dionex lonPac ICE-AG1 (4 x 35 mm)
Fase movel Acido heptafluorbutirico (HPFB) 1 mmol L™’
Vazao 0,1 mL min™*
Volume de injegcao 10 yL
Tempo primeira dimensdo 4,5 Min
Tempo segunda dimensao 4.5 - 50 min
Temperatura 35°C
Detectores Condutividade
Supressor quimico ACRS-ICE 500

Regeneragao externa com TBAOH 0,5 mmol L

Vazao do regenerante: 2,5 mL min-"

Ultravioleta
UV 1: 210 nm

Espectrometro de massas
Fonte de ionizagao: ESI
Modo: negativo (SIM)
Temperatura do probe: 450 °C
Potencial da agulha: 3 kV

Parametros

Acido Razao massalcarga (m/z) Cone (V)
C1 45 50
C2 59 50
C3 73 50
C4 87 50
C5 101 50

3.3.2.2.1 Avaliacédo do tempo na primeira dimensao para eliminagao de cloreto

Para a eliminacao de CI, na primeira dimensao, foram avaliados tempos de 3,4
a 4,5 min, com variagcoes de 0,1 min. As avaliagdes foram feitas com solucdes de

referéncia de 25 mg L' dos acidos C1 a C5 em 150 g L' de CI-.
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3.3.2.2.2 Avaliagado da concentracao de cloreto na separagédo dos acidos organicos

C1 a C5 utilizando sistema bidimensional

A avaliagao da influéncia da concentracédo de sal na separacao dos acidos C1
a C5 utilizando o sistema bidimensional foi feita utilizando solugcdes de referéncia de
25 mg L' dos acidos (C1 a C5) em concentragdes de 125, 100, 75, 50, 25 e 10 g L™
de CI e H20. Os testes foram feitos utilizando-se 3,8 e 3,9 min de tempo para a

eliminacdo de Cl- na primeira dimensé&o.

3.3.3 Coluna de pareamento i6nico

Os parametros cromatograficos, assim como nas outras colunas utilizadas
neste trabalho, inicialmente avaliados para a separagédo de acidos organicos foram
baseadas em aplicagcbes recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2017c), utilizando solugbes de referéncia. Quando foi utilizada a coluna
de pareamento ibnico, o sistema foi montado com os detectores de CD e MS em série,
conforme esquema mostrado na Figura 13. Ainda, previamente ao CD, foi utilizada
um supressor quimico, com regeneragao externa. Assim como na exclusao ibnica,
para o sistema de regeneragdo, foi utilizado um frasco pressurizado com,

aproximadamente, 2,5 psi de ar comprimido.

Figura 13 - Esquema da montagem do sistema cromatografico para a separagao de acidos organicos
utilizando coluna de pareamento iénico.
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Supressora N Detectorde
ACRS-ICE500 ¥ | condutividade
| Y
Residuo Detectorde
MS

As condigbes cromatograficas recomendadas e baseadas em aplicagdes do
fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017c), estdo mostradas na Tabela 7.

Estas condigbes foram utilizadas para os testes iniciais de separagao neste sistema.
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Tabela 7 - Condigdes cromatograficas recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2017c) para a determinagdo dos acidos organicos C1 a C5 utilizando
coluna de pareamento idnico.

Coluna Dionex lonPac NS1 (4 x 250 mm)
Pré-coluna Dionex lonPac NG1 (4 x 50 mm)
Fase movel A: ACN 24%, MeOH 6%, HCI 0,03 mmol L™’

B: ACN 60%, MeOH 24%, HCI 0,05 mmol L™

Programa e gradiente de elui¢ao
Tempo, min %B

0-20 0-100
20-40 100
Vazéao 0,3 mL min’
Volume de injecao 10 uL
Tempo 40 min
Temperatura 42 °C
Detector Condutividade

Supressor quimico ACRS-ICE 500
Regeneracao externa com KOH 2,5 mmol L

Vazao do regenerante: 2,5 mL min-!

Espectrometro de massas
Fonte de ionizagao: ESI
Temperatura do probe: 450 °C
Potencial da agulha: 3 kV
Modo: negativo (full scan)

Pardmetros
Acido Massa (m/z)  Cone (V)
C1 45 50
C2 59 50
C3 73 50
C4 87 50
C5 101 50
Cé6 115 50
Cc7 129 50
C8 143 50
C9 157 50

Cc10 171 50
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Para as otimizagbes da separagdo cromatografica, utilizando coluna de
pareamento iénico, foi utilizada solugdo de referéncia contendo 10 mg L-! dos &cidos
férmico (C1), acético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), pentandico (C5), heptandico
(C7), octandico (C8), nonandico (C9) e decandico (C10) preparada em acetonitrila e
as condi¢cdes mencionadas na Tabela 7. Foram avaliadas, inicialmente, as condi¢cdes
do espectrometro de massas, como o potencial aplicado no cone de amostragem e a
interferéncia da presenca de sal na ionizagdo e sinal dos acidos organicos. Na
sequéncia, foi avaliada a temperatura utilizada no compartimento da coluna para a
separagdo dos acidos orgéanicos de cadeia simples e linear C4, C5 e C6,
principalmente, em relagao as suas espécies “iso” (acidos isobutirico, isopentandico e

isohexandico, presentes no CRM.
3.3.3.1 Avaliagdo das condigbes utilizando espectrometria de massas

Inicialmente, foram feitas avaliagdes em relagao as condigdes de ionizagao do
espectrometro de massas. Para isto, as corridas cromatograficas foram baseadas nas
condicdes da Tabela 7, usando-se os sinais dos ions extraidos obtidos do modo full
scan.
3.3.3.1.1 Avaliagao do potencial aplicado no cone de amostragem

A intensidade de sinal para os acidos C1 a C10 foi avaliada em potenciais de
25, 50, 75, 100, 125 e 150 V, utilizando uma solugdo de referéncia de 10 mg L™,
preparada em acetonitrila.

3.3.3.1.2 Avaliagao da presenga de sal na ionizagao dos acidos C1 a C10

Os acidos organicos C1 a C10 foram avaliados, quanto a intensidade de sinal
obtido por MS, utilizando-se uma solugao de referéncia preparada em 150 g L.

3.3.3.2 Avaliagdo da temperatura do compartimento da coluna

A separagdo dos acidos organicos C1 a C7, bem como das espécies

isobutirico, isopentandico e iso-hexandico foi avaliada nas temperaturas de 10, 15, 20,
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25, 30 e 42 °C, utilizando o CRM 46975 0,05 mmol L-' em acetonitrila. Esta avaliagéo
foi feita utilizando o CRM 46975.

3.3.3.3 Extracdo em fase solida para remocgéo de cloretos

Com a finalidade de remover o ClI- das amostras de aguas separadas de
emulsdes de petréleo, foi testada a filtragdo utilizando cartuchos de SPE de C18
(500 mg, 3 mL, Bond Elut, Agilent, EUA). Para todas as otimizagdes, foram utilizados
2,5 mL da solugéo de referéncia dos acidos organicos C1 a C10 de 10 mg L', em
150 g L' de CI-, preparada em uma mistura de 15% de metanol + 70% de acetonitrila
e 2,5 mL do eluente. A Figura 14 ilustra um esquema do procedimento utilizado para
as filtragdes utilizando SPE. Os volumes de solucao de referéncia e de eluente foram
mantidos, sendo que foi avaliado, incialmente, o volume de agua necessario para a
remocao do CI. Além disso, foi feita a avaliacdo do melhor eluente para os acidos C5
a C10, bem como a necessidade de uma etapa de condicionamento do cartucho de
SPE.

3.3.3.3.1 Avaliagado do volume de agua para remogao de cloreto

Inicialmente, foi feita a avaliagdo do volume de agua necessario para a remogao
de todo o CI-do cartucho. Para isto, foram utilizados 30 mL de agua, separados em
aliquotas de 3 mL cada. As aliquotas foram quantificadas, individualmente, quanto ao
teor de CI. O esquema da Figura 14 ilustra o procedimento padrdo adotado para a
SPE na avaliagdo do eluente e, também, na avaliagdo do condicionamento do
cartucho de SPE.

3.3.3.3.2 Avaliacéo do eluente

A avaliagao para a verificacdo do solvente mais adequado para a eluigdo dos
acidos organicos retidos na fase estacionaria de C18 foi feita utilizando metanol,
acetonitrila, mistura de 50% de acetonitrila + 50% de metanol (v/v) e 75% de

acetonitrila + 25% de metanol (v/v).
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Figura 14 - Procedimento de SPE inicialmente utilizado para a eliminagao de Cl-em amostras de aguas
separadas de emulsdes de petréleo.
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[ A \ — Metanol
2,5mL de amostra/ 30mL de H,0 — 50% de Acetonitrila + 50% de Metanol
soluggo de referéncia (Aliquotas de 3 mL) — 75% de Acetonitrila + 25% de Metanol

e e
C18 Cc18 Cc18
ga
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3.3.3.3.3 Avaliagao do condicionamento do cartucho para extracédo em fase sélida

Foi avaliada a influéncia do condicionamento na recuperagdo dos acidos
utilizando H20 e o eluente (mistura de 75% de acetonitrila + 25% de metanol)
previamente a adicdao da amostra. Desta forma, o condicionamento consistiu na
adigcao de 5 mL da mistura 75% de acetonitrila + 25% de metanol, 5 mL de H20,
seguidos da adigao dos 2,5 mL de padréo.

3.4 TRATAMENTO DE DADOS

Os dados da cromatografia foram adquiridos pelo software Chromeleon 7.2.2,
incluindo os dados das curvas de calibragdo, como a equacgéo da reta e R?, além dos
parametros de tempo de retencao, fator de retencéo, resolugdo e assimetria dos
anions e acidos organicos de cadeia curta e linear avaliados neste trabalho.

Para os calculos dos LOQ, foram feitas diluicdbes sucessivas de solugdes de
referéncia até a menor concentragdo que obtivesse linearidade, desvio padrao e
exatidao aceitaveis (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
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QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).

Os LODs foram calculados a partir dos LOQs, dividindo-se estes por 3,3, de
acordo como recomendado pelo INMETRO, nao levando em consideracdo a soma da
area dos brancos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).
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Figura 15 - Representacdo esquematica das avaliagbes e otimiza¢des para a quantificagdo de anions e acidos organicos em amostras de aguas separadas de
emulsoées de petréleo.
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4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Inicialmente, foi feita a caracterizagdo das amostras de agua separadas de
emulsdes de petrdleo do pré-sal com a determinagcdo do pH e de cloreto. Cabe
salientar que a determinagao do teor de 6leo das amostras nao foi feita neste estudo.
Para estas determinacdes, as amostras foram previamente filtradas em filtros de PTFE
de 0,22 um. Os resultados para a determinagcao destes parametros estdo mostrados

na Tabela 8. As amostras foram identificadas em ordem crescente de concentragao

de CI- (primeira coluna).

Tabela 8 - Determinagao de pH e cloreto por ICP-OES em aguas separadas de emulsdes de petrdleo.

(n=1)

Amostra Cl, gL pH
A 0,212 3,0
B 8,53 7,2
C 33,1 6,3
D 48,8 8,2
E 61,8 6,2
F 75,1 5,9
G 79,4 47
H 92,0 6,5
[ 102 4,6
J 109 4,9
K 121 5,8
L 126 5,6
M 130 5,7
N 133 4,8
0] 138 5,2

Como pode ser observado, as amostras possuem ampla faixa de pH, variando
de pH 3,0 (amostra “A”) a pH 8,2 (amostra “D”). Além disso, de uma forma geral, as
amostras apresentam alta concentracéo de ClI- (acima de 10% nas amostras |, J, K, L,

M, N e O), podendo chegar a cerca de 14%, como € o caso da amostra “O”. A
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concentragcdo de CI nas amostras, no geral, é relativamente maior do que as
concentragdes normalmente reportadas na literatura para petroleos do pés-sal (média
de 10 a 30 g L' de CI) (BARTH, 1991), o que € uma caracteristica das amostras

oriundas dos pocos do pré-sal.

4.2 DETERMINAGCAO DE ACIDOS ORGANICOS POR CROMATOGRAFIA

A determinagao de acidos organicos utilizando cromatografia liquida, na maior
parte das vezes, baseia-se na separagcao destes em colunas de exclusio ibnica e
posterior determinagao por condutividade (PITTMAN e LEWAN, 1994; LESTER, et al.,
2015). Porém, o objetivo inicial do trabalho foi quantificar tanto os anions quanto os
acidos organicos em uma mesma separagao cromatografica. Os anions, em sua
maioria, possuem pouca interacdo com a fase estacionaria utilizada para exclusao
ibnica e, desta forma, ndo sédo separados utilizando este tipo de coluna.

Assim, apds a caracterizacao inicial das amostras, foi feita a otimizacado das
condigdes cromatograficas para a separacéo de anions e acidos organicos utilizando
a coluna de troca idnica. Devido as caracteristicas das amostras (alta concentragéo
de cloreto), foram avaliadas, também, colunas de exclusao idbnica e pareamento idnico

para a quantificagdo dos acidos organicos.

4.2.1 Avaliacao da capacidade de separagcao da coluna de troca idnica

Os parametros cromatograficos inicialmente avaliados para a separagao de
acidos organicos e anions utilizando a coluna de troca i6nica foram baseadas em
aplicagdes recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a),
utilizando solucdes de referéncia. A separacéo foi feita utilizando uma coluna Dionex
lonPac AS11-HC, com gradiente de KOH como fase mdével, temperatura do
compartimento da coluna de 30 °C e deteccdo por condutividade com supressao
eletrolitica. Para as otimizagdes, foi utilizada solugéo de referéncia contendo 5 mg L
dos acidos formico (C1), acético (C2), propidnico (C3), butirico (C4), pentandico (C5),
heptanoico (C7) e octandico (C8), além de 0,5 mg L' dos &nions F-, CI, Br, NOgz",
CO3?%, SO4% e PO4%. O acido hexandico (C6) no foi utilizado nas otimizagées iniciais
devido a indisponibilidade de solugdo de referéncia durante estes estudos. Cabe

salientar que os acidos organicos, devido a utilizacdo de KOH como fase mével na
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cromatografia de troca idnica, estardo na sua forma dissociada (pH > 10). A Tabela 4,
no item 3.3.71 de Materiais e Métodos, mostra as condigcdes recomendas e utilizadas

para a separagao de anions e acidos organicos por troca iénica.

4.2.1.1 Otimizagdo das condi¢cbes cromatograficas

Inicialmente, para a confirmacao dos tempos de retengao dos ions, foi feita a
injecdo de cada padrao individualmente. Cabe salientar que, acidos organicos de
cadeia maior de oito carbonos ndo foram separados utilizando este tipo de coluna,
nestas condi¢gdes, mesmo aumentando-se o tempo de corrida cromatografica para
mais de 100 min. Apdos a confirmagao dos tempos de retencao, foi feita a injegdo da
solugao de referéncia contendo os anions e acidos organicos. Foi observado que, nas
condicbes recomendadas, ocorreu a coeluicdo de sulfato, carbonato e acido
heptandico, como é mostrado na Figura 16. A separagao do acido C6 nao foi avaliada

devido a indisponibilidade de solugao de referéncia durante o estudo.

Figura 16 - Cromatograma para anions (0,5 mg L") e acidos organicos* (5 mg L") apds a separacao
em coluna de troca ibnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase
movel, temperatura de 30 °C e detecgao por condutividade com supressao eletrolitica.
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*Com excecéo do acido hexandico (C6).

Para melhorar a separacao e resolugao destes ions, inicialmente, optou-se por
avaliar a temperatura do compartimento da coluna. Para isto, foram avaliadas

temperaturas de 25, 30 e 35 °C. Cabe salientar que temperaturas menores nao foram
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utilizadas, pois a separacgao dos ions foi pior do que quanto utilizada a temperatura de
30 °C recomendada pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a) e
geralmente utilizada para este método. Da mesma maneira, temperaturas maiores
nao foram utilizadas, pois a temperatura de 35 °C foi eficiente para a separacédo dos
ions que estavam coeluindo. A Figura 17 mostra os cromatogramas obtidos para
solugédo de referéncia de anions (0,5 mg L) e acidos organicos (5 mg L") nas
temperaturas avaliadas. E importante mencionar que a separacdo do acido C6 n&o foi
avaliada devido a indisponibilidade de solucéo de referéncia durante o estudo.
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Figura 17 - Cromatograma para anions (0,5 mg L") e acidos organicos* (5 mg L") apds a separagao
em coluna de troca ibnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase
movel, nas temperaturas de A: 25 °C, B: 30 °C, C: 35 °C e detecgao por condutividade com
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Conforme pode ser observado pelos cromatogramas da Figura 17, a utilizagao
de 35 °C no compartimento da coluna foi eficiente para a separacao de sulfato,
carbonato e acido heptandico, além dos demais ions avaliados. Quando 35 °C foram
utilizados (Figura 17-C) os sinais mostraram boa resolugé&o (Rs > 1,5) sendo essa a
temperatura escolhida para as proximas avaliagcdes. A temperatura influencia na
solubilidade, difusividade e viscosidade da fase movel. Com o aumento da
temperatura, ocorre uma diminuicdo da viscosidade da fase movel e consequente
aumento da velocidade de difusdo, aumentando, assim, a transferéncia de massa
entre a fase movel e a fase estacionaria (LANCAS, 2012; MEYER, 2004). Com isso,
a eficiéncia de separagao (numero de pratos teoricos) € maior, afetando diretamente
na melhora da resolugao dos sinais. Isto pode ser observado comparando-se os trés
cromatogramas na regido do tr de 20 a 30 min. Nas Figuras 17-A e 17-B, os ions
carbonato, sulfato e heptanoato coeluem, ndo sendo possivel identifica-los. Com o
aumento da temperatura para 35°C, e a melhora na transferéncia de massa entre a
fase moével e a fase estacionaria, como mostrado na Figura 17-C, os ions foram
separados com resolugao adequada (Rs > 1,5).

Com a finalidade de melhorar ainda mais a separagao dos ions e obter melhor
resolucao dos sinais cromatograficos, foram feitas diversas alteragées no gradiente
de fase mével. A Figura 18 mostra um grafico com o gradiente de concentragédo da
fase movel inicial, indicado na aplicagdo do fabricante (THERMO FISCHER
SCIENTIFIC, 2014a) e o gradiente de fase movel otimizado para a determinagao dos

anions e acidos organicos deste trabalho.
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Figura 18 - Gradiente de concentragao de fase mével (KOH) inicial e otimizado para a determinagao de
anions e acidos organicos em coluna de troca idnica.
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Como pode ser observado pelo grafico da Figura 18, no gradiente de
concentracdo de KOH otimizado, a concentragdao de KOH foi mantida estavel em 8
mmol L', no intervalo de 12 a 14 min e a partir deste, aumentar para 15 mmol L-' dos
14 aos 16 min de programa. Esta alteragao possibilitou uma melhor separagao dos
acidos C3, C4 e C1, que eluem nesta faixa de tempo. O aumento mais lento da
concentragado da fase movel, ou seja, um aumento gradual da forga ibnica, possibilita
que estes acidos possam interagir mais tempo com a coluna, devido ao equilibrio da
concentracdo de ions de fase movel, facilitando, desta forma, a separacdo das
especies (CASS e CASSIANO, 2015)

Ainda, a partir dos 16 min, a concentragcdo de fase movel também foi alterada
para um aumento de gradiente mais lento do que o inicial, a fim de melhorar a
separacgao entre C5 e Cl, como também, dos outros ions que eluem na sequéncia
(C6, Br, NO3-, CO3%, C7 e SO4%). Na sequéncia, de 29 a 38 min, o gradiente de eluigéo
foi, entdo, aumentado de 20 a 60 mmol L', possibilitando, desta forma, a eluicdo dos
ions maiores, como o PO43 e do C8. Estes ions possuem uma interagdo mais forte
com a fase estacionaria da coluna e, desta forma, precisam de uma fase movel com
uma forga ibnica maior para serem eluidos em tempos menores (FRITZ e GJERDE,
2009; WEISS, 2004).

Na Tabela 9 estdo mostradas as condigbes cromatograficas otimizadas,
incluindo o novo programa e gradiente de elui¢cdo, para a determinacao de anions e

acidos organicos utilizando-se coluna de troca idnica.



92

Tabela 9 - Condigbes cromatograficas otimizadas utilizadas para a determinagéo de anions e acidos
organicos em coluna de troca ibnica.

Coluna Dionex lonPac AS11-HC-4um (2 x 250 mm)
Pré-coluna Dionex lonPac AGH11-HC-4um (2 x 50 mm)
Fase moével KOH (Dionex EGC-KOH cartrige)

Programa e gradiente de elui¢éo
Tempo, min KOH, mmol L'

0-7 1
7-12 1-8
12-14 8
14 - 16 8-15
16 - 20 15-17
20-25 17
25-29 17 - 20
29 -38 20-60
38-45 60
45 - 46 60 -1
46 - 50 1

Vazao 0,3 mL min™*

Volume de injecéo 10 yL

Tempo 50 min

Temperatura 35°C

Detector Condutividade com supressao eletrolitica

A Figura 19 mostra um cromatograma para solugéo de referéncia, na condigédo
otimizada, para a separagéo de anions (0,5 mg L") e acidos organicos (5 mg L™").
Como pode ser observado, até 15 analitos foram identificados e separados utilizando-

se a coluna de troca idnica.
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Figura 19 - Cromatograma para anions (0,5 mg L") e acidos organicos (5 mg L") apds a separagédo em
coluna de troca ibnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase
movel, temperatura de 35 °C e detecgao por condutividade com supressao eletrolitica.
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4.2.1.2 Validagdo do método analitico e quantificagdo de anions e acidos organicos

utilizando coluna de troca ibnica e detecgdo por condutividade

Para a separagédo utilizando coluna de troca idnica, alguns parametros foram
avaliados, como a faixa linear de calibragao, equacéao da reta, LOD e LOQ para cada
analito, além de resolugcao de sinal, assimetria, fatores de retencdo e separacao e
namero de pratos tedricos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Cabe salientar que a robustez
nao foi avaliada neste trabalho.

Para a obtencao da curva analitica, bem como a faixa linear de trabalho foram
seguidas as recomendagcées do INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Foram
utilizados, no minimo, 5 niveis de concentragao (3 replicatas). A Tabela 10 resume os
dados obtidos para a separacao dos acidos C1 a C5 por troca idnica e deteccao por

condutividade.
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Tabela 10 - Tempo de retengao (tr), nUmero de pratos tedricos, fator de retengdo e separacgéo, resolugcéo, assimetria, faixa linear, equagao da reta, coeficiente de
determinagéo, LOD e LOQ para a determinagéo de anions e acidos organicos* apds a separacdo em coluna de troca iénica (Dionex lonPac AS11-HC)
utilizando gradiente de KOH como fase moével, temperatura de 35 °C e detecgao por condutividade com supressao eletrolitica.

Espécie ts t:g?if(fs Ee?ctacr)wrggz szggﬁgggo Resolugdo  Assimetria Faixa Iir_wear Equacao da reta R2 LOD_ LOC_’
(min) (N) ) (o) (Rs) (As) (Mg L) (g L") (g L)
F- 9,77 15344 2,27 1,23 1,41 0,88 10-250 y =0,0007 x — 0,0004  0,9990 3,0 10
C2 11,36 10809 2,80 1,12 2,77 0,81 500-10000 y=0,0002x +0,0905 0,9974 151 500
C3 12,43 27423 3,14 1,04 1,40 0,87 100-2500 y =0,0001 x + 0,0214  0,9921 30,3 100
C1 12,76 60550 3,25 1,08 2,88 0,85 500-10000 y=0,0002x+0,1024 0,9969 151 500
C4 13,533 26974 3,51 1,21 6,15 1,42 500-10000 y=0,0001x+0,0267 0,9973 151 500
C5 15,697 27292 4,24 1,06 2,85 1,59 100-5000 y =0,0001 x + 0,0099  0,9990 30,3 100
CIl- 16,530 112908 4,51 1,23 6,66 1,09 25-500 y =0,0004 x + 0,0213  0,9996 7,57 25
C6 19,570 27417 5,55 1,13 5,82 1,84 50-5000 y =0,0001 x + 0,0022  0,9997 15,1 50
Br 21,783 141973 6,27 1,03 2,23 1,10 10-500 y =0,0002 x + 0,0008  0,9992 3,0 10
NOs 22,347 121584 6,45 1,11 5,32 1,09 50-1000 y =0,0002 x + 0,0105  0,9978 15,1 50
COs2™ 24457 37580 7,13 1,06 1,84 1,29 - - - - -
Cc7 25,650 15857 7,53 1,06 2,33 1,64 100-5000 y =0,0001 x + 0,0007  0,9991 30,3 100
SO+ 27,010 98754 7,98 1,41 7,60 1,11 10-1000 y =0,0003 x + 0,0014  0,9996 3,0 10
PO43 36,683 603097 11,24 1,03 1,68 1,14 10-1000 y =0,0001 x-0,0013  0,9980 3,0 10
C8 37,77 22211 11,57 - - 1,76 500-10000 y=0,0001x +0,0013  0,9975 151 500

*Os acidos C9 e C10 nao foram separados utilizando coluna de troca idnica.
**N&o foram obtidas correlagdes lineares para CO32- na faixa de 10 a 1000 ug L.
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Os dados obtidos para os anions e acidos organicos indicam que o método
otimizado proposto foi adequado para a separacgéo dos analitos (N > 1000, k > 2,0, a
> 1 e As < 2). A resolugéo para a maior parte dos analitos foi superior a 1,5, com
excecado do F e do C3, que apresentaram valores relativamente inferiores, porém
ainda adequadas para a separagdo. Em relagcdo a simetria dos sinais, os acidos
organicos com cadeias carbOnicas maiores que C5 foram os mais assimétricos,
provavelmente devido a maior interagdo destes com a fase estacionaria devido a
estabilizac&do da carga do ion.

Os coeficientes de determinagdo obtidos para os anions e acidos organicos
foram superiores a 0,992 e indicam boa adequacdo do ajuste linear a curva de
calibracdo. Porém, apenas o valor do coeficiente de determinacdo nao é suficiente
para garantir a adequabilidade da curva de calibracdo (RIBEIRO et al., 2008). Desta
forma, foi feita, também, a avaliacdo dos dados utilizando a planilha de validagao para
métodos analiticos univariados proposta por Ribeiro et al. (2008). A analise do grafico
dos residuos mostrou uma distribuicao uniforme dos dados, com varidncia constante
(homocedastidade), além da auséncia de amostras atipicas. Estes dados comprovam
que o ajuste linear, além da faixa linear de trabalho foram adequadas para a
determinagdo dos anions e acidos organicos, nas condigdes otimizadas.

De acordo com Lu, Mou e Riviello (2000) a alta concentragédo de cloreto em
solucdo pode trazer efeitos na determinacdo de anions, como a sobreposicdo de
sinais, utilizando colunas de troca idnica, como a coluna AS11-HC, utilizada neste
trabalho. Esta coluna possui capacidade maxima de troca total de ions de 290
peqv.(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017a). Porém, para a determinagao de anions
como F-, Br, NO3 e SO4%, com desvios menores de 10% na recuperagdo, os autores
encontram que as concentracdes maximas de Cl-permitidas em solugéo foram de 450,
4050, 12000, 4000 e 4000 mg L', respectivamente (LU, MOU e RIVIELLO, 2000).
Porém, o estudo ndo avaliou os efeitos da alta concentragcdo de cloreto na
determinagao dos acidos orgéanicos, como C5 e C6, que eluem préximos ao tr do CI-.

Assim, para a quantificagdo das amostras, as inje¢cdes foram iniciadas com a
amostra “A”, a qual possui a menor concentragdo de cloreto (0,212 g L™"). Para
minimizar efeitos de possivel saturacdo na coluna e interferéncias devido a
sobreposigao de sinal, a amostra foi diluida em, no minimo, 2 vezes (106 mg L' de
CI') para a quantificagao. Na Figura 20 esta mostrado o cromatograma da amostra “A”,
diluida 2 vezes.
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Figura 20 - Cromatograma para a amostra “A”, 2 vezes diluida, apds a separagao em coluna de troca
idbnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase movel,
temperatura de 35 °C e deteccdo por condutividade com supressao eletrolitica.
A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em azul é referente
a solucdo de referéncia contendo 5 mg L' dos acidos C1 a C8 e 0,5 mg L-'dos anions.
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Como pode ser observado, o valor da area do pico para cloreto foi relativamente
alto (aproximadamente 19 uS cm' min, cerca de 50 vezes maior que a area do Ultimo
ponto da curva de calibracdo), sendo que, nessas condi¢des, nao foi possivel
quantificar este ion. Entretanto, foi possivel identificar e quantificar os acidos C1, C2
e C3, além de sulfato nesta amostra, utilizando as condi¢cdes otimizadas e a diluigao
de 2 vezes. Cabe salientar que a concentragdo dos outros acidos (C4, C5, C6, C7 e
C8) e anions (F, CI, NO2, Br-, NOs, CO3> e PO4*) ficaram abaixo do LOQ
(Tabela 11).

Para confirmar os valores da quantificacido dos analitos, foram feitos ensaios
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de fortificagdo, com uma solugdo de referéncia de 10 mg L' para os acidos e
2 mg L' para os anions. A fortificagdo foi equivalente a 100% da concentragdo de
analito encontrada na amostra (BLIESNER, 2006). Previamente as quantificagdes, as
amostras foram diluidas para que as concentracdes ficassem dentro da faixa linear do
método para cada ion. As recuperagdes encontradas foram de 92 a 104%, para todos
os analitos, mesmo os que nao estavam presentes originalmente na amostra.

Para a quantificagdo dos anions e acidos organicos nas outras amostras, a fim
de minimizar possiveis problemas de saturagdo na coluna, bem como aumentar a sua
vida util, optou-se por diluir a amostra para uma concentracio de cloreto proxima a da
amostra anterior, de aproximadamente 100 mg L™'. Assim, a amostra “B” (8,53 g L™
de CI) foi diluida 80 vezes, previamente a injecdo em coluna de troca ibnica.
Entretanto, nessas condicdes, os resultados para a maior parte dos anions e todos os
acidos organicos ficaram abaixo do LOQ. Foi avaliada, entdo, a injecdo da amostra
diluida 40 vezes, com uma concentracdo de cloreto de, aproximadamente,
213 mg L™". Na Figura 21 pode ser observado o cromatograma da amostra “B”, diluida
40 vezes.
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Figura 21 - Cromatograma para a amostra “B”, 40 vezes diluida, apds a separagédo em coluna de troca
idbnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase movel,
temperatura de 35 °C e detecgdo por condutividade com supressao eletrolitica. A:
cromatograma completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em azul é referente a
solugdo de referéncia contendo 5 mg L' dos acidos C1 a C8 e 0,5 mg L' dos anions.
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Como pode ser observado pelo cromatograma da Figura 21-B, mesmo com a
amostra diluida 40 vezes, os sinais ficam deslocados em relacdo ao padrao, alterando
o tempo de retencao e, além disso, a linha base ficou mais alta apds a eluicdo do CI,
nao retornando ao seu valor inicial. Ainda, o valor da area do pico para cloreto foi
relativamente alto (aproximadamente 193 yS cm™, cerca de 470 vezes maior que a
area do ultimo ponto da curva de calibragao), sendo que, nessas condigbes, também
nao foi possivel quantificar este ion. Além disso, foram feitas inje¢des de agua apos
a injecdo da amostra e observou-se que ainda ficava ClI retido na coluna, sendo

necessaria duas corridas cromatograficas para que a concentragao deste diminuisse
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para menos de 1000 mg L™'. Entretanto, foi possivel identificar e quantificar os acidos
C1, C2 e SO4+?* nesta amostra, utilizando as condi¢des otimizadas e a diluigdo de 40
vezes. Cabe salientar que a concentragao dos outros acidos (C3, C4, C5, C6, C7 e
C8) e anions (F, CI, NO2, Br-, NO3", CO3?> e PO4*) ficaram abaixo do LOQ.

A fim de confirmar os valores encontrados, foram feitos ensaios de
recuperagao, com uma solugao de referéncia para os anions e acidos organicos e as
recuperacoes foram de 89 a 107%, para todos os analitos. Assim como para a amostra
“A”, as concentragdes adicionadas foram, aproximadamente, a mesma encontrada na
amostra, sendo a concentragao final igual ao dobro da concentragao original. A
amostra foi diluida, previamente a injegao, para que as concentragdes ficassem dentro
da faixa linear.

Ainda, foi feita a injegcdo da amostra C, diluida 100 vezes (concentragao final
de Cl-de, aproximadamente, 330 mg L") para a quantificagdo dos acidos orgéanicos e
anions. Na Figura 22 pode ser observado o cromatograma da amostra C, diluida 100

vezes.
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Figura 22 - Cromatograma para a amostra “C”, 100 vezes diluida, apds a separagao em coluna de troca
idbnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como fase movel,
temperatura de 35 °C e detecgdo por condutividade com supressado eletrolitica.
A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em azul é referente
a solucdo de referéncia contendo 5 mg L-' dos acidos C1 a C8 e 0,5 mg L' dos anions.
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Conforme pode ser observado no cromatograma da Figura 22-A, o sinal para
CI ficou assimétrico, com As = 0,78. De acordo com Snyder este valor deve ser
préximo de 1, indicando, assim, que o sinal & totalmente simétrico (SNYDER,
KIRKLAND e GLAJCH, 1997). Quanto mais simétrico o sinal, melhor é a separagao
dos componentes, pois a assimetria distorce o sinal, reduzindo o valor da eficiéncia
de separacado (NEUE, 1997). Além disso, a area para Cl foi de, aproximadamente,
520 vezes superior ao ultimo ponto da curva de calibragdo. Sinais cromatograficos
com valores de As < 1, geralmente, sdo devidos a saturacédo do detector e ndo de
sobrecarga da coluna cromatografica (POOLE, 2003).

A Figura 22-B mostra, pela ampliagdo do cromatograma, que a linha base ficou
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instavel no inicio da corrida cromatografica e, o sinal de Cl-encobriu o sinal do C6. A
quantificacdo dos acidos organicos e anions, nessa amostra, ndo foi possivel pois,
devido ao alto fator de diluicdo, maior parte dos valores ficaram abaixo do LOQ. A fim
de verificar a interferéncia da matriz, foram feitos ensaios de recuperacao, utilizando
solugédo de 5 mg L' dos acidos organicos e 0,5 mg L' dos &nions na amostra diluida
(100 vezes) e as recuperagdes, principalmente para os acidos de cadeias menores
(C1, a C6), foram inferiores a 80%.

Desta forma, maior parte das amostras de aguas separadas de emulsdes de
petroleo nao foram analisadas utilizando-se esta coluna devido a limitacdo em relagao
ao alto teor de CI presente nas amostras. Para a quantificacdo, utilizando este
mecanismo de separacgao, as amostras precisariam ser diluidas, no minimo, 2 vezes,
como é o caso da amostra “A”, até mais de 500 vezes, como é o caso da amostra “O”,
que possui a maior concentragéo de cloreto (138 g L).

Desta forma, a quantificacdo de anions nao foi possivel, na maior parte das
amostras, como é o objetivo deste trabalho. A limitagdo para a quantificacdo de anions
e acidos organicos, na mesma técnica de separagéo e detecgao € a concentracéo de
Cl- da amostra, que deve ser inferior a 100 mg L'. Devido a esta limitagdo, a
quantificacado utilizando coluna de troca ibénica foi feita somente nas amostras “A” e
“B”. Os resultados obtidos para os anions e acidos nas amostras “A” e “B”, utilizando
a cromatografia de troca ibnica e deteccédo por condutividade estdo mostrados na
Tabela 11.
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Tabela 11 - Resultados obtidos para anions e acidos organicos nas amostras “A” e “B” apos a separagao
em coluna de troca ibnica (Dionex lonPac AS11-HC) utilizando gradiente de KOH como
fase moével, temperatura de 35 °C e detecgao por condutividade com supressao eletrolitica,

n=3.
ion Amostra

(mg L) A B
F- <0,02* <0,4*
C2 252+15 553 £ 48
C3 7,60 + 0,78 < 4*
C1 12,1+0,9 < 20"
C4 <0,1* < 20"
C5 <0,2* < 4*
Cl < 0,05* <10*
C6 <0,1* <2
Br < 0,02 < 0,4*
NOs <0,1* < 2%
C7 <0,2* <4
SO+ 1,90 + 0,81 138 £ 12
PO4* <0,02* <0,4*
Cc8 <0,2* < 20"
Fator minimo de diluicao 2 X 40 x

* Valores de LOQ multiplicados de acordo com o fator minimo de diluicao
necessario para a quantificagao.

Devido a alta concentragdo de Cl-das amostras (até 138 g L), como pode ser
observado na Tabela 11, foi possivel quantificar os anions e acidos organicos somente
nas amostras A e B. Para a amostra “A”, foi possivel quantificar os acidos organicos
C1, C2 e C3, além de PO4* e para a amostra B, C2 e PO4%. Devido a maior
concentracédo de Cl-na amostra “B”, em relacdo a “A”, os LOQs ficaram 40 vezes maior
e, consequentemente, menos espécies foram possiveis de ser detectadas.

Kadnar e Rieder (1995) relataram que foi possivel quantificar Brr mesmo
quando a razao de CI para Br foi de 1000:1. Porém, os autores relatam que a coluna
perde rapidamente a capacidade de troca, resultando em decréscimo no tempo de
retencao e resolugao dos sinais para Br e Cl. Maior parte das amostras utilizadas
neste trabalho possuem concentracdo ainda superior as amostras utilizadas no
trabalho de Kadnar e Rieder, sendo algumas cerca de 150 vezes maior (KADNAR e
RIEDER, 1995).
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Para a quantificacdo destes ions utilizando cromatografia de ions, como
mencionado anteriormente, a concentracdo de ClI- deve ser inferior a,
aproximadamente, 100 mg L-". Desta forma, as amostras precisariam de um alto fator
de diluicdo para evitar possiveis interferéncias na quantificagdo. Porém, com a
diluicdo, os LODs e LOQs do método sao multiplicados proporcionalmente e os ions
acabam nao sendo detectados nestas condicdes.

Uma alternativa para reduzir o fator de diluicdo das amostras € a remocgao do
ClI- da matriz, sem que os analitos sejam perdidos. A utilizagdo de um sistema
bidimensional pode ser uma alternativa. Porém, a utilizagao de colunas de troca iénica
para a separagao do CI, nestes casos, nao seria adequada pois a concentragao deste
ion € muito maior que dos outros e, consequentemente, ocorre a coelui¢ao do Cl- com
os outros ions, principalmente os com tempo de retencdo maior. Uma alternativa ao
sistema bidimensional seria a utilizagdo de cartuchos de Ag*® para filtracdo e
consequente precipitacdo do CI. Porém, nestes casos, pode ocorrer a coprecipitagcao
dos outros ions, como F-e Br e impossibilitar a quantificacdo destes ions. Além disso,
estes cartuchos sao de alto custo.

Assim, como mencionado anteriormente, a quantificagdo dos anions nao foi
possivel devido a alta concentracdo de CI° na maior parte das amostras.
Consequentemente, nao foi possivel quantificar, nestes casos, anions e acidos
organicos utilizando a mesma corrida cromatografica. Sendo assim, nos proximos
testes, optou-se por avaliar a separacdo e quantificagdo somente dos &cidos
organicos de cadeia curta C1 a C10. Para isto, outros tipos de coluna, como excluséao

ibnica e pareamento idnico foram utilizados e serdo descritos a seguir.

4.2.2 Avaliagao da capacidade de separagao da coluna de exclusao i6nica

Os parametros cromatograficos, assim como na coluna de troca idnica,
inicialmente avaliados para a separagdo de acidos organicos foram baseados em
aplicagbes recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017b),
utilizando solugdes de referéncia. Para a separacao, foi utilizada coluna de excluséo
idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), 19 °C, HPFB 1 mmol L' como fase mével, 0,16 mL
min-! e detecgéo por condutividade, UV (210 nm) e MS, com supress&o quimica e
regeneragdo externa de TBAOH 5 mmol L'. Além do comprimento de onda

recomendado de 210 nm, foram monitorados, também, os comprimentos de onda de
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230, 250 e 270 nm, a fim de verificar possiveis interferéncias ou diferentes
intensidades de sinal, porém estes nao foram utilizados para expressar os resultados.

As otimizagdes foram feitas utilizando uma solugéo contendo 50 mg L' dos C1,
C2, C3, C4, C5, Ce, C7, C8, C9 e C10, preparada em acetonitrila 50% (v/v). A Tabela
5, no item 3.3.2, dos Materiais e Métodos, mostra as condicoes recomendas e
utilizadas para a separagao de acidos orgéanicos por exclusao ibnica. Cabe salientar
que, para a exclusao ibnica, o sistema foi montado com os detectores de CD, UV e
MS em série, conforme esquema mostrado na Figura 10. Desta forma, apds a
separacao dos acidos em coluna de exclusao ibnica, estes foram detectados por CD,
UV e MS.

4.2.2.1 Otimizagdo das condi¢cbes cromatograficas

Inicialmente, para a confirmacao dos tempos de reteng¢ao dos ions, foi feita a
injecdo de cada padrdo individualmente (C1 a C10), na concentragdo de 50 mg L.
Com 60 min de corrida cromatografica, ndo foram obtidos sinais para os acidos
maiores que C5 ou estes foram pouco intensos por condutividade e UV, em todos os
comprimentos de onda avaliados. Com a finalidade de separar os acidos maiores (C6
a C10), foi aumentado o tempo de corrida para 100 min. Porém, mesmo com 100 min,
s6 foi possivel separar até o C6. Como o tempo de corrida cromatografica foi
relativamente longo (60 min), optou-se por ndo avaliar a separagdo dos acidos
organicos maiores que C5.

Os sinais obtidos para C1 a C5 por MS, nestas condi¢cdes, mostraram pouca
sensibilidade e n&o foram reprodutiveis. Geralmente, em sistemas de cromatografia
liquida acoplada ao espectréometro de massas, € utilizada uma fase mével composta
de agua e algum modificador organico, como acetonitrila ou metanol. O processo de
ionizacao por ESI é fortemente afetado pelas caracteristicas dos solventes utilizados
na fase moével. Neste caso, os solventes organicos facilitam o processo de ionizagéo
devido as suas caracteristicas como baixa tensao superficial, alta volatilidade e menor
eficiéncia de solvatagdo dos ions, quando comparados a agua (KOSTIAINEN e
KAUPPILA, 2009). Assim, quando a fase moével ndo é adequada para a ionizagao,
faz-se necessaria a adigdo pds-coluna de solventes mais polares, como a acetonitrila,
para auxiliarem no processo de ionizagdo (KOSTIAINEN e KAUPPILA, 2009;
NIESSEN, 2006). Devido a baixa sensibilidade para C1 a C5 utilizando a MS e acido
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heptafluorbutirico (HPFB) como fase moével, foi testada a adigdo de acetonitrila pos-

coluna a fim de melhorar as condi¢cdes de ionizacao.

4.2.2.1.1 Avaliacdo da adi¢cao de acetonitrila pds-coluna

A fim de melhor as condi¢des de ionizacao dos acidos C1 a C5 por ESI, optou-
se por testar a adicdo de acetonitrila a fase movel, previamente a injecdo no
espectrdmetro de massas. Para isso, foi inserido, na saida do detector de UV, um
conector com trés vias, com um canal disponivel para a introdug¢ao de acetonitrila, em
uma vazao de 0,1 mL min-'. A Figura 11, no item 3.3.2.1.1, dos Materiais e Métodos,
mostra o esquema da montagem do sistema com a insergdo do conector e a adigéo
de acetonitrila a fase movel com uma bomba auxiliar.

Mesmo com a adi¢cao de acetonitrila na fase movel, os sinais para os acidos
organicos nao tiveram melhora de reprodutibilidade nem mesmo de intensidade. Cabe
salientar que, a adicao de acetonitrila pds-coluna acaba diluindo a fase mével e,
consequentemente, os analitos em solugdo. Ou seja, mesmo que a acetonitrila
favoreca a ionizagdo dos acidos organicos na fonte de ionizagao, estes estdo mais
diluidos e vao chegar em menor concentragcao ao detector. Desta forma, optou-se por
nao utilizar este sistema.

Ainda, com o objetivo de tentar melhorar a intensidade de sinal para os acidos
por MS, optou-se por adicionar acetonitrila na prépria fase mével. Para isso, foi
testada, a separacédo dos acidos C1 a C5 utilizando fase mével de HPFB 1 mmol L
em 5% de acetonitrila, na vazao de 0,16 mL min-'. Com estas condigdes, foi observado
que a pressao do sistema foi superior ao limite de 1000 psi e, consequentemente, a
vazdo de fase movel foi reduzida para 0,13 mL min' para evitar danos na coluna.
Utilizando-se esta condigao, obteve-se uma melhor intensidade e relativa melhora na
reprodutibilidade dos sinais para os acidos no MS, principalmente para o C5, no
cromatograma de ions extraidos. Porém, considerando-se os cromatogramas obtidos
por condutividade e UV, os sinais, principalmente, para C1, C2 e C3, ficaram com uma
menor resolugao (Rs < 1) e ndo foram bem separados, dificultando a integragao.

Como a adicao da acetonitrila tanto na pds-coluna quanto na propria fase movel
nao melhorou satisfatoriamente os sinais para os acidos C1 a C5 por MS e piorou os
sinais para condutividade e UV, optou-se por nao utilizar este solvente no estudo.

Quando os detectores de CD e UV foram utilizados, sem a adigdo de acetonitrila, os
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sinais obtidos foram melhor resolvidos e com uma area maior do que os obtidos por
MS, sendo entdo, estes escolhidos para a quantificacdo dos acidos por exclusio
ibnica. O MS foi utilizado somente em casos que fosse necessaria a confirmagao de
algum sinal cromatografico.

Ainda, a fim de otimizar as condi¢des de separag¢ao dos acidos organicos, foram
feitas algumas avaliagbes em relagdo a concentracdo de HPFB da fase movel,
temperatura e concentragdo do TBAOH para a regeneragao do supressor. Para todas
as avaliagbes, a vazao de fase movel foi mantida em 0,1 mL min-' para evitar possiveis

aumentos de pressao na coluna, podendo isto causar danos na mesma.

4.2.2.1.2 Avaliagdo da temperatura do compartimento da coluna

Como mencionado no item 3.2, dos Materiais e Métodos, o sistema de
cromatografia disponivel para este trabalho permite a utilizagado de até duas colunas
simultaneamente, pela disponibilidade de duas bombas e duas valvulas de injecéo,
além dos diferentes detectores. Entretanto, o compartimento em que ficam as duas
colunas é o mesmo e, desta forma, os métodos utilizados devem estar com mesma
temperatura. Por questdes operacionais do laboratério, no sistema 1 estava sendo
utilizada a coluna de troca iénica, operando na temperatura de 35 °C. Com o objetivo
de utilizar os dois sistemas ao mesmo tempo, sem a necessidade de parar o0s
trabalhos com a coluna de troca idnica, foi avaliada a possibilidade de utilizagado da
mesma temperatura com a coluna de exclusao iénica. Para evitar possiveis danos a
coluna, utilizando diretamente 35 °C, foi feita uma avaliagao das temperaturas usando
19, 25, 30 e 35 °C. A temperatura recomendada para a separagao, utilizando esta
coluna de excluséo idnica, € de 19 °C e, portanto, foi a temperatura inicial.

A Figura 23 mostra os resultados em area dos acidos C1 a C5 e detecgao por
UV, nas temperaturas de 19, 25, 30 e 35 °C. Os resultados para a avaliagdo com
detecgao por CD n&o foram possiveis devido a indisponibilidade de supressor no
momento da avaliagdo. Os resultados para a detecgcdo por MS, como mencionado

anteriormente, foram utilizados somente para confirmagao, quando necessario.
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Figura 23 - Resultados obtidos para a avaliagao da temperatura na separagéo dos acidos C1 a C5 em
coluna de exclusao idnica (Dionex lonPac ICE-AS1) utilizando HPFB 1 mmol L-' como fase
movel e detecgéo por UV. (média + desvio padréo, n=3)
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Como pode ser observado pelos graficos da Figura 23, nao foram observadas
diferencgas significativas (ANOVA) para as temperaturas e os acidos avaliados, nestas
condigdes. Desta forma, com o objetivo de possibilitar a utilizagdo de duas colunas ao
mesmo tempo no sistema cromatografico, optou-se por utilizar a temperatura de 35

°C para as separagoes e outras otimizacoes.

4.2.2.1.3 Avaliagado da concentragao de acido heptafluorbutirico da fase mével

Ap0ds a avaliacao do efeito da temperatura, foi feita a avaliagdo da concentragao
do HPFB da fase movel. A separacao foi feita no modo isocratico, na vazao de 0,1 mL
min-' e foram avaliadas as concentracdes de 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,1 € 0,05 m mol L.
A Figura 24 mostra os resultados, em area, para uma solugéo de referéncia dos acidos
organicos C1 a C5 50 mg L' e detecgéo por UV e CD, na avaliagdo da concentragio
de HPFB da fase moével. Para melhor visualizagdo, os valores de area foram
normalizados em relagédo aos valores obtidos para a concentragdo de 1 mmol L™,

considerando-se estes como 1.



108

Figura 24 - Resultados obtidos para a avaliagdo da concentragdo de HPFB da fase mével na separagao
dos acidos C1 a C5 em coluna de exclusdo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), temperatura
de 35 °C e A: detecgao por UV e B: deteccdo por condutividade. (média + desvio padrao,
n=3).
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Para a avaliagao da concentracdo de HPFB foram observados comportamentos
diferentes, dependendo do detector utilizado. Quando se utilizou a detecgéao por UV,
para os acidos C1 e C2, a area obtida aumentou com a diminuigdo da concentragao
de HPFB. Para o C3, os valores de area ndo variaram muito em relagdo ao valor
encontrado para 1 mmol L', sendo que foi observado um pequeno aumento relativo
desta area para concentracdes menores do que 0,125 mmol L-'. Para os acidos C4 e
C5, os valores para 1 e 0,5 mmol L' foram menores do que os encontrados para as
concentragdes menores de HPFB (0,25, 0,125, 0,1 e 0,05 mmol L).

Os resultados da avaliacdo de concentracdo de HPFB utilizando-se detecgao

por CD, mostraram um aumento na area obtida para os acidos C1 a C5, com a
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diminuicdo da concentragdo utilizada para a fase moével. Porém, quando foram
utilizadas concentragdes muito baixas, como 0,05 e 0,1 mmol L', os sinais ficaram
assimétricos (As > 2,5), principalmente para o C1, independentemente do detector
utilizado (CD ou UV). Devido a assimetria dos sinais, nas concentragdes mais baixas
de HPFB (0,05 e 0,1 mmol L"), a integragéo de sinal é prejudica e pode ocasionar
erros no calculo da area, o que pode ser um fator para explicar o aumento da area,
principalmente, quando é utilizada a detec¢do por condutividade. Além disso, em
concentracdes maiores de HPFB, o pH da solugao esta relativamente menor e, desta
forma, os acidos orgéanicos estardo menos ionizados, o que possibilita uma maior
interacao destes com a fase estacionaria da coluna e, consequente melhora na
separagdo. Esta assimetria, principalmente para o acido C1 estd mostrada na
Figura 25 para os cromatogramas da avaliagdo da concentragado de HPFB.
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Figura 25 - Cromatogramas para a avaliagdo da concentragdo de HPFB (A: 1 mmol L', B: 0,5 mmol L', C: 0,25 mmol L', D: 0,125 mmol L', E: 0,1 mmol L
e F: 0,005 mmol L") da fase movel na separacdo dos acidos C1 a C5 em coluna de exclusdo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), na temperatura de
35 °C e detecgéao por UV .
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Como pode ser observado pelos cromatogramas e, também, pelos calculos do
fator de retencéo (k), conforme vai diminuindo a concentragao de HPFB da fase movel,
o valor de k para C1 também diminui, 0,8 em 0,05 mmol L para 0,5 em 1 mmol L).
Em todas as concentragdes avaliadas, os valores de k foram menores que o
recomendado (k > 2). Além disso, o sinal para C1, nas concentra¢gdes mais baixas de
fase movel (0,05 e 0,1 mmol L") ficou assimétrico, com As < 0,7. A resolugdo e o
numero de pratos teodricos foram adequados em todas as condi¢des avaliadas. Desta
forma, considerando-se os valores de area e os parametros de separacao, optou-se
por utilizar a concentragdo de HPFB na fase mével de 0,125 mmol L' para os proximos
testes.

O CI, que esta em alta concentracdo nas amostras, possui pouca interagao
com a coluna de exclusado ibnica, e, consequentemente, acaba eluindo no tempo
morto. Como foi observado nas avaliagbes anteriores, utilizando a coluna de troca
ibnica, o Cl acaba coeluindo com os outros analitos e sobrepondo os sinais deste.
Levando-se isto em consideragdo, como a concentracdo da fase mével afeta na
separacgao, principalmente, do sinal do C1 do sinal para o tempo morto (CI), foi feita
a injecao da amostra utilizando as condigbes otimizadas até o momento. Para evitar
possiveis danos a coluna, a amostra foi diluida 6 vezes previamente a inje¢ao. Porém,
quando foi feita a inje¢cdo da amostra, utilizando fase mével de HPFB 0,125 mmol L™,
nao foi obtida boa resolucao do sinal relativo ao tempo morto e o sinal para C1. Assim,
optou-se por fazer, também, a injegdo da amostra com fase moével de HPFB 0,25 mmol
L-'. Os cromatogramas obtidos para a amostra “B”, na avaliagédo da fase movel, estdo

mostrados na Figura 26.
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Figura 26 - Cromatograma ampliado para a amostra “B”, 6 vezes diluida, apds separagédo dos acidos
C1 a C5 em coluna de excluséo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), temperatura de 35 °C e
deteccdo por UV utilizando fase movel de HPFB 0,125 mmol L' e 0,25 mmol L.
Cromatograma em azul é referente a solugao de referéncia contendo 50 mg L' dos acidos
C1 a C5 em fase mével de HPFB 0,125 mmol L.
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Como pode ser observado na Figura 26, quando foi utilizada fase moével de
HPFB 0,125 mmol L', os sinais para C1, na amostra “B”, ficaram com pior resolugdo
(Rs = 0,87), quando comparados com os sinais obtidos para a concentragao de 0,25
mmol L (Rs = 1,38), levando-se em consideragao o sinal do tempo morto. Neste caso,
como o valor de k para 0,25 mmol L' é relativamente maior do que comparado a
concentragdo de 0,125 mmol L', os sinais foram mais bem separados. Assim, levando
em consideracdo uma maior area relativa, obtida com concentragdes menores de
HPFB e a eficiéncia de separagcdo do C1 do sinal de tempo morto (obtida com
concentragbes maiores de HPFB), optou-se por utilizar a concentragao intermediaria

de HPFB 0,25 mmol L' como fase movel para as proximas otimizagoes.

4.2.2.1.4 Avaliacdo da concentracao de hidroxido de tetrabutilaménio utilizado como

solucdo regenerante no sistema de supressao

Ainda, foi avaliada a concentragdo da solucdo de TBAOH utilizada na
regeneracao da supressora quimica. Para isto, foi feito o monitoramento do sinal da

linha base durante 30 min, sem a inje¢cao de solugdes de referéncia ou obtencao de
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cromatogramas e, devido a isto, os resultados nao estao ilustrados. Foram avaliadas
concentragdes de 5, 1, 0,5 e 0,25 mmol L', na vazao fixa de, aproximadamente, 2,5
mL min-'. Foi observado que a linha base, tanto para os sinais de UV, quanto de
condutividade permanece a mesma, com as concentragbes de 5, 1 e 0,5 mmol L.
Porém, quando 0,25 mmol L' de TBAOH foram utilizados, foi observado um aumento
no sinal relativo a linha base. Desta forma, a concentragdo de 0,5 mmol L' foi

escolhida para a regeneragéo da supressora.

4.2.2.2 Resumo das condigbes otimizadas para separagdo em coluna exclusao iénica

Apo6s todas as avaliagdes, na Tabela 12 estdo mostradas as condigcbes
otimizadas para a determinagao dos acidos C1 a C5, utilizando coluna de excluséo
ibnica. Cabe destacar que, devido a baixa intensidade de sinal obtida para os acidos
C1 a C5, este detector foi utilizado somente para a confirmacédo de sinal, quando

necessario.
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Tabela 12 - Condigdes cromatograficas otimizadas para a determinacéo dos acidos organicos C1 a C5
utilizando coluna de exclusao iGnica em amostras de aguas separadas de emulsdes de

petréleos.
Coluna Dionex lonPac ICE-AS1 (4 x 250 mm)
Pré-coluna Dionex lonPac ICE-AG1 (4 x 35 mm)
Fase movel Acido heptafluorbutirico (HPFB) 0,25 mmol L™
Vazao 0,1 mL min™*

Volume de injecéo
Tempo
Temperatura

Detectores

10 yL
55 min
35 °C
Condutividade
Supressora quimica ACRS-ICE 500

Regeneragao externa com TBAOH 0,5 mmol L

Vazao do regenerante: 2,5 mL min-"

Ultravioleta
UV 1: 210 nm

Espectrometro de massas
Fonte de ionizagao: ESI
Temperatura do probe: 450 °C
Potencial da agulha: 3 kV
Modo: negativo (SIM)

Parametros
Acido Razao massal/carga (m/z) Cone (V)
C1 45 50
C2 59 50
C3 73 50
C4 87 50
C5 101 50

A Figura 27 mostra o cromatograma obtido para uma solugéo de referéncia de

25 mg L' dos acidos C1 a C5 nos detectores de CD e UV. Como pode ser observado,

foram obtidas boas separacgdes para os acidos C1 a C5 utilizando coluna de exclusao

ibnica e detectores tanto de CD, quanto por UV.
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Figura 27 - Cromatograma para uma solucao de referéncia de 25 mg L' apds separacdo dos acidos
C1 a C5 em coluna de exclusao idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), utilizando fase mével de
HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C e A: detecgao por condutividade e B: detecgao
por UV, ambos com supressao quimica.
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4.2.2.3 Validagdo do método analitico e quantificacdo de acidos orgénicos (C1 a C5)

utilizando coluna de excluséao ibnica e detecgdo por condutividade

Na separagao utilizando coluna de exclusdo iénica, o Cl- ndo possui interagao
com a fase estacionaria, devido a exclusdo de Donnan e, desta forma, acaba eluindo
junto no tempo morto da coluna. Porém, como a concentragao de Cl-nas amostras é
alta (até 138 g L"), foram feitos alguns testes para verificar a influéncia deste nos
sinais obtidos nos cromatogramas. Para isso, assim como na troca ibnica, foi feita a
injegdo de algumas amostras em ordem crescente de concentracdo de ClI. Foi

observado que em concentragdes de CI- superiores a 5000 mg L', o sinal do tempo
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morto acaba sobrepondo o sinal para C1. Desta forma, optou-se por diluir todas as
amostras para concentragdes de CI- inferiores a 5000 mg L. A necessidade de
diluicdo das amostras com altas concentracdes de ClI- é reportada na literatura como
uma desvantagem da utilizagdo da cromatografia de exclus&o ibnica para amostras
com alto teor salino (PITTMAN e LEWAN, 1994; XU et al., 1997). Além da
sobreposicao de picos, as solugdes com altas concentragdes de Cl-diminuem o tempo
de vida das colunas cromatograficas (PITTMAN e LEWAN, 1994).

Para a quantificacdo dos acidos organicos utilizando coluna de exclusao ionica,
alguns parametros para a validagao do método analitico foram inicialmente avaliados,
como a obtencdo da curva analitica, faixa linear de trabalho, LOD e LOQ para cada
analito, além de resolucdo de sinal, assimetria, fatores de retencdo e separagao e
namero de pratos tedricos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). As avaliagdes foram feitas
utilizando uma solugéao de referéncia preparada em agua com, no minimo, 5 niveis de
concentragéo, que variaram de 2,5 a 50 mg L' (3 replicatas). A Tabela 13 resume os
dados obtidos para a separac¢ao dos acidos C1 a C5 por exclusao idnica e detecgao
por condutividade. Os tempos de retengcdo mostrados na tabela sdo para uma solugao

de referéncia de 25 mg L-' dos acidos organicos C1 a C5.
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Tabela 13 - Tempo de retengao (tr), nUmero de pratos tedricos, fator de retengao e separacgéo, resolugéo, assimetria, faixa linear, equagao da reta, coeficiente de

determinagéo, LOD e LOQ para a determinagao de C1, C2, C3, C4 e C5 apds separagdo em coluna de excluséo ibnica (Dionex lonPac ICE-AS1),
utilizando fase movel de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C e deteccao por condutividade com supressao quimica.

Espécie , t:g?if:s Ee?;rggz szsgﬁggéeo Resolugdo  Assimetria Faixa Iir_wear Equacao da reta R2 LOD_ LOQ_
(min) (N) ) (o) (Rs) (As) (Mg L) (mgL”)  (mg L)
C1 17,0 1780 0,65 1,66 2,90 1,29 25-25 y =0,1449 x + 0,1995  0,9991 0,75 2,5
Cc2 22,5 2162 1,08 1,30 1,65 1,60 5-50 y =0,0636 x + 0,0325  0,9989 1,5 5
C3 26,0 2131 1,40 1,34 1,67 1,82 8-50 y =0,0452 x + 0,0039  0,9987 2,4 8
C4 31,0 1892 1,88 1,61 2,89 1,93 5-50 y =0,0336 x + 0,0370  0,9994 1,5 5
C5 43,2 1886 3,03 - - 1,67 5-50 y =0,0306 x- 0,0250  0,9966 1,5 5

*Valores de LOD e LOQ para amostras com concentragdes de Cl-inferiores a 5000 mg L.
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A separacao dos acidos C1 a C5, utilizando coluna de exclusao idnica foi
adequada levando-se em consideracdo que N > 1000, a > 1 e Rs> 15e As < 2
(BLIESNER, 2006). Comparando-se os valores de N para C1 a C5, utilizando coluna
de cromatografia ibnica e exclusdo ibGnica, observa-se que a separagdo é mais
eficiente (N maior) quando a coluna de troca ionica é utilizada. Os sinais para estes
acidos sao bem mais alargados utilizando coluna de exclusao iénica, além de os
limites de quantificagao serem maiores (10 a 50 vezes).

Os valores de k, porém, foram menores que o valor considerado adequando (k
> 2), com excegdo de C5. Este parametro indica que os analitos estdo proximos ao
sinal relativo ao tempo morto do sistema e, dependendo das condi¢des, podem ser
afetados. Neste caso, como o cloreto elui no tempo morto, se a concentracio deste é
muito alta, afeta diretamente nos tr dos acidos, principalmente de C1, C2 e C3.

Os coeficientes de determinagdo obtidos para os acidos organicos foram
superiores a 0,996 indicando boa adequabilidade do ajuste linear a curva de
calibragdo. A analise do grafico dos residuos, de acordo com a planilha de validagao
(RIBEIRO et al., 2008), mostrou uma distribuigdo uniforme dos dados, com variancia
constante (homocedastidade), além da auséncia de amostras atipicas. Estes dados
comprovam que o ajuste linear e a faixa linear de trabalho foram adequados para a
determinagao dos acidos organicos C1 a C5, nas condi¢des otimizadas.

Os valores de LOD e LOQ para o C1 foram relativamente menores do que para
os outros acidos organicos (C2, C3, C4 e C5) avaliados neste tipo de coluna. A maior
sensibilidade quando este acido foi usado €, também, comprovada verificando-se os
coeficientes angulares das equacgdes de reta, sendo que a inclinagao obtida para C1
foi bem maior (2 a 5 vezes) do que para os outros acidos. A maior sensibilidade para
o acido formico, utilizando detecgao por condutividade, ja € bem reportada na literatura
(PITTMAN e LEWAN, 1994). Além disso, a resposta do detector para o acido formico
€ maior do que para o proximo acido correspondente, no caso, o acido acético e, da
mesma forma, para os proximos acidos. Este comportamento pode ser observado pela
Figura 27 - A, em que a intensidade para os sinais de C1 a C5 decrescem de acordo
com o aumento da cadeia carbdnica. A resposta do detector é baseada pela razao
carga/massa do analito, sendo que razdes maiores possuem uma resposta melhor no
detector (PITTMAN e LEWAN, 1994).

Ainda, para a verificagado da exatiddo do método, foi feita a injecdo do CRM
46975, na concentracgdo de 0,5 mmol L', preparado em H20. O CRM, além dos acidos
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organicos de cadeia curta e linear C1 a C7, avaliados neste trabalho, possui, ainda,
os acidos isobutirico (iso-C4), isopentandico (iso-C5) e isohexandico (iso-C6) em sua
composicdo. A Figura 28 mostra o cromatograma para o CRM 46975 apos separagéo

utilizando coluna de exclusao ibnica, nas condi¢des otimizadas.

Figura 28 - Cromatograma para o CRM 46975 0,5 mmol L' apds separagdo em coluna de exclusdo
idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), utilizando fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura
de 35 °C e deteccgao por condutividade com supressao quimica.
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Como pode ser observado pela Figura 28, foi possivel separar, além dos acidos
C1 a C5, de cadeia linear, as espécies iso-C4 e iso-C5, com boa resolugao. Os acidos
maiores (C6, iso-C6 e C7), presentes no CRM, ndo foram separados utilizando este
método. Apesar da identificacdo das espécies “iso" no cromatograma do CRM, estas
espécies nao foram quantificadas devido a falta de padrao disponivel para cada acido,
necessario para a confirmacao dos resultados e calibracdo do método. Os resultados
obtidos para concordancia no CRM 46975, preparado em trés niveis de concentragao

(0,25, 0,5 e 1 mmol L' em H20) estdo mostrados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados obtidos para C1, C2, C3, C4 e C5 no CRM 46975 em trés niveis de
concentragdo (0,25, 0,5 e 0,25 mmol L") apds separagdo em coluna de exclusdo idnica
(Dionex lonPac ICE-AS1), utilizando fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de
35 °C e detecgéo por condutividade com supressao quimica. Valores em mg L', n=1.

CRM Valores Acido
(mmol L) (mg L) C1 C2 C3 o7} C5
Certificado 46,0 60,0 74,1 88,1 102
1 Encontrado 48,1 64,0 69,6 82,1 92,6
Concordéncia, % 104 107 94 93 91
0,5 Certificado 23,0 30,0 37,0 44,0 51,1
Encontrado 22,7 32,4 31,8 40,0 50,8
Concordéncia, % 99 108 88 91 99
0,25 Certificado 11,5 15,0 18,5 22,0 25,5
Encontrado 11,6 16,6 16,7 20,2 2477
Concordancia, % 101 108 90 92 97

Mesmo com a presenca das espécies “iso", foram obtidos valores de
concordancia de 88 a 108% para o CRM 46975, indicando a adequabilidade do
método para a quantificagdo dos acidos organicos C1 a C5. Além disso, mesmo com
concentragdes fora da faixa linear de calibragéo (C2, C3, C4 e C5 em 1 mmol L' de
CRM), as recuperagdes (91 a 107%) estiveram na faixa dos valores recomendados.

Apods a obtencdo da curva de calibracao e verificagao da exatiddo do método,
foi feita a quantificagcao dos acidos C1 a C5 por exclusdo idnica nas amostras de aguas
separadas de emulsdes de petrdleos. Para isto, as aguas foram previamente filtradas
em filtros de PTFE de 0,22 ym e diluidas em agua, quando necessario, para a
obtencdo de solugdes com concentracbes de cloreto inferiores a, no minimo,
5000 mg L. Os resultados obtidos para a determinagido destes acidos estdo

mostrados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Resultados obtidos para a determinacdo de acidos organicos (C1 a C5) apds separacao
em coluna de exclusdo idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), utilizando fase mével de HPFB
0,25 mmol L', temperatura de 35 °C e detecgdo por condutividade com supressio

quimica.n=2.
Fator Concentragdo, mg L™

Amostra minimo de

diluicgo® C1 Cc2 C3 C4 C5
A - 15,1+ 1,4 274+24 <8 <5 <5
B 2 17,3+1,2 540 + 60 <16° <10° <10°
C 7 < 18P 199 + 16 < 56° < 35° < 35P
D 10 81,2+8,1 < 50°P < 80° < 50° < 50°
E 12 < 30p 820 £ 40 < 96° < 60° < 60°P
F 15 < 37° < 75P < 120° <75 < 75°b
G 16 450 + 32 5050 + 560 < 128P < 80° < 80P
H 18 < 45b < 90°b < 144b <90 < 90°b
[ 20 1680 + 170 1050 + 110 < 160° < 100° < 100P
J 22 634 + 44 2190 + 240 < 176° < 110° < 110P
K 24 1400 + 100 476 £ 29 < 192 < 120° < 120P
L 25 236 + 14 1510 £ 170 < 200° < 125P < 125
M 26 < 65b 534 + 37 < 208P < 130P < 130P
N 27 185+ 11 15310+ 1070 < 216" < 135° < 135P
0] 28 1044 + 84 570 + 46 352 + 28 < 140° < 140°

a Diluigdo minima necessaria para concentracdo de Cl-inferior a, aproximadamente, 5000 mg L-".
b Valores inferiores ao LOQ do método, levado em consideragdo a diluigdo minima necessaria para a
quantificagao.

Como pode ser observado na Tabela 15, foi possivel quantificar, para a maior
parte das amostras, os acidos C1 e C2 utilizando coluna de exclusao ibnica, nas
condicdes otimizadas. As concentracoes de C1 e C2 foram bem diferentes entre as
amostras, variando de 15,1 até 1680 mg L' para C1 e 27,4 até 15310 mg L' para C2.
Ou seja, entre as amostras analisadas, a concentragdo de C1 foi cerca de 110 vezes
maior para a amostra “I” (1680 mg L") em relagdo a amostra “A” (15,1 mg L"). Para
C2, a concentragdao da amostra “N” (15310 mg L") foi de, aproximadamente, 560
vezes maior do que para a amostra “A” (27,4 mg L"). Ainda, pode ser observado que
os acidos de cadeias maiores (C3, C4 e C5) estdo em concentragdes relativamente
menores, quando comparados aos acidos férmico e acético. Ou seja, assim como
reportado por Sakugawa, Kaplan e Shepard (1993) e Pittman e Lewan, (1994), a
concentragdo de acidos orgénicos total, neste tipo de amostra, é determinada,
predominantemente, pela concentracéo de C1 e C2.
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A concentragdo dos acidos organicos C3, C4 e C5, para a maior parte das
amostras, ficou abaixo do LOQ, levando-se em consideragdo a necessidade de
diluicdo de cada amostra para concentragdes de CI inferiores a 5000 mg L-'. Cabe
salientar que esta diluigao foi necessaria para evitar interferéncias de sobreposi¢ao do
sinal de CI- nos acidos organicos C1 a C3, principalmente, além de aumentar a vida
util da coluna. O limite de quantificagao, para a amostra “A”, por exemplo, que nao
precisou ser diluida, foi de 8 mg L', para C3. Por outro lado, para a amostra “I”, o
limite de quantificagdo foi multiplicado pelo fator minimo de diluicdo da amostra e,
consequentemente, aumentou 20 vezes em relacdo ao LOQ obtido para a amostra
“A”, sendo assim de 160 mg L' para C3. Desta forma, devido a necessidade de
diluicdo da maior parte das amostras em fungéo da alta concentragao de cloreto (até,
aproximadamente, 140 g L"), os LOQs foram relativamente altos, o que também
dificultou a quantificacdo dos acidos de cadeia maior, como C3, C4 e C5.

A avaliacdo da exatiddo nas amostras, bem como da seletividade, foi feita a
partir de ensaios de recuperacdo dos analitos, fortificando-se as amostras com
concentragdes conhecidas dos acidos organicos. A fortificagao foi equivalente a 100%
da concentragdo de analito encontrada na amostra (BLIESNER, 2006). Previamente
as quantificagcdes, as amostras foram diluidas para que as concentracdes ficassem
dentro da faixa linear do método para cada acido (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Nas amostras
em que a concentragao dos acidos organicos ficou abaixo do LOQ, a fortificagéo foi
de 5 mg L', na diluigdo adequada de cada amostra (< 5000 mg L' de CI).

Os resultados obtidos para as recuperagdes dos acidos C1 a C5, utilizando a
cromatografia de exclusao idnica e detec¢do por condutividade estdo mostrados na
Tabela 16.
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Tabela 16 - Valores de recuperacgao para os acidos C1, C2, C3, C4 e C5 para fortificagdo nas amostras
de aguas separadas de emulsées de petréleo apds separagdo em coluna de excluséo
idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), utilizando fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura
de 35 °C e detecgdo por condutividade com supressao quimica. (n=1)

Recuperacao, %

Amostra

C1 C2 C3 C4 C5
A 99 98 92 102 108
B 90 107 87 98 99
C 98 91 90 95 89
D 90 89 87 98 99
E 101 100 92 86 98
F 94 93 102 106 98
G 95 101 98 100 107
H 108 106 107 95 109
I 96 95 88 91 90
J 103 100 107 104 109
K 108 96 107 97 93
L 103 108 97 109 102
M 96 102 88 108 88
N 102 96 93 99 93
O 101 101 98 103 95

Como pode ser observado na Tabela 16, foram obtidas recuperacdes
quantitativas (86 a 109%) para os acidos organicos C1 a C5 utilizando a cromatografia
de exclusao iénica e deteccao por CD. As recuperagdes encontradas foram coerentes
com as de Xu et al. (1997) para a determinagao de acidos organicos utilizando coluna
de exclusdo idnica (80 a 102%). Além disso, foi feita a injecdo de uma amostra
“branco” (agua ultrapura em 150 g L-'de CI), e esta ndo mostrou sinais para os acidos
organicos, evidenciando, também, a seletividade do método. Estas recuperacgdes
indicam a adequabilidade do método para a quantificagao dos acidos C1 a C5 neste
tipo de amostra, com concentragdes de ClI- inferiores a 5000 mg L'. E importante
mencionar que a calibragdo foi feita utilizando somente agua, o que € uma vantagem
em relagdo aos outros métodos de calibragdo, como a curva por adi¢ao de padrao,
que é preparada na propria matriz (DANZER e CURRIE, 1998; NETO, PIMENTEL e

ARAUJO, 2002). Para este estudo, devido a alta variacdo na concentracdo de CI- das
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amostras (0,214 a 138 g L') seriam necesséarias mais do que uma curva, o que
dificultaria a etapa de quantificagao.

Entretanto, o método foi adequado e validado somente para amostras com
concentragdes de Cl inferiores a 5000 mg L', o que limita a faixa de aplicagdo ou
implica na diluicdo das amostras, previamente a quantificagdo. Assim, com o objetivo
de reduzir os fatores de diluicdo das amostras e, consequentemente, melhorar os
LOQs do método, foi feito um estudo para a separacédo prévia do CI utilizando
cromatografia bidimensional (HUANG et al., 2000; BRUNO et al., 2003; ZAKARIA et
al., 2011; MILLER e SCHNUTE, 2016).

4.2.2.4 Separagéo de cloreto da matriz utilizando sistema bidimensional

A separagcao de cloreto da matriz pode ser feita utilizando sistemas
bidimensionais, conforme mostrado na literatura (HUANG et al., 2000; BRUNO et al.,
2003; ZAKARIA et al., 2011; MILLER e SCHNUTE, 2016). Neste trabalho, optou-se
por fazer a separacao utilizando uma pré-coluna de exclusido ibnica como primeira
dimenséo e, na sequéncia, uma coluna de mesma fase estacionaria como a segunda
dimensdo. O esquema ilustrativo da montagem do sistema bidimensional esta
mostrado no item 3.3.2.2 dos Materiais e Métodos. Este tipo de coluna foi escolhido
devido ao fato de que o CI- n&o possui interagcado ou esta € muito pequena com a fase
estacionaria, e € eluido antes da separagao dos acidos organicos.

No sistema bidimensional utilizado neste trabalho, na primeira dimenséo ocorre
a prévia separagao da matriz, incluindo o CI e, na segunda dimensao, a separagao
dos acidos organicos. Para isto, durante os primeiros minutos de corrida
cromatografica, a solugdo que elui da pré-coluna é direcionada para o residuo para
eliminagao do CI, que elui primeiro que os acidos organicos. Apés a eluicao do CI,
com o auxilio de uma valvula de desvio, a solucéo é entao direcionada para a coluna
de excluséo ibnica, para a separagao dos acidos organicos.

Para a otimizagdo dos parametros cromatograficos, foi utilizada uma solugao
de referéncia contendo 25 mg L' dos acidos C1 a C5, em 150 g L' de CI- e detecgao
por condutividade. A concentracdo de CI utilizada para as otimizagdes foi escolhida
devido a faixa de concentragdo das amostras (até 138 g L' de CI-). Os detectores de
UV e MS foram utilizados somente como confirmagido dos resultados em casos que

estes ndo foram concordantes com os valores de referéncia. Com as condicbes
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otimizadas do método, os sinais dos acidos C1 a C5 por MS foram pouco intensos,
sendo que as areas nao foram reprodutiveis e, desta forma, ndo foram utilizadas para

quantificagao.

4.2.2.4.1 Avaliacdo do tempo na primeira dimensao para eliminacao do cloreto

Inicialmente, a fim de verificar o tempo de retenc¢do do sinal para CI- (matriz),
foi feita a inje¢do no sistema de uma solugéo de referéncia preparada em 150 g L' de
CI. Para isto, durante todo o tempo da corrida cromatografica, a solugado que elui da
pré-coluna foi direcionada para a coluna, sem o desvio para o residuo. A Figura 29
mostra o cromatograma da injec&do da solugao de referéncia dos acidos orgénicos (25
mg L") em 150 g L' de CI, sem a eliminag&o da matriz e detecgéo por condutividade.

Figura 29 - Cromatograma para solugao de referéncia de acidos organicos (C1 a C5) em 150 g L' de
Cl- apds separacao em sistema bidimensional utilizando coluna de exclusao idnica (Dionex
lonPac ICE-AS1), sem eliminagdo da matriz, com fase mével de HPFB 0,25 mmol L,
temperatura de 35 °C e detecgao por condutividade com supressao quimica.
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Como pode ser observado no cromatograma da Figura 29, a maior parte do
cloreto elui até, aproximadamente, 4,5 min. Ou seja, para a eliminagdo da maior parte
do CI- da matriz € necessario o desvio da solugao para o residuo durante os 4,5 min
iniciais da corrida cromatografica. Desta forma, inicialmente, foi feita a injecdo no

sistema cromatografico bidimensional de uma solugédo de referéncia dos acidos
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organicos C1a C525 mg L' em 150 g L' de CI, utilizando-se 4,5 min de tempo na
primeira dimensdo. A partir deste estudo, foi observado que, utilizando 4,5 min, as
recuperagbes dos acidos organicos C1, C2 e C3 foram inferiores a 80%.
Provavelmente, parte dos acidos organicos acaba sendo eluido para o residuo,
quando tempos maiores de eliminagdo sao utilizados, devido a estes possuirem
tempos de retencdo mais proximos ao do sinal de CI-.

Desta forma, com a finalidade de recuperar os acidos C1, C2 e C3, além dos
acidos C4 e C5, foram avaliados tempos menores para a eliminacdo da matriz
utilizados na primeira dimensédo de 4,5 a 3,4 min, com variagcbes de 0,1 min.
A Figura 30 mostra o grafico com a avaliagdo dos tempos utilizados para a eliminagao

da matriz e a recuperagao dos acidos organicos (C1 a C5).

Figura 30 - Resultados obtidos para a recuperagao em solugao de referéncia dos acidos organicos (C1
a C5) em 150 g L' de CI- para a avaliagdo do tempo de eliminagdo de Cl- ap6s separagdo
em sistema bidimensional utilizando coluna de exclusao iénica (Dionex lonPac ICE-AS1),
com fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C e detecgdo por condutividade
com supressao quimica. A linha continua representa a recuperagéo de 100% e as linhas
tracejadas representam recuperacdes de 80 e 110%. (média + desvio padréo, n=3).

Tempo, min
120 + m34 m35 =36 m3,7 73,8 83,9 140 W41 m42 m43 44 n45
100 4 TT .
8014

Recuperagao, %
o)
o
1

!

40

!
_

20

li:

C1

De acordo com a Figura 30, o C1 nao foi recuperado em nenhum dos tempos
avaliados e para C2, as recuperacdes foram adequadas somente no tempo de 3,4
min. Para o C3, tempos maiores que 4 min n&o foram adequados para a recuperagao
deste e os desvios padrao relativos foram superiores aos valores recomendados (>

15%). Estes dados mostram que as recuperagdes dos acidos C1, C2 e C3 foram



127

menores em tempos maiores de eliminagao de matriz. Isto se deve ao fato de que, por
serem Os que menos interagem com a coluna e, consequentemente, eluem primeiro,
acabam sendo eliminados junto com o cloreto, dependendo do tempo utilizado na
primeira dimenséo.

Para os acidos maiores (C4 e C5), independente dos tempos avaliados, a
recuperacao ficou dentro da faixa esperada (80 a 110%), sendo que os desvios padréao
relativos foram menores para tempos maiores. Isso se deve ao fato de que a
quantidade de cloreto que chega na coluna nestes casos € bem menor e,
consequentemente, este nao interfere tanto na reprodutibilidade das separagdes. A
Figura 31 mostra a area de cloreto em fungéo do tempo de eliminagao da matriz apés

separagao em sistema bidimensional.

Figura 31 - Resultados obtidos para area relativa de CI- na recuperagdo em solugéo de referéncia dos
acidos organicos (C1 a C5) em 150 g L' de CI- para a avaliagdo do tempo de eliminagdo da
matriz apds separagdo em sistema bidimensional utilizando coluna de exclus&o iénica
(Dionex lonPac ICE-AS1), com fase moével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C
e deteccgéao por condutividade com supresséo quimica. (média + desvio padrédo, n=3).
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Mesmo com a utilizacdo de sistema bidimensional, como pode ser observado
na Figura 31, nao foi possivel eliminar todo o cloreto da matriz, nos tempos avaliados.
Porém, a area relativa ao cloreto diminui significativamente quando tempos maiores
sao utilizados. Como exemplo, a area relativa para Cl- quando 3,4 min foram utilizados
€ cerca de 2,5 vezes maior do que comparado ao tempo de 3,9 min.

Levando-se em consideracdo que as recuperagoes para C1 e C2 nao foram
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adequadas nas condicdes avaliadas, estes acidos ndo foram quantificados utilizando
o sistema bidimensional. Além disso, os acidos C1 e C2, na maior parte das amostras,
foram quantificados utilizando somente a diluigdo e separacédo por exclusao idnica.
Desta forma, considerando-se as recuperagdes para os acidos C3, C4 e C5, e a area
relativa ao sinal de ClI-, optou-se por utilizar o tempo de 3,9 min para a eliminagao de

matriz.

4.2.2.4.2 Avaliagdo da concentragédo de cloreto na separagdo dos acidos organicos

C1 a C5 utilizando sistema bidimensional

Apoés a escolha do tempo utilizado para a eliminagdo da matriz (3,9 min), foi
feita a avaliagio da influéncia da concentragéo de CI- (150, 100, 75, 50, 25e 10 g L™
de CI e H20) na separagao dos padrdes utilizando o sistema bidimensional. Para isto,
foram utilizadas solugdes de referéncia cada uma contendo 25 mg L-' dos acidos (C1
a C5) em concentragdes variadas de sal. Os resultados podem ser observados na
Figura 32.

Figura 32 - Resultados obtidos para a recuperagdo em solugéo de referéncia dos acidos organicos (C1
a Cb5) para a avaliagédo da concentragao de Cl- apds separagdo em sistema bidimensional
utilizando coluna de exclusdo idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB
0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,9 min na primeira dimensdo e deteccdo por
condutividade com supressao quimica. A linha continua representa a recuperagao de 100%
e as linhas tracejadas representam recuperacdes de 80 e 110%. (média + desvio padréo,
n=3).
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Na Figura 32 é possivel observar que a recuperagdo do C3 é influenciada,
também, pela concentracao de CI presente na solugdo. Em concentragdes menores
que 100 g L', os resultados de recuperagdo foram inferiores a 80%, indicando,
provavelmente, que parte do C3 esteja eluindo para o residuo, junto com o cloreto. A
alta concentragao de cloreto altera a forga idnica da fase movel, alterando também o
grau de ionizagao dos acidos organicos. Como a diminuigdo da concentragao de CI,
as condi¢des de separagao ndo sdo mais as mesmas, o que deve estar alterando o
equilibrio da interacdo dos acidos com a fase estacionaria da coluna. Como as
amostras possuem uma ampla faixa de concentragdo de CI (0,212 a 137 g L), esta
condi¢cao nao estaria adequada.

Com a finalidade de melhorar a recuperacéao do C3 nas diversas concentracoes
de CI, foi feita a mesma avaliagao anterior, utilizando solugéo de referéncia contendo
25 mg L-'dos acidos (C1 a C5) em concentragdes variadas de sal, porém com 3,8 min
de tempo para eliminacdo de matriz. Os resultados das recuperagdes dos acidos,

nestas condigdes, estdo mostrados na Figura 33.

Figura 33 - Resultados obtidos para a recuperagédo em solugéo de referéncia dos acidos organicos (C1
a C5) para a avaliagdo da concentracao de Cl- apds separagdo em sistema bidimensional
utilizando coluna de exclusé&o idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase moével de HPFB
0,25 mmol L, temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensdo e detecgdo por
condutividade com supressao quimica. A linha continua representa a recuperagao de 100%
e as linhas tracejadas representam recuperacdes de 80 e 110%. (média + desvio padréo,
n=3)
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De acordo com a Figura 33, utilizando um tempo menor para a eliminacéo de
ClI (3,8 min), os resultados para C3 foram superiores a 80%, em todas as
concentragbes de Cl avaliadas, além de quando foi utilizado somente agua para
simulagdo da matriz. Optou-se, entdo, por utilizar esta condi¢gdo de 3,8 min para a
eliminagdo da matriz. Para solugbes com concentragdes de ClI- inferiores a 10 g L™,
as recuperacgdes para C3 foram relativamente menores, porém ainda maiores que
80%, indicando que parte deste acido pode estar sendo eliminado juntamente com a
matriz. Como a maior parte das amostras utilizadas possuem concentracao de CI-
superior a este valor, optou-se por utilizar estas condi¢gdes (tempo de eliminagao da
matriz de 3,8 min). A Figura 34 mostra a sobreposi¢ao dos cromatogramas da solugao
de referéncia dos acidos organicos C1 a C5 (25 mg L") nas concentragbes de CI

avaliadas e detecc¢do por condutividade.
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Figura 34 - Cromatogramas sobrepostos da avaliagdo da recuperagdo em solucdo de referéncia dos
acidos orgéanicos (C1 a C5) para a avaliagédo da concentragéo de CI- (150, 125, 100, 75, 50,
25 e 10 g L") apods separagdo em sistema bidimensional utilizando coluna de exclusdo
idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de
35°C, 3,8 min na primeira dimenséo e detecc¢ao por condutividade com supressao quimica.
A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado.
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Os cromatogramas da Figura 34 mostram claramente a sobreposi¢cao do sinal
de ClI e o aumento da linha base inicial quando altas concentracdes de CI estao
presentes na matriz. Pode ser observado, ainda, que mesmo com a utilizagado do
sistema bidimensional, o ClI-ndo é completamente eliminado da matriz. Ainda, quanto
maior a concentracao de Cl- da solugdo, maior a recuperagao para C2. Para C3, como
mostrado, também, na Figura 33, em concentragdes de Cl-de 25 e 10 mg L', as

recuperacoes foram relativamente menores do que quando comparado com as
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solucdes de maior concentracado de ClI-. A presenca da alta concentracédo de Cl- pode
alterar a forca ibnica do meio e, consequentemente, alterar os equilibrios dos analitos
com a fase estacionaria da coluna, fazendo com que estes fiqguem mais tempo retidos

na coluna.

4.2.2.4.3 Validagdo do método analitico e quantificagdo dos acidos organicos (C3 a
C5) utilizando coluna de excluséo i6nica e detecgédo por condutividade em

sistema bidimensional para eliminagao de cloreto

Apds as otimizagdes das condigdes cromatograficas do sistema bidimensional,
foram avaliados alguns parametros para a validagcdo do método analitico, como a
obtengao da curva analitica, faixa linear de trabalho, LOD e LOQ para cada analito,
além de resolucdo de sinal, assimetria, fatores de retencéo e separacdo e numero de
pratos tedricos. As curvas analiticas, bem como a faixa linear de trabalho foram
obtidas de acordo com as recomendagdes do INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018). Foram
utilizadas solucdes de referéncia com, no minimo, 5 niveis de concentragdo, que
variaram de 5 a 50 mg L' (3 replicatas). A Tabela 17 resume os dados obtidos para a
separacao dos acidos C3, C4 e C5 em sistema bidimensional utilizando coluna de
exclus3o idnica e detecgéo por condutividade. Uma solugéo de 25 mg L' dos acidos
organicos foi utilizada para a definigdo dos tempos de reteng&o dos acidos C3, C4 e
C5.
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Tabela 17 - Tempo de retencéo (tr), numero de pratos tedricos, fator de retencdo e separacgéo,
resolugao, assimetria, faixa linear, equagao da reta, coeficiente de determinagao, LOD e
LOQ para a determinagdao de C3, C4 e C5 utilizando exclusao ibnica em sistema
bidimensional apés separagdo em sistema bidimensional utilizando coluna de excluséo
idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de
35 °C, 3,8 min na primeira dimensado e detecgao por condutividade com supressao

quimica.

Parametro Acido

C3 C4 C5
tr (min) 25,5 30,1 41,6
Pratos tedricos (N) 5592 4330 3266
Fator de retengao (k) 1,14 1,53 2,53
Fator de separacéo (a) 1,34 1,65 -
Resolucao (Rs) 2,95 5,00 -
Assimetria (As) 1,70 1,58 1,49
Faixa Linear (mg L") 8-50 5-50 5-50
Equacéo da reta y =0,0367 x - 0,0145 y =0,0334 x + 0,0142 y =0,0242 x - 0,0439
R? 0,9974 0,9998 0,9992
LOD (mg L") 24 1,5 1,5
LOQ (mg L") 8 5 5

A separacao dos acidos C3 a C5, utilizando coluna de exclusédo iénica apds a
eliminacdo de ClI- em sistema bidimensional foi adequada levando-se em
consideracao que N > 1000, « > 1 e Rs> 1,5 e As < 2 (BLIESNER, 2006). Assim como
mostrado na validagao do método quando nao foi feita a separagao de CI, valores de
k para C3 e C4 foram menores que 2. Este fator confirma a influéncia maior do tempo
de eliminacéo de ClI- nestes dois acidos, por estarem mais proximos da eluigdo do CI-
, no tempo morto da coluna.

Os coeficientes de determinacgao obtidos para C3, C4 e C5 foram superiores a
0,997 indicando boa adequabilidade do ajuste linear a curva de calibragdo. A analise
do grafico dos residuos, de acordo com a planilha de validagao (RIBEIRO et al., 2008),
assim como as otimizagcbes sem a eliminacdo de CI, mostrou uma distribuicao
uniforme dos dados, com variancia constante (homocedastidade), além da auséncia
de amostras atipicas. Estes dados comprovam que o ajuste linear, além da faixa linear
de trabalho foram adequadas para a determinacdo de C3, C4 e C5 nas condi¢bes
otimizadas.

Os LODs e LOQs obtidos em sistema bidimensional foram iguais aos obtidos
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para C3, C4 e C5 na cromatografia de exclusao iénica, o que era esperado, devido as
condicbes de calibracdo serem as mesmas. Porém, como foi mencionado
anteriormente, quando n&o é feita a separacdo da matriz, a concentracédo de ClI- deve
ser inferior a 5000 mg L-'. Desta forma, maior parte das amostras precisou ser diluida
para a quantificagdo dos acidos organicos, e teve os seus LODs e LOQs aumentados
na mesma propor¢ao. Quando foi utilizado o sistema bidimensional, a etapa inicial de
separacado da matriz eliminou a necessidade de diluigdo das amostras, fazendo com
que os LOQs nao fossem alterados. Como exemplo, o LOQ para C5, na amostra “O”
(138 g L' de CI) foi cerca de 28 vezes menor utilizando o sistema bidimensional do
que comparado com a separacao sem a eliminacdo da matriz.

A exatiddo do método foi avaliada com a inje¢gdo do CRM 46975 0,5 mmol L'
preparado em uma solugdo de 150 g L-'. Cabe salientar que o CRM, além dos acidos
organicos C3, C4 e C5, otimizados neste método, possui, ainda, os acidos C1, C2,
is0-C4, iso-C5, iso-C6 e C7 em sua composi¢ao. A Figura 35 mostra o cromatograma
para o CRM 46975 em 150 g L' de CI, apds separagédo em sistema bidimensional

para a separac¢ao da matriz, nas condi¢cdes otimizadas.
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Figura 35 - Cromatograma do CRM 46975 0,5 mmol L-* em 150 g L' de CI- apds separagdo em sistema
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bidimensional utilizando coluna de exclusdo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase
movel de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimenséo e
deteccdo por condutividade com supressdo quimica. A: cromatograma completo, B:
cromatograma ampliado.
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O cromatograma da Figura 35 mostra a separacédo dos acidos orgéanicos de

cadeia linear C2 a C5, além das espécies iso-C4 e iso-C5, com boa resolugéo (Rs >
1,5) (MEYER, 2004). Os acidos maiores (C6, iso-C6 e C7), presentes no CRM, n&o

foram separados utilizando este método e as espécies “iso" ndo foram quantificadas

devido a

falta de padrao disponivel para cada acido. O C1, como mostrado na

otimizacdo, acaba eluindo para o residuo, bem como parte do C2. Apesar de o

cromatograma apresentar sinal para o C2, a concordéancia deste em relagéo ao valor

de referéncia foi inferior a 65 %. Isto corrobora a ndo aplicabilidade da utilizagao do
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sistema bidimensional para a determinacdo dos acidos C1 e C2. Os resultados
obtidos para concordancia do CRM 46975, preparado em trés niveis de concentragao
(0,22, 0,44 e 0,65 mmol L-"em 150 g L' de CI'), estdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados obtidos para C3, C4 e C5, em trés niveis de concentragéo (0,22, 0,44 e 0,65
mmol L"), no CRM 46975 preparado em 150 g L' de Cl- apds separacdo em sistema
bidimensional utilizando coluna de excluséo i6nica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase
mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensao e

deteccdo por condutividade com supressdo quimica. Valores em mg L', n=3.

CRM Valores Acido
(mmol L) (mg L) C3 C4 C5
0,22 Certificado 16,3 19,4 22,2
Encontrado 149+1,1 179+15 21,0+ 1,1
Concordéncia, % 91 92 95
0,44 Certificado 32,6 38,7 44 4
Encontrado 30,7+£2,0 36,3 £ 2,1 43,7+ 2,6
Concordéncia, % 94 94 98
0,65 Certificado 48,8 58,1 66,7
Encontrado 446+ 3,0 52,7 £ 3,9 63,324
Concordancia, % 91 91 95

Como pode ser observado na Tabela 18, os acidos C3, C4 e C5 foram 90,7 a
98,3% concordantes com o valor de referéncia, indicando a adequabilidade do
método, mesmo na presenca das espécies “iso” e de CI. Além disso, foi feita a
avaliagdo da recuperagdo dos acidos C3, C4 e C5, para o CRM 46975 0,5 mmol L™,
preparado em solugbes de 150 e 75 g L' de CI- e H20. Os resultados estdo mostrados

na Tabela 19.
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Tabela 19 - Resultados para a recuperagéo de C3, C4 e C5 no CRM 46975 0,5 mmol L-" para 150 e 75
g L' de CIr e em H20 apos separagdo em sistema bidimensional utilizando coluna de
exclusdo idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase moével de HPFB 0,25 mmol L,
temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensao e detecgao por condutividade com
supressao quimica. Valores em mg L, n=1.

Recuperacao, %

Acido
H20 75gL'CF 150 gL CF
C3 85,5 914 94,2
C4 100 99,6 93,8
C5 109 106 98,3

Para os acidos C4 e C5, como mostrado na Tabela 19, as recuperagdes foram
de 93,8 a 109%, em todas as solugdes avaliadas, sendo proximas as encontradas por
Miller e Schnute (2016) para a determinagdo de acidos organicos em sistema
bidimensional (90 a 108%). Para o C3, que é o acido que elui com um menor tempo
de retencgao, a recuperacao foi relativamente inferior em H20 do que nas solugdes
contendo CI. Na auséncia de CI-, o equilibrio dos analitos com a fase estacionaria da
pré-coluna, fazem com que o C3 elua mais rapidamente e possa ser perdido durante
o tempo de eliminacdo da matriz. Entretanto, foram obtidas recuperagdes superiores
a 85% (estando dentro da faixa recomendada pelo INMETRO) para todas as solugdes
avaliadas, indicando que, independentemente da concentragcdo de cloreto das
amostras, estas podem ser quantificadas utilizando o sistema bidimensional.

Ap0ds as otimizagdes das condi¢cdes de separagao da matriz (CI), obtencéo da
curva de calibragdo e verificagdo da exatiddo do método, foi feita a injecdo das
amostras no sistema bidimensional. Cabe salientar que, para esta aplicagdo, em
funcao da eliminacéo do CI, as amostras foram somente filtradas em filtros de PTFE
de 0,22 um, previamente a injecdo. Os resultados encontrados para os acidos
organicos C3, C4 e C5, apds separagao por exclusao idbnica em sistema bidimensional
e deteccdo por condutividade estdo mostrados na Tabela 20, comparados com
aqueles obtidos apds a separacéo utilizando o mesmo tipo de coluna, sem a remogao

do CI- da matriz.
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Tabela 20 - Comparagao dos resultados obtidos para a determinagéo de acidos organicos (C3, C4 e
C5) utilizando coluna de exclusao idnica (Dionex lonPac ICE-AS1) sem separagao do CI-
(Sistema 1), somente com diluicdo da amostra; e apds separagdo em sistema
bidimensional (Sistema 2) utilizando coluna de exclus&o iénica (Dionex lonPac ICE-AS1).

(n=2).
Acido, mg L

Amostra C3 C4 C5

Sistema 12 Sistema 2° Sistema 12 Sistema 2° Sistema 12 Sistema 2
A <8 <8 <5 <5 <5 <5
B <16 <8 <10 12,5+1,8 <10 <5
C <56 <8 <35 <5 <35 <5
D <80 <8 <50 <5 <50 <5
E <96 53+ 14 <60 <5 <60 <5
F <120 <8 <75 <5 <75 <5
G <128 138+ 13 <80 49,8+7,3 <80 <5
H <144 <8 <90 <5 <90 <5
[ <160 164 + 25 <100 305 <100 <5
J <176 235+ 25 <110 373+28 <110 5,50 + 0,67
K <192 52,1+4,8 <120 345+14 <120 7,53+ 1,11
L <200 288 + 38 <125 748+75 <125 19,0+ 1,8
M <208 107 + 16 <130 46,1+ 5,3 <130 12,8+ 1,8
N <216 < 40* <135 < 25* <135 < 25*
0] 352 +28 363 + 44 <140 167 + 10 <140 28,1+3,2

[

Sistema 1: Separagdo em coluna de exclusdo ibnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase moével de
HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C e detecgdo por condutividade com supressao
quimica.

b Sistema 2: Separagédo em sistema bidimensional com coluna de exclusao idnica (Dionex lonPac ICE-

AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira

dimensao e deteccgao por condutividade com supressao quimica.

*LOQ devido a necessidade de diluicdo das amostras para minimizar a interferéncia de C2 nas
determinagoes de C3 e C4.

Como pode ser observado pela Tabela 20, os resultados para C3, C4 e C5
variaram bastante entre as amostras, sendo que a concentragdo do C3 é
relativamente maior que C4 e C5, em todos os casos. Para o C3 nas amostras “J” e
‘L e para o C4 na amostra “O”, os resultados obtidos utilizando o sistema
bidimensional (Sistema 2) ndo foram concordantes com os obtidos no Sistema 1.
Porém, estas amostras, por possuirem alta concentragdo de CI (> 100 g L),
precisaram ser diluidas em, no minimo, 20 vezes, para a quantificacdo utilizando o
Sistema 1. Desta forma, os LOQs foram estimados pelas diluicbes necessarias das

amostras.
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Para a avaliagao da seletividade, assim como para avaliagdo da exatidao, nas
amostras, foram feitos ensaios de recuperagdo dos analitos, fortificando-se as
amostras com concentragées conhecidas dos acidos organicos avaliados. Para os
ensaios de recuperacao, as concentracdes adicionadas de padrao foram equivalentes
a 100% da concentracdo de analito encontrada na amostra (BLIESNER, 2006).
Quando necessario, previamente as quantificagdes, as amostras foram diluidas para
que as concentragdes ficassem dentro da faixa linear do método para cada acido. Em
amostras em que a concentragdo dos acidos organicos estava abaixo do LOQ, a
fortificagao foi de 8, 5 e 5 mg L', para C3, C4 e C5, respectivamente.

Inicialmente, foi observado que, para algumas amostras, as recuperag¢des nao
foram quantitativas (inferiores a 80%), principalmente para o C4. As amostras que
apresentaram esta recuperacéo inferior foram as que possuem pH relativamente mais
alto (pH > 4,5). De acordo com a literatura (HADDAD e JACKSON, 1990; PITTMAN e
LEWAN, 1994; FRITZ e GJERDE, 2009), o mecanismo de exclusdo ibnica é
dependente do pH, ou seja, as espécies devem estar nas suas formas né&o
dissociadas. Espécies na forma ionizada possuem pouca interagdo com a fase
estacionaria, devido a repulsao de cargas ocasionada pela membrana de Donnan e
sdo eluidas junto com o volume morto (HADDAD e JACKSON, 1990; FRITZ e
GJERDE, 2009). Como os valores de pKa destes acidos organicos (C3, C4 e C5)
ficam na faixa de 4,9 (SERJEANT e DEMPSEY, 1979), as amostras que possuem pH
maiores que este valor possuem uma concentragdo maior de espécies nao
dissociadas. Assim, optou-se por acidificar as amostras para pH 4, utilizando uma
solucéo diluida de acido cloridrico. A escolha do acido cloridrico foi com a intengao de
minimizar possiveis interferéncias de outros ions, como o nitrato, por exemplo, se
acido nitrico fosse utilizado no ajuste do pH.

A Figura 36 mostra, como exemplo, a sobreposi¢cdo dos cromatogramas da
amostra “D” sem ajuste de pH e com ajuste de pH (pH 4), além do padrdo de
50 mg L' dos acidos C1 a C5em 150 g L' de CI-.
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Figura 36 - Cromatogramas sobrepostos da amostra “D” sem ajuste de pH (pH 8,25) e com ajuste de
pH (pH 4), apds separagdo em sistema bidimensional utilizando coluna de excluséo iénica
(Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB 0,25 mmol L', temperatura de 35 °C,
3,8 min na primeira dimensao e detecgao por condutividade com supressao quimica. A:
cromatograma completo, B: cromatograma ampliado. Cromatograma em preto é referente
a solugdo de referéncia contendo 50 mg L' dos acidos C1 a C5 nas mesmas condigdes de

separagao.
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Como pode ser observado pelos cromatogramas da Figura 36, a amostra ndo

acidificada mostra um sinal bem intenso no mesmo tempo de retencéo que o C4, sinal

este que fica bem menor quando a amostra € acidificada. Xu et al. (1997) mostraram

que a presenca de acido carbdnico em excesso pode interferir na deteccéo de acidos

organicos utilizando coluna de exclusao ibnica e detecg¢ao por condutividade. O acido

carbdénico pode ser separado utilizando este tipo de coluna e pode coeluir com os

acidos orgéanicos C3 e C4, ocasionando, assim, uma sobreposicédo de sinal. Nestes
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casos, o acido carbbnico foi removido com a adicdo de acidos fortes, como o HCI
seguido de agitacdo da amostra.

Quando foi feito o ajuste de pH, as recuperagdes para adi¢des de padrao foram
adequadas (valores entre 80 e 110%) para a quantificagdo dos acidos organicos C3,
C4 e C5. Desta forma, as amostras com pH acima de 4,5 foram ajustadas para pH 4,
previamente as quantificagdes. Cabe salientar que para amostras com pH < 4,5 nao
houve diferenca nos valores de recuperagdo para os acidos organicos,
independentemente do valor de pH nestes casos.

Os resultados obtidos para as recuperagdes dos acidos C3, C4 e C5 estéo
mostrados na Tabela 21. Cabe salientar que as amostras foram ajustadas quanto ao

pH (pH 4) utilizando uma solugao diluida de HCI, quando necessario.

Tabela 21 - Valores de recuperagao para os acidos C3, C4 e C5 para fortificagdo nas amostras de
aguas separadas de emulsdes de petroleo apds separagdo em sistema bidimensional
utilizando coluna de exclusao idnica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase mével de HPFB
0,25 mmol L', temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensdo e deteccdo por
condutividade com supressao quimica. (n=1).

Recuperacao, %

Amostra

C3 C4 C5
A 87 108 108
B 99 106 110
C 85 105 104
D 109 105 103
E 110 90 95
F 87 108 109
G 90 103 98
H 96 106 97
I 106 94 103
J 107 106 108
K 109 95 100
L 97 108 101
M 97 101 101
N nd* nd* nd*
o) 91 108 106

nd: ndo determinado

* Interferéncia da sobreposicdo de sinais devido a alta
concentragdo de C2 da amostra.
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Conforme pode ser observado pelos resultados da Tabela 21, os valores de
recuperacgao encontrados estao entre 87 e 110%, sendo considerados adequados de
acordo com as recomendacdes do INMETRO para os acidos orgénicos C3, C4 e C5,
na maior parte das amostras (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2018).

Para a amostra N, ndo foram obtidos sinais para C3 e C4, mesmo com
fortificagbes de 50 mg L. Isto se deve ao fato de que esta amostra possui alta
concentragdo de C2 (15310 mg L") e, consequentemente, o sinal deste acaba
sobrepondo os sinais de C3 e C4. O cromatograma completo, assim como sua

ampliagdo, da amostra N, esta mostrado na Figura 37.
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Figura 37 - Cromatogramas da amostra “N” apds separagao em sistema bidimensional utilizando coluna
de exclusdo iénica (Dionex lonPac ICE-AS1), com fase movel de HPFB 0,25 mmol L,
temperatura de 35 °C, 3,8 min na primeira dimensao e detecgado por condutividade com
supressdo quimica. A: cromatograma completo, B: cromatograma ampliado.
Cromatograma em azul é referente a solugado de referéncia contendo 50 mg L' dos acidos
C1a C5em 150 g L' nas mesmas condigdes de separagao.
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Como pode ser observado pelo cromatograma da Figura 37, o sinal para o C2
acaba sobrepondo os sinais do C3 e do C4, retornando para a linha base bem préximo
ao sinal do C5. Em razao da alta concentragao de C2 nesta amostra (N), foram feitas
algumas diluicdes destas a fim de verificar a possibilidade de quantificacdo de C3 e
C4. Para que nao houvesse sobreposicao do sinal de C2 nos outros acidos, a amostra
precisou ser diluida em, no minimo, 5 vezes, para N (concentragdo de C2 inferior a,

aproximadamente, 3000 mg L"). Porém, nesta diluigdo (5 vezes), os acidos C3 e C4
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nao apresentaram sinal. Desta forma, a concentragcao de C2 é um limitante para a
quantificacdo de C3, C4 e C5, ou seja, s6 pode ser utilizada em amostras com
concentragdes iguais ou inferiores a, aproximadamente, 3000 mg L. Utilizando-se
estas diluigbes, e concentragdes de C2 inferiores a 3000 mg L', foram feitos ensaios
de recuperagédo para os acidos C3, C4 e C5, e estas foram de 89, 91 e 94%,
respectivamente.

Além disso, para a avaliagcado da seletividade do método e possivel interferéncia
da matriz, foi feita a inje¢do de uma amostra “branco” (solugéo de 150 g L-'de CI- em
H20), no sistema bidimensional. Este ensaio permite avaliar possiveis interferéncias
devido aos componentes da matriz, neste caso o CI-, nos sinais referentes aos acidos
organicos. Nao foram observados sinais analiticos para os acidos organicos C1 a C5,
evidenciando, também, a seletividade do método.

4.2.3 Coluna de pareamento idnico

Assim como nas colunas de troca ibnica e exclusado idnica, as condi¢des
utilizadas para a separacdo em coluna de pareamento i6nico foram baseadas em
aplicagdes recomendadas pelo fabricante (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017c).
As condigdes iniciais utilizadas estdo mostradas na Tabela 7, no item 3.3.3, dos
Materiais e Métodos.

Para as otimizagdes da separagdo em coluna de pareamento i6nico, foi
utilizada solugao de referéncia contendo 10 mg L' dos acidos C1, C2, C3, C4, C5, C6,
C7, C8, C9 e C10. A solucao de referéncia dos acidos C1 a C10 foi preparada em
acetonitrila, devido a baixa solubilidade dos acidos organicos de cadeia maior (C8-
C10) (BRUICE, 2010).

Inicialmente, apds a inje¢cdo do padrao nas condigdes recomendadas, foram
feitas algumas alteragdes no gradiente da fase movel, a fim de melhorar a separagao
dos acidos C1 e C2, que estavam com baixa resolu¢do (Rs < 1). A condi¢ao otimizada
alterou a concentragdo da fase moével B (ACN 60%, MeOH 24%, HCI 0,05 mmol L")
no inicio do programa, diminuindo a curvatura do gradiente e, consequentemente, o
percentual de solvente organico. A Figura 38 mostra os gradientes de concentragéo

das fases moveis A e B no programa de eluigéo inicial e otimizado.
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Figura 38 - Gradiente de concentragdo de fase moével A (ACN 24%, MeOH 6%, HCI 0,03 mmol L-') e B
(ACN 60%, MeOH 24%, HCI 0,05 mmol L") inicial e otimizado para a determinagdo de
acidos organicos em coluna de pareamento idnico.
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Com esta alteracdo, C1 e C2 tiveram uma melhora significativa na resolugéo

(Rs > 1,5), devido ao aumento na seletividade para os acidos orgéanicos, fator alterado
pela mudanga da fase mével (MEYER, 2004; BLIESNER, 2006). A diminuicdo da

concentracdo de metanol e acetonitrila da fase mével, durante a eluicido dos acidos

C1 e C2, possibilitou uma maior interagao destes com a fase estacionaria da coluna,

alterando assim o fator de retencdo e, consequentemente, a resolugcao dos sinais
(CASS e CASSIANO, 2015; MEYER, 2004). O gradiente de concentragao de fase

movel otimizado € mostrado na Tabela 22. Além disso, em funcéo do condicionamento

da coluna para a préxima corrida, foi adicionado um tempo inicial de 12 min para

estabilizag&o da linha base, previamente a inje¢gao da amostra.

4.2.3.1 Avaliagdo das condig¢ées utilizando espectrometria de massas

Inicialmente, foram feitas avaliagdes em relagao as condigdes de ionizagao do

espectrdmetro de massas. Cabe salientar que para as otimizagdes, a avaliacdo da

intensidade dos sinais foi avaliada pelos ions extraidos obtidos do modo full scan.
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4.2.3.1.1 Avaliagdo do potencial aplicado no cone de amostragem

O potencial aplicado no cone pode influenciar na intensidade do sinal dos
analitos. Desta forma, foram avaliados os potenciais de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 V,
utilizando uma solugdo de referéncia de 10 mg L' dos acidos C1 a C10, preparada
em acetonitrila, e os resultados estdo mostrados na Figura 39. Cabe salientar que

todos os acidos foram monitorados (modo full scan) em cada potencial.

Figura 39 - Avaliagdo da intensidade de sinal para os acidos C1 a C10 (10 mg L") para os potenciais
do cone de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 V apds separagao utilizando coluna de pareamento
ibnico com gradiente de fase moével acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20,
temperatura de 42 °C e detecgao MS, com supressao quimica.
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* Nao foram observados sinais significativos para os acidos C1 e C2, nas condi¢cbes avaliadas.

Para os acidos menores, C3, C4 e C5, a maior intensidade foi obtida quando
foi utilizado o potencial de 50 V. Em relagdo aos acidos maiores, C6 a C10, os
melhores resultados foram obtidos com o potencial de 75 V. Pode ser observado,
ainda, que os acidos C1 a C7 nao obtiveram sinal, ou este foi muito baixo, quando 125
V foi utilizado. Ainda, com a utilizagdo de 150 V, nenhum acido obteve sinal. Os acidos
C1 e C2 tiveram sinais pouco intensos e ruidosos, ndo sendo possivel a integragéo
dos mesmos.

Desta forma, ao utilizar o modo de monitoramento individual de ions (SIM), o
potencial do cone utilizado para os acidos C1 a C5 foi de 50 V e de C6 a C10 foi de
75 V. Cabe salientar que, nas otimizagdes seguintes, em que foi utilizado o modo full

scan, foi utilizado o potencial de 50 V em toda a corrida cromatografica.
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4.2.3.1.2 Avaliagao da presencga de sal na ionizagéo dos acidos C1 a C10

A fim de verificar possiveis interferéncias da matriz, principalmente em relagao
a alta concentracdo de CI, foram feitos alguns testes com padrées de acidos
organicos preparados em uma solugédo sintética de ClI- 150 g L' em 50% de
acetonitrila. Esta concentracao de CI- foi escolhida em fungdo da maior concentragao
de CI- encontrada nas amostras. Os resultados para os acidos organicos C1 a C10
em acetonitrila e na presenga de ClI- em acetonitrila 50% estdo mostrados na
Figura 40.

Figura 40 - Avaliacdo da intensidade de sinal para os acidos organicos C1 a C8 em uma solugdo de
referéncia preparada em ® acetonitrila e ® 150 g L-' de CI- em 50% de acetonitrila, apés a
separacgao utilizando coluna de pareamento idnico com gradiente de fase moével acidificada
(HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 42 °C e deteccdo por MS, com
supressao quimica. (média * desvio padrao, n=3).

50000
40000 ~
30000 A

20000 A

Area, cps x min

10000 ~

* *

c1t C2 C3 C4 C5 Cr C8 <C9 cC10

0_

* Nao foram observados sinais significativos para os acidos C9 e C10 na
presenga de ClI-

Como pode ser observado pelo grafico da Figura 40, a presenga de CI- interfere
na deteccdo por MS. E possivel observar, também, que este efeito é mais pronunciado
em acidos de cadeia maior (C3 a C8). Os acidos C9 e C10 apresentaram sinal pouco
intenso e nao foi possivel fazer a integracdo destes na presengca de CI na
concentragdo de 150 g L.

Além disso, foi observada a deposi¢cao salina no cone apds a avaliagao, o que

acaba prejudicando, também, a ionizagao dos acidos. Nao foram obtidos os resultados
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por condutividade devido a indisponibilidade da supressora quando foram feitos os
testes. Desta forma, ndo se pode afirmar se a interferéncia devido a presenca de alta
concentracédo de Cl-ocorre na separacao dos acidos na coluna ou na ionizagao destes
no MS. Cabe salientar que, o CI-, por possuir pouco interacdo com a fase estacionaria
da coluna, elui praticamente todo no tempo morto da corrida cromatografica. Porém,
devido a alta concentragao, pode ser que parte do CI-fique na coluna e possa coeluir
e alterar as condicdes de equilibrio entre os &cidos organicos e a fase estacionaria. E
importante mencionar que, nas avaliacbes anteriores, em relacdo ao potencial
aplicado no cone e na otimizagao do gradiente de eluigéo, a solugcéo de referéncia foi
preparada somente em acetonitrila, na auséncia de CI-. Desta forma, estes efeitos nao
foram observados.

Assim, para minimizar os efeitos do sal na quantificacdo dos acidos C1 a C10,
bem como na deposicao deste na interface do MS, foi feita a utilizagdo da extragao
em fase solida (SPE) para remocéo do ClI- e posterior quantificagado utilizando coluna

de pareamento idbnico e detecgéo por MS.

4.2.3.2 Avaliagdo da temperatura do compartimento da coluna

A avaliacdo da temperatura na separagdo dos acidos organicos utilizando
coluna de pareamento inico foi feita utilizando o CRM 46975, na concentracédo de
0,05 mmol L', preparado em acetonitrila. Como foi observado na separagdo dos
acidos C1 a C5, utilizando coluna de exclusdo idnica, mesmo que nao foram
quantificados, algumas amostras mostraram sinais para as espécies iso-C4 e iso-C5.
Desta forma, a separacdo dos acidos C1 a C7, bem como das espécies iso-C4,
iso-C5 e iso-C6 foi avaliada nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C, além
daquela recomendada, que é de 42 °C. As avaliacbes em temperaturas mais baixas
foram feitas a fim de melhorar a separacao, principalmente, das espécies “iso”. Os
acidos maiores (C8, C9 e C10), que ndo estdo presentes na solugdo do CRM, foram
separados com boa resolucdo em relacdo aos demais acidos, independente da
temperatura utilizada na separacao e, por este motivo, ndo foram avaliados neste
estudo.

A Figura 41 mostra os cromatogramas obtidos para a separagdo dos acidos
organicos C4, iso-C5, C5, iso-C6, C6 e C7 nas diferentes temperaturas utilizando

coluna de pareamento i6nico e detecg¢ao por condutividade. Os cromatogramas foram



149

ampliados para a melhor visualizagao dos sinais. Os sinais para os acidos C1, C2 e
C3 nao foram bem resolvidos (Rs < 1) em todas as temperaturas avaliadas, utilizando
a detecgao por condutividade e, desta forma, também ndo estdo mostrados nos

cromatogramas.
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Figura 41 - Cromatogramas obtidos para a separagao dos acidos organicos C4, iso-C5, C5, iso-C6, C6 e C7 nas temperaturas de A: 10 °C, B:15 °C, C: 20 °C,
D: 25 °C, E: 30 °C, F: 35°C e G: 42 °C, ap6s a separagao utilizando coluna de pareamento idnico com gradiente de fase mével acidificada (HCI)
de acetonitrila, metanol e H20 e detec¢ao por MS, com supressao quimica.
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Como pode ser observado pelos cromatogramas da Figura 41, a temperatura
praticamente ndo teve influéncia na separacdao dos acidos, apenas no tempo de
retengcdo dos mesmos, quando estes foram detectados por condutividade. Os valores
de resolugao para o sinal de iso-C5, em relagdo ao C5 praticamente ndo variaram
(1,37 a 1,41), independente da temperatura utilizada, sendo que os maiores valores
(1,41) foram para 25 e 30 °C. A resolugao para o sinal de iso-C6, em relagao ao C6
variaram de 1,08 a 1,16, sendo que a melhor resolugéo (1,16) foi para 25 e 30 °C,
assim como para iso-C5. O mesmo comportamento obtido para a resolugdo das
espécies “iso" foi observado para o numero de pratos tedricos, que variou de 23967 a
29063 para iso-C5 e 37402 a 45751 para iso-C6, sendo os maiores valores
encontrados para a temperatura de 25 °C. Além disso, foi observado que o acido
butirico nao foi separado da sua espécie “iso”, pois 0 mesmo possui somente um sinal.
As espécies “iso” dos acidos C5 e C6 foram separadas.

Os sinais obtidos por MS, para a avaliagao da separagao dos acidos C5 e C6
e suas espécies “iso", em diferentes temperaturas, estdo mostrados na Figura 42.
Como os sinais foram obtidos no modo full scan, os cromatogramas sao dos ions
extraidos. Além disso, sdo mostrados os acidos C5 e C6 devido a somente estes
possuirem as espécies “iso". Além disso, como pode ser visto nos cromatogramas
obtidos com detecgao por condutividade, os outros acidos (C7, C8, C9 e C10) foram

separados com boa resolugdo (Rs>1,5) em todas as temperaturas avaliadas.
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Figura 42 - Cromatogramas de ions extraidos para C5 (preto) e C6 (azul) nas temperaturas de 10, 15,
20, 25, 30, 35 e 42 °C apos a separagao utilizando coluna de pareamento ibnico com
gradiente de fase moével acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20 e detecgéo por MS,
com supressao quimica.
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Nos cromatogramas da Figura 42 pode ser observado que as temperaturas
avaliadas nao tiveram muita influéncia na separacao das duas espécies tanto do acido
C5, quanto do acido C6, o mesmo comportamento observado nos cromatogramas de
condutividade. Considerando-se os critérios de resolugcdo e de numero de pratos
tedricos, as melhores condicdes de separagao foram obtidas com a temperatura de
25°C (Rs =1,37 e 1,41, N = 25271 e 28054, para iso-C5 e iso-C6, respectivamente).

A temperatura pode alterar, assim como nos outros tipos de cromatografia, a
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viscosidade da solucéo e assim, permitir uma melhor transferéncia de massa entre a
fase movel e a fase estacionaria (HATSIS e LUCY, 2001). Desta forma, ocorre uma
melhora no formato dos picos e consequente melhora na separagao, além da redugao
dos tempos de retengdo dos analitos. Além disso, a temperatura pode afetar o grau
de ionizacdo dos analitos. Em temperaturas maiores, a ionizacdo dos acidos
organicos é maior, diminuindo assim a interagao destes com a fase estacionaria,
resultando numa piora na resolugéo e fatores de retencdo (HADDAD e JACKSON,
1990).

Levando-se em consideracao os parametros de separacao das espécies “iso",
tanto na deteccdo por condutividade, quanto por MS, a temperatura de 25 °C foi
escolhida para a separagao dos acidos organicos utilizando coluna de pareamento
i6nico. O controle de temperatura neste tipo de coluna € muito importante, sendo que
o fabricante recomenda avaliar a seletividade do método caso a temperatura seja
altera em 5 °C ou mais (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2017c).

4.2.3.3 Resumo das condi¢bes otimizadas para separagcdo em coluna de pareamento

i6énico

Na Figura 43 sao mostrados os cromatogramas de uma solugao de referéncia
de acidos organicos C1 a C10, em acetonitrila, apos separagdo em coluna de
pareamento ibnico e deteccéo por condutividade e MS.
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Figura 43 - Cromatogramas para acidos organicos C1 a C10, 10 mg L' em acetonitrila, apds a

Condutividade, uS cm!

Intensidade, cps

separagao utilizando coluna de pareamento iGnico com gradiente de fase movel
acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e deteccao
A: condutividade e B: MS, com supressao quimica.

3,00 C1

c2

2,00 -

0,00+

-2,00 -

-4700 -I T T T T T T 1

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0
8,0e4

C9 B
c7 Cc10
6,0e4 c6 c8
4,0e4 4 c5
2,0e4 |
C3 C4
Cc1 C2

0,060 i A K K
-1 ’Oe4 -I T T T T T T 1

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Tempo, min

A Tabela 22 mostra as condigdes otimizadas para a separacdo dos acidos

organicos C1 a C10 em coluna de pareamento idnico, com detecgao por condutividade

e MS.
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Tabela 22 - Condigbes cromatograficas otimizadas para a determinagédo dos acidos organicos C1 a
C10 utilizando coluna de pareamento ibnico e deteccdo por condutividade e MS em
amostras de aguas separadas de emulsdes de petréleos.

Fase movel

Vazéao

Volume de injecéo
Tempo
Temperatura

Detector

A: ACN 24%, MeOH 6%, HCI 0,03 mmol L'
B: ACN 60%, MeOH 24%, HCI 0,05 mmol L

Programa e gradiente de eluicdo
Tempo, min %B

-12*-0 0
0-6 0-15
6 - 30 15-100
30-35 100
35 100-0
0,3 mL min™*
10 yL
35 min
25°C
Condutividade

Supressora quimica ACRS-ICE 500
Regeneragéo externa com TBAOH 0,5 mmol L
Vazao do regenerante: 2,5 mL min-"

Espectrometro de massas
Fonte de ionizagao: ESI
Temperatura do probe: 450 °C
Potencial da agulha: 3 kV
Modo: negativo (SIM)

Parémetros
Acido Massa (m/z)  Cone (V)
C1 45 50
C2 59 50
C3 73 50
C4 87 50
C5 101 50
C6 115 75
C7 129 75
C8 143 75
C9 157 75
C10 171 75

*Tempo necessario para a estabilizagdo da linha base devido ao gradiente de
concentracao da fase movel.
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4.2.3.4 Extragdo em fase sélida para remogéao de cloretos

Devido a alta concentragdo de cloreto nas amostras (concentragdes préximas
a 15%), foram testadas algumas alternativas a fim de remover parte desse cloreto e
minimizar possiveis interferéncias, tanto na parte da separagdo cromatografica,
quanto na parte de quantificacdo. Uma das alternativas, que foi testada anteriormente
utilizando a coluna de exclusao ibnica, € a utilizacdo de sistemas bidimensionais.
Entretanto, para que seja possivel este tipo de arranjo cromatografico, o sistema
precisa possuir, no minimo, duas valvulas de desvio, para que possa ser controlado o
tempo de eliminacao do cloreto e direcionamento deste para o residuo. Como nao sao
todos os sistemas que possuem este tipo de configuragédo, alternativas sao
necessarias para a eliminagao do Cl-das amostras.

Como o objetivo principal de quantificar os acidos organicos de cadeia maior (>
5 carbonos), que nao foram possiveis de serem quantificados utilizando troca ibnica e
exclusao ibnica, foi avaliado o uso da extragdo em fase sdélida (SPE) para a remogéo
do CI. A SPE é amplamente utilizada como método de preparo de amostra em
cromatografia devido a, principalmente, sua simplicidade, rapidez e efetividade, além
do relativo baixo custo (FRITZ e MACKA, 2000).

A utilizagdo de cartuchos com fase estacionaria de caracteristicas mais
apolares, como C18, faz com que os acidos de cadeia maior tenham maior interagao
com esta, em relagdo aos menores, devido ao tamanho da cadeia carbbnica, o que
os torna mais apolares. Sendo assim, o cloreto, bem como os acidos organicos de
cadeia carbbnica menor, interage pouco com a fase estacionaria do cartucho e é
facilmente eluido com solventes mais polares, como a agua. Desta forma, foi avaliada
a utilizacao de cartuchos de C18 para a separag¢ao dos acidos de cadeia maior do CI-
presente na matriz.

Para a otimizagao do procedimento, foi preparada uma solucéo de referéncia
dos acidos organicos C1a C10 de 10 mg L', em 150 g L' de Cl-, em uma mistura de
30% de metanol + 70% de H20. As solugdes padrao de acidos com a carbdnica maior
(C9 e C10) sao pouco soluveis em agua, sendo desta forma, necessario algum
solvente organico para a sua solubilizagdo. Em percentuais menores de agua, nao foi

possivel solubilizar todo o NaCl (150 mg L' de CI").
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4.2.3.4.1 Avaliagado do volume de agua para a remocgao de cloreto

Inicialmente, foi feita a avaliagdo do volume de agua necessario para a remogao
de todo o Cl-do cartucho. Para isso, apds a eluicdo de 2,5 mL de amostra, foi feita a
lavagem do cartucho com agua, utilizando-se aliquotas de 3 mL, totalizando 30 mL de
agua (10 aliquotas). As aliquotas de agua, apds passarem pelo cartucho de SPE,
foram coletadas separadamente e quantificadas por cromatografia de troca idnica, de
acordo com as condi¢des otimizadas neste trabalho, item 4.2.1.1, da Discusséo dos
Resultados. As condicdes utilizadas para a SPE foram as descritas no item 3.3.3.3,
dos Materiais e Métodos.

A quantificagdo de CI- por IC na agua utilizada para lavagem do cartucho apods
SPE mostrou concentragbes de CI- inferiores a 1 mg L' a partir da quinta aliquota de
3 mL de H20. Desta forma, quando foram utilizados 2,5 mL de padrdo dos acidos
orgéanicos em 150 g L' de CI-, foram necessarios 12 mL de agua (4 aliquotas de 3 mL)
para a limpeza do cartucho. O esquema da Figura 44 ilustra o procedimento padréo
adotado para a SPE nas proximas otimizacoes.

Figura 44 - Esquema do procedimento de SPE utilizado cartuchos de C18 para a eliminagdo de Cl-em
amostras de aguas separadas de emulsées de petréleo com a etapa de otimizagédo da
lavagem com H20.
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4.2.3.4.2 Avaliagao do eluente

A avaliagdo do solvente mais adequado para a eluicdo dos acidos orgéanicos
retidos na fase estacionaria de C18 foi feita utilizando metanol, acetonitrila, mistura
de 50% de acetonitrila + 50% de metanol (v/v) e 75% de acetonitrila e 25% de
metanol (v/v). A Figura 45 mostra o grafico com as recuperagdes dos acidos
organicos C6 a C10, em relagdo ao padrdo preparado em metanol e injetado
diretamente na coluna. As SPEs foram feitas com 2,5 mL de padrdo de 10 mg L'

dos acidos C5 a C10 e eluicao com 2,5 mL do eluente.

Figura 45 - Avaliagdo da recuperacgao obtida para uma solugdo de referéncia de 10 mg L-! dos acidos
organicos C6 a C10 em 150 g L-' de CI- utilizando a SPE para remocéao de CI-, em diferentes
solventes para a eluigdo. Condigbes cromatograficas: separagdo em coluna de pareamento
ibnico com gradiente de fase movel acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20,
temperatura de 25 °C e deteccdo por MS, com supressdo quimica. A linha continua
representa a recuperacgéo de 100% e as linhas tracejadas representam recuperagdes de 80
e 110%. (média + desvio padrao, n=3).
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Como pode ser observado na Figura 45, para os acidos organicos C7, C8, C9
e C10, todas as solugcbes avaliadas tiveram recuperacdes entre 80 e 110%, nao
mostrando diferenca significativa entre elas (ANOVA). Entretanto, quando foi utilizada
para eluigdo a mistura de 75% de acetonitrila + 25% de metanol, os resultados
mostraram um menor desvio padrao relativo, e desta forma, esta foi a condi¢ao
escolhida para os préximos experimentos. Para o C6, a maior parte das
recuperacgdes foram inferiores a 50%, independente do solvente utilizado para a

eluicdo. As recuperagdes para o C5 foram inferiores a 20% e, por este motivo, néo
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foram mostradas graficamente.

Os acidos orgéanicos C5 e C6 sao relativamente mais polares do que os acidos
maiores (C7 a C10), devido a cadeia carbdnica menor (BRUICE, 2010). Desta forma,
estes acidos (C5 e C6), possuem uma menor interagdo com a fase estacionaria
hidrofébica (C18) do cartucho e acabam sendo eluidos com a agua, durante a etapa
de lavagem. Desta forma, a fim de possibilitar uma maior interagéo destes acidos com
a fase estacionaria, foi feita a avaliacdo da etapa de condicionamento do cartucho de
SPE.

4.2.3.4.3 Avaliagao do condicionamento do cartucho de extragao em fase sélida

Inicialmente, os procedimentos da SPE estavam sendo feitos sem o
condicionamento prévio, ou seja, a amostra foi adicionada diretamente no cartucho. A
fim de avaliar a influéncia deste condicionamento na recuperagdao dos acidos
organicos, foi feito um teste utilizando Hz20 e o eluente (mistura de 75% de acetonitrila
+ 25% de metanol) previamente a adicdo da amostra. Desta forma, o
condicionamento consistiu na adicdo de 5 mL da mistura 75% de acetonitrila +
25% de metanol, 5 mL de H20, seguidos da adi¢ao dos 2,5 mL de padrao. O
restante do procedimento (lavagem com H20 e eluicdo) foram os mesmos citados
no item anterior. A Figura 46 ilustra as etapas do procedimento de SPE para a
remocao de Cl- com a etapa de condicionamento do cartucho.

Figura 46 - Procedimento geral da SPE otimizada para a eliminagcdo de CI-em amostras de aguas
separadas de emulsGes de petréleo e retencdo dos acidos organicos C5 a C10 para
posterior quantificagdo por IC-MS utilizando coluna de pareamento iénico.
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Para a avaliacdo da influéncia do condicionamento do cartucho, foram feitas
extragdes utilizando solugéo de referéncia de 10 mg L' dos acidos C5 a C10 em 150
g L' de CI com e sem a etapa de condicionamento. Os resultados obtidos est&o
mostrados nos graficos da Figura 47.

Figura 47 - Resultados obtidos para solugdo de referéncia de 10 mg L ' dos acidos organicos C5a C10
em 150 g L' de CI- utilizando a SPE para remogao de CI- e mistura de 75% de acetonitrila
+ 25% de metanol para a eluigdo com e sem o condicionamento do cartucho. Condigdes
cromatograficas: separacdo em coluna de pareamento ibnico com gradiente de fase mével
acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecg¢éo por MS,
com supressao quimica. (média + desvio padrdo, n=2)
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etapa prévia de condicionamento do cartucho, foram obtidas recuperagdes superiores
a 90% para os acidos C5 e C6, que antes eram inferiores a 20% e 65%,
respectivamente. A etapa de condicionamento do cartucho de SPE foi necessaria para
aumentar a superficie de contato entre o liquido (eluente) e a fase estacionaria do
cartucho. O uso de solventes organicos no eluente faz com que a superficie se torne
mais hidrofilica e, consequentemente, mais compativel com solu¢gdes aquosas. Sem
a etapa de condicionamento, a superficie da fase estacionaria do cartucho é
hidrofébica e acaba retendo pouco os analitos mais hidrofilicos (FRITZ e MACKA,
2000). Como os acidos C5 e C6 sdo mais polares que os acidos maiores (C7 a C10),
estes acabam interagindo pouco com a fase estacionaria do cartucho, quando n&o
condicionada, e acabam eluindo para o residuo na etapa de lavagem do cartucho.

Desta forma, a etapa de condicionamento é fundamental para a recuperacao de todos
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0s acidos avaliados.

Além disso, a etapa de condicionamento elimina possiveis impurezas que
possam estar adsorvidas e virem a interferir na etapa de determinagéo (FRITZ e
MACKA, 2000). Desta forma, o procedimento de SPE para remogao de Cl, como
ilustrado na Figura 46, com a etapa de condicionamento do cartucho, adigdo da
amostra, lavagem com H20 e posterior eluigdo dos analitos, foi utilizado para

aplicacdo em amostras de aguas separadas de emulsdes de petroleos.

4.2.3.4.4 Avaliagao do pH

Como foi observado que o pH tem influéncia na separacdo e consequente
recuperacédo dos acidos C1 a C5, quando a cromatografia de exclusao iénica foi
utilizada, o mesmo foi avaliado previamente a remocao de CI utilizando a SPE. Para
isto, foi feito o procedimento da SPE com a amostra B em duas aliquotas: uma com
ajuste a pH 4 e outra sem ajuste (pH 7,2). Os cromatogramas obtidos para a amostra
B apd6s SPE para remocédo de Cl e determinacdo dos acidos C5 a C10 utilizando

coluna de pareamento idnico e determinagéo por MS estdo mostrados na Figura 48.

Figura 48 - Cromatogramas obtidos para a amostra “B” sem ajuste de pH (pH 7,2) e com ajuste de pH
(pH 4) apés SPE para remogao de Cl- e separagdo em coluna de pareamento ibnico com
gradiente de fase moével acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de
25 °C e detecgédo por MS, com supresséo quimica. O cromatograma em azul é referente a
solugao de referéncia contendo 10 mg L' dos acidos C5 a C10.
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Como pode ser observado pelos cromatogramas, quando a amostra nao teve



162

seu pH ajustado (pH 4), ndo foram observados sinais para nenhum dos acidos
organicos avaliados (sinais para C9, C8 e C10 sdo menores que 0s LOQs). Da mesma
maneira que na exclusao iénica, em pH menor que 4, as espécies de acidos organicos
estardo na sua forma nao dissociada. Devido as caracteristicas hidrofobicas da coluna
de pareamento ibnico, moléculas neutras ou nao i6nicas terao mais afinidade com a
fase estacionaria. Ou seja, quando as amostras estdo com o pH maior que 4, os acidos
organicos estarao dissociados e, consequentemente, interagem menos com a coluna,
podendo serem eliminados no tempo morto. Cabe salientar que o mesmo
comportamento € observado na utilizacdo dos cartuchos de SPE, devido a fase
estacionaria utilizada ser de C18 (hidrofébica).

Assim, as amostras foram acidificas para pH 4, utilizando uma soluc¢ao diluida
de acido cloridrico previamente ao procedimento de SPE para remogédo de Cl e

posterior quantificacio utilizando coluna de pareamento idnico e deteccéo por MS.

4.2.3.5 Validagdo do método analitico e quantificagdo dos acidos organicos (C5 a
C10) utilizando coluna de pareamento ibnico e detecgdo por MS apos

extracdo em fase sdlida para a remocgéo de cloreto

Para a quantificagdo dos acidos organicos C5 a C10 utilizando coluna de
pareamento ibnico, alguns parametros foram inicialmente avaliados para a validagéo
do método analitico, como a curva analitica e faixa linear, LOD e LOQ para cada
analito, além de resolucdo de sinal, assimetria, fatores de retencado e separacao e
numero de pratos tedricos. A validagao foi feita utilizando detecgao por MS, sendo
que CD foi utilizado para confirmar os resultados. Os LOQs obtidos com o CD sao de
2 a 3 vezes maior que os obtidos por MS. As curvas analiticas, bem como a faixa
linear de trabalho, foram obtidas de acordo com as recomendacdes do INMETRO
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2018).

As avaliagdes foram feitas utilizando uma solug¢éao de referéncia dos acidos C5
a C10, preparada em uma mistura de 30% de metanol + 70% de H20 com, no minimo,
5 niveis de concentragéo, que variaram de 0,5 a 10 mg L' (3 replicatas). A Tabela 23
resume os dados obtidos para a separacdo dos acidos C5 a C10 em coluna de
pareamento ibnico e deteccdo por MS. Os tempos de retencdo mostrados na tabela

sao para uma solugdo de referéncia de 5 mg L' dos acidos organicos C5 a C10.



163

Tabela 23 - Tempo de retengao (tr), nUmero de pratos tedricos, fator de retengao e separacgéo, resolugéo, assimetria, faixa linear, equagao da reta, coeficiente de
determinagéo, LOD e LOQ para a determinacao de C5, C6, C7, C8, C9 e C10 separagédo em coluna de pareamento iénico com gradiente de fase movel

acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecc¢ao por MS, com supresséo quimica.

Pratos

Fator de

Fator de

Espécie ts tedricos retengao separagao Resolugao Assimetria Faixa Iir_wear Equacao da reta R2 LOD_ LOC_’
(min) (N) ) (o) (Rs) (As) (ug L) (hg L") (ug L)
C5 20,15 22673 2,10 1,27 6,69 1,37 0,5-10 y =768 x - 66 0,9988 0,15 0,5
C6 23,78 32768 2,66 1,16 4,59 1,27 0,5-10 y=1188 x + 57 0,9995 0,15 0,5
c7 26,52 44793 3,08 1,11 3,66 1,37 0,5-10 y=2030x + 72 0,9987 0,15 0,5
C8 28,80 45046 3,43 1,09 3,07 1,23 1-10 y = 2286 x + 496 0.9978 0,3 1,0
C9 30,77 49487 3,74 1,09 3,40 1,26 1-10 y = 2386 x + 338 0,9985 0,3 1,0
C10 33,07 46036 4,08 - - 1,31 1-10 y=1944 x + 725 0,9990 0,3 1,0
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A separacao dos acidos C5 a C10, utilizando coluna de pareamento idnico e
deteccao por MS foi adequada levando-se em consideracdo que N >1000, k > 2, o >
1e Rs>» 1,5 e As < 2 (BLIESNER, 2006). Os coeficientes de determinagcdo obtidos
para os acidos organicos C5 a C10 foram superiores a 0,9978 indicando boa
adequabilidade do ajuste linear a curva de calibragédo. Ainda, a analise do grafico dos
residuos, de acordo com a planilha de validac¢ao (RIBEIRO et al., 2008), mostrou uma
distribuicdo uniforme dos dados, com variancia constante (homocedastidade), além
da auséncia de amostras atipicas. Estes dados comprovam que o ajuste linear, além
da faixa linear de trabalho foram adequadas para a determinacao de C5, C6, C7, C8,
C9 e C10 nas condic¢des otimizadas.

A verificagdo da exatidao foi feita, também, com a inje¢do do CRM 46975,
diluido para 0,05 mmol L' em uma solugao de CI- de 150 g L' (30% de metanol + 70%
de H20). O CRM, além dos &cidos orgéanicos de cadeia curta e linear C5 a C7,
avaliados neste método, possui, ainda, os acidos C1, C2, C3, C4, iso-C4, iso-C5 e iso-
C6 em sua composigao. A Figura 49 mostra o cromatograma para o CRM 46975 apos
SPE para remocao de Cl e separacdo em coluna de pareamento iGnico, nas

condi¢des otimizadas.

Figura 49 - Cromatograma do CRM 46975 0,05 mmol L-' apés SPE para eliminagao de CI- e separagéo
em coluna de pareamento idnico com gradiente de fase modvel acidificada (HCI) de
acetonitrila, metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecgdo por MS, com supresséo

quimica.
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Como pode ser observado pelo cromatograma da Figura 49, foi possivel

separar, além dos acidos C5, C6 e C7, de cadeia linear, as espécies iso-C5 e iso-C6,
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com boa resolucdo. Os acidos maiores C8, C9 e C10 nao estio presentes no CRM e,
por isso, ndo mostraram sinais neste cromatograma. Os acidos menores (C1, C2, C3,
C4, iso-C4), devido as condigdes otimizadas do método, sdo perdidos durante o
procedimento da SPE para a remocéao do CI, por isso, ndo foram recuperados. Apesar
da identificacao das espécies “iso" no cromatograma do CRM, estas espécies nao
foram quantificadas devido a falta de padrao disponivel para cada acido. Os resultados
obtidos para concordancia no CRM 46975, preparado em trés niveis de concentragao
(0,005, 0,01 e 5 mmol L"em 150 g L' de CI (30% de metanol + 70% de H20) estdo

mostrados na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados obtidos para C5, C6 e C7 no CRM 46975 em trés niveis de concentragao (0,05,
0,01 e 5 mmol L"), apds SPE para remocao de CI- e separagdo em coluna de pareamento
ibnico com gradiente de fase movel acidificada (HCI) de acetonitrila, metanol e H:0,
temperatura de 25 °C e detecgdo por MS, com supressao quimica. Valores em mg L', n=1.

CRM Valores Acido
(mmol L") (mg L) C5 C6 c7
0,005 Certificado 0,511 0,581 0,651
Encontrado 0,559 0,569 0,596
Concordancia, % 109 98 92
0,01 Certificado 1,02 1,16 1,30
Encontrado 1,08 1,03 1,24
Concordancia, % 106 89 95
5 Certificado 5,11 5,81 6,51
Encontrado 4,41 5,52 6,12
Concordancia, % 86 95 94

Como pode ser observado na Tabela 24, os acidos C5, C6 e C7 foram de 86 a
109% concordantes com o valor indicado no CRM, indicando a adequabilidade do
método, mesmo na presenca das espécies “iso”. Como pode ser observado nos
cromatogramas da Figura 49, os sinais para os acidos C5 e C6 e suas respectivas
espécies “iso" ndo foram bem resolvidos. Porém, como pode ser observado pelos
valores de concordancia, foi possivel a integracdo dos sinais e quantificagcdo dos
acidos C5 e C6.
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Ap0ds as otimizacdes das condigdes de separagao de CI utilizando a SPE, das
condigdes cromatograficas, obtengdo das curvas analiticas e avaliagdo da exatidao,
foi feita a injegdo das amostras no sistema cromatografico. Cabe salientar que, para
todas as amostras, inicialmente, foi feito o procedimento de SPE para a remocéo do
CI, sendo que as solugdes obtidas foram, entéo, injetadas diretamente no sistema
cromatografico, sem a necessidade de diluicdo. Os resultados obtidos para os acidos
C5 a C10, utilizando a coluna de pareamento idnico, apés SPE e determinagao por
MS estdo mostrados na Tabela 25.

Tabela 25 - Resultados obtidos para a determinagao de acidos orgénicos (C5, C6, C7, C8, C9 e C10)
utilizando coluna de pareamento i6nico e deteccdo por MS em amostras de aguas
separadas de emulsdes de petréleo apdés SPE para eliminagao de ClI-. (n=2).

Amostra Acido, mg L

C5 Cé6 Cc7 C8 C9 C10
A <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
B 3,59+ 0,44 5,06 + 0,75 1,4+0,2 <1,0 <1,0 <1,0
C <0,5 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
D 21+0,3 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
E <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
F <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
G 3,8+0,1 1,6+0,2 <05 <1,0 <1,0 <1,0
H <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
[ 3,71+ 0,51 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
J 5,09+ 0,15 0,686+0,084 <05 <1,0 <1,0 <1,0
K 8,15+ 0,49 1,42+0,14 <05 <1,0 <1,0 <1,0
L * <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0
M 9,91 +0,77 2,45+ 0,44 <0,5 <1,0 <1,0 <1,0
N 0,557+0,048 <0,5 <05 <1,0 <1,0 <1,0
o] 221+3,2 3,24 £ 0,41 0,685+ 0,033 <1,0 <1,0 <1,0

*Nao foram observados sinais para o C5, nem nos ensaios de recuperagao

De acordo com os dados mostrados na Tabela 25, os acidos organicos de
cadeia maior (C8, C9 e C10), em todas as amostras, estdo em concentragdes
inferiores ao LOQ (1 mg L"). Os acidos C7 e C6 estdo presentes em um numero
relativamente menor de amostras e em concentragdes inferiores do que quando
comparado ao C5, bem como os acidos organicos de cadeia menor (C1 a C4).

Para a avaliagdo da seletividade, assim como para avaliacdo da exatidao,
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foram feitos ensaios de recuperacdo dos analitos, fortificando-se as amostras com
concentragdes conhecidas dos acidos orgéanicos avaliados (C5 a C10). As
concentracdes adicionadas de padrao foram equivalentes a 100% da concentragao
de analito encontrada na amostra (BLIESNER, 2006). Assim como para os outros
métodos, quando necessario, previamente as quantificacbes, as amostras foram
diluidas para que as concentracdes ficassem dentro da faixa linear para cada acido.
Em amostras em que a concentragdo dos acidos orgénicos estava abaixo do LOQ, a
fortificagdo foi de 0,5 mg L' para C5, C6 e C7 e de 1 mg L' para C8, C9 e C10. Os
resultados encontrados para as recuperacgdes dos acidos C5 a C10 utilizando coluna
de pareamento ibnico e deteccdo por MS estdo mostrados na Tabela 26. Cabe
salientar que a fortificacéo foi feita previamente a etapa de remocéo de CI utilizando
a SPE.

Tabela 26 - Valores de recuperacgao para os acidos C5 a C10 para fortificagdo nas amostras de aguas
separadas de emulsdes de petroleo apoés SPE para remogao de CI- e separagdo em coluna
de pareamento idnico com gradiente de fase movel acidificada (HCI) de acetonitrila,
metanol e H20, temperatura de 25 °C e detecgao por MS, com supressao quimica.

Recuperacao, %

Amostra

C5 C6 c7 C8 C9 Cc10
A 105 103 94 86 91 88
B 94 105 84 95 108 106
C 95 102 85 91 109 108
D 106 108 95 88 89 90
E 90 95 98 107 88 90
F 85 97 86 89 89 93
G 87 86 92 83 87 92
H 108 108 104 107 106 107
[ 92 109 109 108 107 102
J 108 96 90 91 94 85
K 104 97 92 106 94 89
L - 92 101 96 93 108
M 106 86 85 85 93 89
N 88 91 95 103 104 99
O 86 96 89 99 94 99

As recuperacdes obtidas para os acidos C5 a C10 foram adequadas para todas

as amostras avaliadas, sendo estas entre 83 e 109%. Além destes acidos, muitas
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amostras mostraram sinais para as espécies iso-C5 e iso-C6, porém, estes nao foram
quantificados devido a indisponibilidade de padrao.

Além disso, foi feita a injegcdo de uma amostra “branco” (agua ultrapura em 150
g L-'de CI), apos filtragéo no sistema de SPE para remogéo de Cl-, e esta ndo mostrou
sinais para os acidos organicos C1 a C7, evidenciando, também, a seletividade do
método. Foram observados sinais ruidosos para C8, C9 e C10, porém estes foram

pouco intensos e menores que os LOQs do método (1 mg L).

4.2.4 Resumo dos resultados para a quantificagao de acidos organicos em

aguas separadas de emulsées de petréleo

A Tabela 27 mostra o resumo dos resultados encontrados para a determinacao
de acidos organicos de cadeia curta e linear em aguas separadas de emulsdes de
petroleo, utilizando a cromatografia liquida com colunas de exclusdo ibnica e

pareamento idnico.
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Tabela 27 - Resultados obtidos para a determinagao de acidos organicos (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 e C10) utilizando cromatografia liquida em
amostras de aguas separadas de emulsdes de petréleo. (n=2).

Amostra Acido, mg L

C1a C2a C3p C4b C5° Cce6° Cr7e C8e C9oe C10°c  Somatdrio
A 15,1+ 1,4 274+24 <8,0 <5,0 <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 42,5
B 17,3+1,2 540 + 60 <8,0 12,5+1,8 3,59 + 0,44 5,06 + 0,75 1,4+0,2 <1,0 <1,0 <1,0 590
C <18 199 + 16 <8,0 <5,0 <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 199
D 81,2+8,1 <50 <8,0 <50 21%0,3 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 83,3
E <30 820 £ 40 53+ 14 <50 <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 870
F <37 <75 <8,0 <50 <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 -
G 450 + 32 5050 + 560 138+ 13 498+7,3 3,8+0,1 1,6+0,2 <05 <1,0 <1,0 <1,0 5690
H <45 <90 <8,0 <5,0 <05 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 -
I 1680 + 170 1050 + 110 164 + 25 305 3,71+ 0,51 <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 2930
J 634 + 44 2190 + 240 235+ 25 373+28 5,09 + 0,15 0,686+0,084 <0,5 <1,0 <1,0 <1,0 3100
K 1400 + 100 476 + 29 52,1+4,8 345+1,4 8,15+ 0,49 1,42+0,14 <05 <1,0 <1,0 <1,0 1970
L 236 + 14 1510 £ 170 288 + 38 748+75 * <05 <05 <1,0 <1,0 <1,0 2110
M <65 534 + 37 107 £ 16 46,1+5,3 9,91+0,77 2,45+ 0,44 <05 <1,0 <1,0 <1,0 699
N 185+ 11 15310+ 1070 < 40* < 40* 0,557 +0,048 <0,5 <05 <1,0 <1,0 <1,0 15490
o) 1044 + 84 570 + 46 363 +44 167 £ 10 22,1+3,2 3,24 + 0,41 0,685+0,033 <1,0 <1,0 <1,0 2170

@ Determinacéo utilizando coluna de exclusdo i6nica e detecgao por condutividade.

b Determinagao utilizando coluna de exclus&o idnica em sistema bidimensional para eliminagéo de CI- e detec¢éo por condutividade.

¢ Determinacao utilizando coluna de pareamento iGnico e detecgdo por MS utilizando SPE para remogéo de CI-.



170

Como pode ser observado pela Tabela 27, a amostra que possui a maior
concentragao de acidos organicos de cadeia curta e linear (C1 a C10) foi a “N”, com
15492 mg L', seguido da amostra “G”, com 5693 mg L-'. A concentragédo de acido
aceético foi superior a 99 e 90%, para as amostras “N” e “G”, respectivamente. Estes
valores estdo bem acima dos valores encontrados na literatura para este tipo de
amostra (até 1014 mg L' de C2, conforme mostrado por Barth, 1991). Ainda, n&o foi
possivel correlacionar diretamente a concentragéo de acidos organicos com o pH da
amostra, uma vez que a amostra “A” é a que possui a menor concentracédo de acidos
organicos e, também, o menor pH (3,0). Cabe salientar que as amostras deste
trabalho sdo de petréleos do pré-sal e estas diferencas podem estar associadas a
formacao dos mesmos.

Ainda, pode ser observado que, para as amostras “B”, “C”, “E”, “G” e “N”, a
concentragado de acido acético foi superior a 90% da concentragao total dos acidos
organicos. Nas amostras “A”, “I”, “J”, “L” e “M”, a concentracao de C2 representa entre
50 e 89% do total de acidos organicos das amostras de aguas separadas de emulsdes
de petrdleo. De acordo com a literatura, a concentracdo de acido acético € a mais
abundante, quando comparada com os outros acidos organicos (C2>C3>C4>C5) e
decresce de acordo com o aumento da cadeia carbdnica (SAKUGAWA, KAPLAN e
SHEPARD, 1993; PITTMAN e LEWAN, 1994). O mesmo comportamento foi
observado para a maior parte das amostras deste trabalho. De acordo com a literatura,
o C1 ocorre, geralmente, em menor concentracdo do que os outros acidos organicos
de cadeia simples e linear (PITTMAN e LEWAN, 1994), porém, ndo é o que foi
observado para a maior parte das amostras deste trabalho, sendo que para as aguas
‘D”, “I" e “O" a concentracdo deste é superior a de C2. Nestas amostras, a
concentragcdo de C1 representa 100, 57 e 48% do total dos acidos organicos
avaliados.

Em relagdo ao aspecto visual das amostras (Figura 8), as amostras com a
maior concentracao total de acidos organicos, no geral, sdo as que possuem uma
coloragc&o mais alaranjada, indicando a presenca de 6leo na agua. Como foi mostrado
por Hutin, Argiller e Langevin (2014), os acidos organicos podem estar concentrados
na interface oleo/agua e, consequentemente, diminuir a tensdo superficial,

aumentando a miscibilidade do éleo na agua.
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4.2.5 Resumo dos métodos e limites de detecgdao e quantificagcao utilizados
para a quantificagcdo de acidos organicos em aguas separadas de

emulsoes de petréleo

Para a determinagao dos acidos organicos de cadeia curta e linear de 1 a 10
carbonos (C1 a C10), neste trabalho, foram utilizados trés métodos de separagao na
cromatografia liquida, utilizando colunas de troca iénica, exclusao ibnica e pareamento
idbnico. Para a quantificagdo dos acidos organicos, apos a separagao em coluna de
troca ibnica e exclusao ibnica, foi utilizado detector de condutividade, enquanto a MS
foi utilizada para a deteccdo apds a separacdo em coluna de pareamento iénico. A
Tabela 28 mostra os acidos e os LODs e LOQs quantificados em cada método
avaliado.

Tabela 28 - Resumo dos LODs e LOQs (mg L) obtidos para a determinagao dos acidos orgéanicos (C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 e C10) em amostras de aguas separadas de emulsdes de
petréleo utilizando a cromatografia liquida nos diferentes tipos de colunas (troca idnica,
exclusao ibnica e pareamento idnico).

Tipo de coluna

'(A‘nﬁi;&) Troca i6nica? Exclusé&o 16nica®® Pareamento [6nicod
LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
C1 0,15 0,5 0,75° 2,5° nd nd
c2 0,03 0,1 1,5° 5P nd nd
C3 0,150 0,5 2,4 8 nd nd
C4 0,15 0,5 1,5¢ 5¢ nd nd
C5 0,03 0,1 1,5¢ 5¢ 0,15 0,5
C6 0,015 0,05 nd nd 0,15 0,5
c7 0,03 0,1 nd nd 0,15 0,5
C8 0,15 0,5 nd nd 0,3 1,0
C9 nd nd nd nd 0,3 1,0
Cc10 nd nd nd nd 0,3 1,0
Condutividade Condutividade Espectrometria de massas

@Valores de LOD e LOQ para amostras com concentragdes de Cl-inferiores a 100 mg L.
®Valores de LOD e LOQ para amostras com concentragdes de Cl-inferiores a 5000 mg L.
®Valores para a determinagao utilizando sistema bidimensional para eliminagéo de CI-.
4Valores para a determinacdo utilizando SPE para a remocéo de CI-.

nd: n&o foi possivel quantificar utilizando este tipo de coluna e detector.
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Os valores de LOD e LOQ para a determinagao dos acidos C1 a C8 utilizando
coluna de troca ibnica e deteccdo por condutividade sao menores do que quando
comparados aos LOQs obtidos para separagao em coluna de exclusdo idnica e
pareamento ibnico. Porém, € importante mencionar que, quando é utilizada a coluna
de troca ibnica, a concentragédo de Cl- das amostras deve ser inferior a 1000 mg L.
Desta forma, faz-se necessaria a diluicdo prévia das amostras para que a
concentracao de CI- fique na faixa adequada. Consequentemente, os valores de LOD
e LOQ s&o multiplicados pelo mesmo fator de diluigdo. Assim, maior parte das
amostras precisou ser diluida, em no minimo, 100 vezes para a quantificacdo dos
acidos organicos, fazendo com que os LOQs, nestes casos, fossem maiores do que
os obtidos na separagao por exclusao idnica e pareamento iénico.

A concentracdo de Cl também interfere na sobreposicdo de sinais quando a
separacao é feita em coluna de exclusao ibnica. Neste caso, a quantificagdo dos
acidos C1 a C5 foi possivel em amostras com concentragcdes de CI inferiores a 5000
mg L', concentragéo esta 50 vezes superior a maxima suportada na coluna de troca
ibnica. Para os acidos C1 e C2, que estao presentes nas amostras em concentragcoes
maiores do que os outros acidos de cadeia maior (C3, C4 e C5), foi possivel a
quantificagcdo, mesmo sendo necessaria a diluicdo de grande parte das amostras.
Porém, a determinacgao dos acidos C3, C4 e C5 so foi possivel, quando foi utilizada a
coluna de exclusao iénica, apos a separacao do cloreto em um sistema bidimensional.
Desta forma, as amostras n&o precisaram ser diluidas e, consequentemente, os
valores de LOD e LOQ néo foram alterados, independentemente da concentragéo de
Cl-da amostra.

Para a determinagéo dos acidos de cadeia maior (C5 a C8), apds separagao
em coluna de pareamento idnico, foram obtidos LODs e LOQs relativamente menores
do que quando comparados aos outros métodos. Neste caso, também foi necessaria
a separagao do CI da amostra, utilizando SPE, previamente a quantificacdo. A
utilizagcdo da espectrometria de massa, nesse caso, juntamente com a eliminagao do
ClI, contribuiu para os menores valores de LOQ e LOD (CASS e CASSIANO, 2015).

E importante mencionar que, mesmo sendo necessarios, pelo menos, dois tipos
de coluna e dois detectores para a separacao e quantificacao dos acidos C1 a C10, a
quantificacdo de todos foi possivel com LOQs relativamente baixos. Além disso, as
determinagées foram possiveis em amostras com alto teor de CI- (até 138 g L-'), em

um unico equipamento de cromatografia idnica, que é relativamente mais barato que
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um GC, por exemplo.
Ainda, a Figura 50 mostra um esquema resumindo as avaliagbes feitas nas

diferentes colunas e os resultados obtidos no presente trabalho.

Figura 50 - Esquema resumindo os resultados para as colunas de troca ibnica, exclusédo idnica e
pareamento iGnico para a determinagao de anions e acidos orgéanicos de cadeia curta e
linear em amostras de aguas separadas de emulsdes de petréleo.

Aguas separadas de emulsdes de petréleo

Caracterizacdo | « Concentragdo de até 150 g L' de CI-
| +pH32a82

Quantificagdo de anions e acidos organicos por cromatografia

v v

Coluna de trocaibnica

Deteccgéo por Condutividade

Interferéncias* pela alta X
concentragéo de CI- <
*C < 100 mg L

v

Acidos organicos de cadeia curta e linear C1 a C10

v v

Coluna de exclusao iénica Coluna de pareamento iénico

Deteccédo por Condutividade Deteccédo por MS
v
C1eC2
LOQs*, mgL-" - Remocao de CI-
C1(2,5)e C2(5)
*Cl < 5000 mg L
\4 \4
Sistema Bidimensional Extracdao em fase solida
C3,C4e C5 C5, C6,C7,C8,C9e C10
LOQs, mgL": LOQs, mgL":

C3(8),C4 e C5(5) C5,C6e C7(0,5), C8,C9e C10 (1)



5 CONCLUSOES

A determinac&do simultdnea de anions e acidos organicos de cadeia curta e
linear (1 a 10 carbonos) em aguas separadas de emulsdes de petréleo ndo foi possivel
para todas as amostras utilizando a cromatografia liquida e detecgdo por
condutividade, UV e espectrometria de massas. A principal dificuldade com a
separacao destes analitos simultaneamente foi relacionada com a concentracéo de
Cl-, que varia de 0,212 até 138 g L™'. Sendo assim, foram necessarias alternativas
para a remoc¢ao do Cl presente na matriz, bem como a avaliagdo de mecanismos de
separacao alternativos.

A separacgédo dos anions e acidos organicos foi avaliada incialmente em coluna
de troca ibnica, devido a possibilidade de separacdo simultanea destes analitos. A
separacgao foi otimizada utilizando como fase moével a eluigdo por gradiente de KOH,
com concentragdes de 1 a 60 mmol L', na temperatura de 35 °C, supresséo eletrolitica
e deteccao por condutividade. Apds as otimizagdes, foi possivel quantificar os acidos
organicos C1 a C8 e os anions F-, Cl, Br, NO3-, CO3%, SO4> e PO4* com LOQs
variando de 10 a 25 e 50 a 500 ug L', para anions e acidos, respectivamente. Porém,
nao foi possivel quantificar os acidos organicos e anions na maior parte das amostras
(somente nas amostras A e B), devido a limitagdo da concentragcao de cloreto, que
deve ser, no minimo, inferior a 100 mg L-'. Devido a esta limitagdo, as amostras, com
excegao da A e B, precisaram ser diluidas em, no minimo, 100 vezes, aumentando os
LOQs e impossibilitando a quantificacdo de acidos organicos nestas condicoes.

Desta forma, buscando-se alternativas para a quantificacdo destes acidos, foi
feita, inicialmente, a otimizacdo da separagao utilizando coluna de excluséao idnica,
supressao quimica e deteccgao por condutividade. A deteccéo por UV e MS foi utilizada
somente para confirmacao de sinal, quando possivel, devido a menor sensibilidade
em relacio ao detector de condutividade. As melhores condicdes de separagao foram
utilizando fase moével no modo isocratico de acido heptafluorbutirico 1 mmol L,
temperatura de 35 °C e supressao quimica com regeneragao externa de hidréxido de
tetrabutilamoénio 0,5 mmol L-'. Foi possivel a separacédo e quantificagdo dos acidos
organicos C1 a C5, com LOQs de 2,5 a 8 mg L', para os acidos férmico e propibnico,
respectivamente. Porém, foram observadas interferéncias na separacao dos acidos
organicos, principalmente C1 a C3, em amostras com concentragdes de Cl superiores

a 5000 mg L', sendo necessaria a diluigdo e, desta forma, consequente aumento dos
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LOQs de acordo com o fator de diluigdo necessario. Mesmo com os altos fatores de
diluicdo, os acidos formico e acético foram quantificados na maior parte das amostras,
com concentragbes variando de 15,1 a 1680 mg L' e 27,4 a 15310 mg L™,
respectivamente. Porém, para os acidos C3, C4 e C5, devido ao alto fator de diluigao,
os valores encontrados para todas as amostras, foram menores que os LOQs, com
excecao do acido propidnico para a amostra O.

A fim de melhorar os LOQs para os acidos C3, C4 e C5, foi utilizada a
cromatografia bidimensional com coluna de exclusdo ib6nica e deteccdo por
condutividade. Na primeira dimenséao, foi feita a eliminagdo do cloreto da matriz,
utilizando a pré-coluna de exclusao ibnica e, na segunda dimenséao, foi feita a
separacao dos acidos organicos em coluna de mesmo material. A determinagédo dos
acidos organicos C1 e C2, neste caso, nao foi possivel devido a necessidade de um
tempo maior para a eliminagcdo da matriz e, consequentemente, estes compostos
acabam eluindo junto para o residuo na primeira dimensao. Foram necessarios 3,8
min para a eliminagdo de maior parte da matriz, na primeira dimenséo, e posterior
separacao e quantificacdo dos acidos organicos C3, C4 e C5. Desta forma, as
amostras de aguas separadas de emulsdes de petréleo injetadas diretamente no
sistema cromatografico, sem necessidade de diluicdo. As amostras precisaram ser
acidificadas para pH < 4 para garantir que estivessem em sua forma nao dissociada
e, também, eliminar possiveis interferéncias devido a presenca de ions carbonato.
Desta forma, os LOQs foram cerca de 30 vezes menores, como € o caso da amostra
“O”, do que quando comparados a utilizacdo da cromatografia de exclusao ibnica e
diluicdo da amostra.

Para a quantificagcdo dos acidos orgénicos de cadeia linear C5 a C10 foi
utilizada uma coluna de pareamento ibnico, com um gradiente de fase movel
acidificada de acetonitrila, metanol e agua e determinagédo por MS. A separacao foi
feita em 35 min, utilizando 25 °C. A presenca de sal nas amostras dificulta a ionizacéo
dos acidos organicos e, desta forma, foi feita a remogao do CI- da matriz utilizando
cartuchos de SPE de C18, o que possibilitou a injegdo direta das amostras no sistema
cromatografico, sem diluicdo prévia. As amostras, previamente a etapa de SPE,
precisaram ser acidificadas (pH < 4) para garantir que os acidos estivessem em sua
forma n&o dissociada e, assim, fossem retidos na fase estacionaria do cartucho. Os
LOQs foram de 0,5 mg L' para C5, C6 e C7 e de 1,0 mg L' para C8, C9 e C10. Os

valores encontrados para os acidos organicos C5, C6 e C7 variaram de 0,557 a 22,1
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mg L', de 0,686 a 5,06 mg L' e 0,685 a 1,4 mg L', respectivamente. Para C8, C9 e
C10, os valores foram menores do que 1 mg L' (LOQ).

Os petréleos do pré-sal, devido as suas origens, possuem concentragao salina
elevada, em uma razdo muito maior que os outros anions e acidos organicos, sendo
que isto impossibilitou que o objetivo principal deste trabalho fosse alcangado. Para
contornar este problema, foram utilizadas alternativas para quantificar os acidos
organicos com uma técnica de separagao simples e de mais baixo custo do que a
cromatografia gasosa, por exemplo. A utilizagdo de colunas com mecanismos
diferentes e etapas simples de remoc¢ao de matriz foi feita com sucesso utilizando
metodologias de relativo baixo custo. Desta forma, mesmo com a alta concentragéo
salina das amostras, foi possivel quantificar separar e quantificar os acidos organicos
C1 a C10 a partir de 0,5 mg L', por cromatografia liquida, utilizando colunas de
exclusao ibnica e pareamento ibnico, em amostras de aguas separadas de emulsdes
de petréleo, mesmo em matrizes contendo, aproximadamente, 150 g L-' de CI-. Cabe
salientar que n&o foram encontrados trabalhos na literatura que fazem a quantificagao

destes acidos em amostras do pré-sal
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