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Introducéo

A eletroforese € um método de separacdo baseado nas velocidades de migracdo
diferenciais de espécies carregadas em um campo elétrico de corrente continua [1]. Esta
técnica de separacédo foi desenvolvida pelo quimico sueco Arne Tiselius, nos anos 1930, para
estudo de proteinas do soro sanguineo; ele ganhou o Prémio Nobel de Quimica em 1948 por
este trabalho.

Uma caracteristica particular marcante da eletroforese € a sua habilidade Unica em
separar macromoléculas carregadas de interesse fornecendo separacGes rapidas, com alta
resolucéo, utilizando volumes de amostra excepcionalmente pequenos (de 0,1 a 10 nL). As
espécies separadas sdo eluidas no final do capilar, de modo que detectores quantitativos,
similares aos encontrados em cromatografia liquida de alta eficiéncia podem ser usados em
vez das técnicas pouco eficientes de revelacdo de manchas da eletroforese em gel.

A aplicacéo de alta voltagem através de um tubo capilar de silica fundida contendo uma
solucdo tampdo produz um fluxo eletrosmotico, causando uma migracdo do solvente em
direcdo ao catodo. A velocidade do fluxo eletrosmotico é geralmente maior que a velocidade
de migracdo eletroforética dos ions individuais e este fendbmeno torna-se efetivamente a
bomba de fase movel na eletroforese capilar.
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Figura 1. Diagrama esquematico de um sistema para eletroforese capilar.
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Uma separacdo eletroforética (Figura 1) é realizada pela injecdo de uma pequena
quantidade de amostra em uma solucdo tampéo aquosa contida em um tubo estreito. Uma alta
diferenca de potencial é aplicada sobre extensdo do tampé&o, por meio de um par de eletrodos
localizados em cada extremidade do sistema.

Este campo faz com que os ions da amostra migrem em dire¢do a um ou outro eletrodo.
A velocidade de migracdo de uma dada espécie depende da sua carga e do seu tamanho.
Assim, as separacdes sdo baseadas nas diferencas na razdo carga/tamanho dos varios analitos
em uma amostra. Quanto maior for esta razdo, mais rapido o ion migra no campo elétrico.

Durante o processo de extracdo do petroleo [2] ocorre, de forma indesejada, a extracéo
da &gua conata, a qual se encontra emulsificada ao 6leo produzido. Esta 4gua contém alta
salinidade e pode dificultar os processos de producdo e refino do petréleo, causando
precipitacdo de sais e, consequentemente, a incrustagao dos dutos.

A determinacdo dos acidos organicos em diversas amostras pode ser feita por
cromatografia i6nica [1], na qual ocorre a separacdo e determinacdo de ions em colunas com
capacidade de troca i6nica relativamente baixa. Porém, essa técnica tem sérias limitacGes em
relacdo a composicdo das amostras, como por exemplo, a alta salinidade encontrada em
amostras de agua conata.

Objetivos

Minimizar a interferéncia que o sinal do cloreto, o qual possui altas concentragdes nas
amostras de dgua conata, causa na deteccdo do sinal dos anions organicos no equipamento de
eletroforese capilar, para posteriormente determinar os &cidos organicos presentes em
amostras de agua conata.

Materiais e Métodos Experimentais

A. Preparacéao das solucdes

As solucdes utilizadas no equipamento foram: hidréxido de sodio 1 mol L™, hidréxido
de sédio 0.1 mol L™, 4gua Mili-Q, solugdo-tampao para anions organicos pH 5.6 (Agilent) e
amostra. Todas as solucdes utilizadas no equipamento, inclusive a 4gua, foram degaseificadas
em banho de ultrassom durante 10 minutos e filtradas em filtros descartaveis de 45 um.

B. Condicionamento do capilar

Ao iniciar o uso do equipamento de eletroforese capilar da Agilent modelo HPCE 3D
(Figura 2), preparou-se o capilar com aproximadamente 65 cm de comprimento e 75 um de
didametro interno e realizou o seu condicionamento para deixa-lo em condi¢6es adequadas de
operacdo estudadas anteriormente. O condicionamento inicial e entre corridas é feito com a
injecdo no capilar de 0,1 mol L™ de hidréxido de sédio por 5 min, 4gua Mili-Q por 5 min e
solucdo-tampdo da Agilent (pH 5,6) durante 10 min. Quando o capilar é novo, o
condicionamento inicial é feito com a injecdo no capilar de 1 mol L™ de hidréxido de sédio
por 20 minutos, 0,1 mol L™ de hidréxido de sédio por 10 min, 4gua Mili-Q por 10 min e
solugéo-tampao (pH 5,6) durante 30 min.

C. Parametros utilizados no equipamento
Os parametros instrumentais utilizados foram:

Comprimento de onda: 350,20 nm com referéncia de 220,10 nm
Injecdo da amostra: 50 mbar em 10 segundos

Polaridade: negativa

Temperatura: 25 °C

Voltagem: -28 kV
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Figura 2. Equipamento de eletroforese capilar da Agilent.

Metodologia

O laboratério LABSPECTRO ¢ responsavel por receber amostras de petroleo e trata-las
fazendo a separacdo da agua conata do Oleo. Este laboratério determina a concentracdo de
cloreto e poucos é&cidos organicos (acético e férmico) por cromatografia ibnica. A
concentracdo de cloreto encontrada nas amostras é bem mais alta em comparacédo a dos acidos
organicos.

Com o intuito de fazer um estudo preliminar sobre como o sinal de cada componente
aparece no equipamento de eletroforese capilar, construiu-se uma matriz com o0s principais
componentes de interesse, o cloreto e os &cidos organicos (acético, férmico, oxalico e
propidnico), utilizando as concentracdes reais de cada um encontradas na cromatografia
ibnica. Dessa forma, solucGes com concentragdes fixas dos &cidos organicos e concentracdes
variadas de cloreto foram preparadas para verificar em que concentragdo de cloreto
aproximadamente é possivel visualizar os picos dos anions organicos no grafico do
equipamento.

Sabendo-se a faixa de concentracéo de cloreto que permite visualizar o pico dos anions
organicos, foi feito o estudo de identificacdo de cada componente, através da area de pico e do
tempo de retencdo de cada anion. Assim, solucbes de acetato, formiato, oxalato e propionato
foram analisadas separadamente no equipamento.

Embora nédo seja esperada interferéncia de cloreto em eletroforese capilar, foi observado
que, em altas concentragdes deste, a separacdo entre 0s picos dos anions dos acidos organicos
em estudo ndo foi eficiente. Para diminuir a concentracdo de cloreto nas amostras de agua
conata, foi utilizado um filtro de prata Dionex OnGuard 1l Ag que retém o cloreto, formando
0 precipitado cloreto de prata durante a filtracdo da amostra. Alternativamente, foi proposta a
precipitagdo do mesmo pela adi¢cdo de nitrato de prata. A solugdo resultante é filtrada e
introduzida na eletroforese capilar para medida dos anions organicos.
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Resultados e discussao

Na cromatografia idnica foi encontrado em amostras de dgua conata concentracdes de
4cidos organicos, como o acético e férmico, aproximadamente entre 1 mg L™ e 5 mg L™
Assim, amostras foram preparadas com concentracdes de 5 mg L™ e de 1 mg L™ de acetato,
formiato, oxalato e propionato com o intuito de descobrir se seria possivel identificar os sinais
dos anions organicos nessas concentracdes baixas no equipamento de eletroforese capilar.
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Figura 3. Eletroferograma do acetato (Ac), formiato (For), oxalato (Ox) e
propionato (Prop) a5 mg L™.
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Figura 4. Eletroferograma do acetato (Ac), formiato (For), oxalato (Ox) e
propionato (Prop) a 1 ppm.
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De acordo com os eletroferogramas mostrados nas figuras 3 e 4, nota-se que 0s picos

dos &nions organicos estdo bem definidos a uma concentracdo baixa de 1 mg L™. Dessa
maneira, iniciou-se o estudo da maxima concentracdo de cloreto que pode haver na solucéo de
modo que o seu sinal ndo interfira na visualizacdo e deteccdo do sinal dos demais.

A interferéncia por cloreto foi estudada, variando sua concentracdo a partir de 5000 mg

L™ e verificou-se que, para concentracdes acima de 80 mg L™ de CI (Figura 6), ocorre
sobreposicao do sinal deste com o sinal do oxalato e, em concentragdes maiores ainda, ndo €
possivel identificar o sinal do formiato.
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Figura 5. Eletroferograma do acetato (Ac), formiato (For), oxalato (Ox) e propionato
(Prop) 81 mg L™ e cloreto (CI") 2200 mg L™
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Figura 6. Eletroferograma do acetato (Ac), formiato (For), oxalato (Ox) e propionato
(Prop) a1 mg L™ e cloreto (CI) 280 mg L™
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A fim de minimizar a interferéncia do cloreto, sem perda de sensibilidade dos anions,
uma solugéo com 1000 mg L™ de cloreto foi filtrada em filtros Dionex OnGuard 1l Ag, porém
surgiram novos sinais que nao foram identificados entre os sinais dos analitos.
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Figura 7. Eletroferograma do acetato (Ac), formiato (For), oxalato (Ox) e propionato
(Prop) a1 mg L™ e cloreto (CI") 2 1000 mg L™.
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Figura 8. Eletroferograma da solucdo filtrada de acetato (Ac), formiato (For),
oxalato (Ox) e propionato (Prop) @ 1 mg L™ e cloreto (CI) & 1000 mg L™, ap6s
filtracdo.
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A precipitacdo do cloreto ao adicionar nitrato de prata a solucdo estd sendo estudada
como uma forma alternativa de diminuir a concentragéo de cloreto.

Conclusodes

O estudo preliminar sobre a diminuicdo da concentracdo de cloreto foi extremamente
relevante, pois quando se utilizou uma solugéo teste com as concentragdes reais de cloreto e
dos anions organicos encontrados em amostras de agua conata, foi possivel detectar
sobreposicdo no sinal dos anions.

Apds a otimizacdo da visualizacdo dos sinais dos anions no equipamento de eletroforese
capilar, o procedimento de analisar as amostras de 4gua conata se torna simples e vantajoso,

pois volumes extremamente pequenos (na ordem de microlitros) de amostra sao utilizados.

A interferéncia do cloreto em amostras salinas foi minimizada através de filtro
impregnado com sal de Ag ou da precipitacdo e posterior filtracdo, a fim de diminuir a
concentracdo do mesmo para 80 mg L™, sendo que o Gltimo se mostrou mais eficiente para a
determinacdo de anions organicos em agua conata.
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