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Lista de Figuras

Figura 2.1 — Representacdo esquematica dos tipos de microemulsdes.
Microemulsdo de 6leo em agua (a); microemulsdo bicontinua (b); microemulsdo

de 4gua em 6leo ou microemulsdo reversa (c).

Figura 2.2 — Modelo do diagrama de fases de uma mistura pseudo-terndria

composta por dgua, 6leo, surfactante e co-surfactante.

Figura 2.3 — Geometria de espalhamento em um experimento de espalhamento de
luz. A subtracao vetorial de k. (feixe espalhado) e k; (feixe transmitido) ¢ igual ao

vetor de espalhamento (q). Na figura, k; representa o feixe incidente.

Figura 2.4 — Relagdo entre o vetor de espalhamento (¢) € a dimensao maxima do

objeto observavel (L).

Figura 2.5 — Representagao do espectro optico da luz espalhada por uma particula

em movimento Browniano.
Figura 2.6 — Migracao dos cations em dire¢do ao catodo.
Figura 2.7 — Dependéncia do fluxo eletroosmoético em funcao do pH.

Figura 2.8 — Perfil do fluxo eletroosmotico presente em CE, comparado com o do

fluxo pressurizado tipico de HPLC.
Figura 2.9 — Esquema de um equipamento de eletroforese capilar.

Figura 2.10 — Esquemas para a introdu¢do de amostras em eletroforese capilar.

Inje¢do hidrodinamica: (a), (b) e (c); injecdo eletrocinética (d).

Figura 2.11 — Estruturas moleculares: (I) Tocoferdis, X =Y = Z = CHj para a-
tocoferol, X = Z = CH; e Y = H para B-tocoferol, Y = Z = CH; e X = H para y-
tocoferol, Z = CH3z e X = Y = H para 6-T (os correspondentes tocotriendis tém
também duplas ligagdes, entre 3'-4', 7'-8' e 11'-12"); (II) metil-4-hidroxibenzoato
(metil parabeno); (III) 2-(p-hidroxifenil)etanol (tirosol); (IV) 4acido 2,4-
dihidroxibenzodico; (V) éacido p-metoxibenzoico (p-anisico); (VI) é&cido trans-3-
fenil-2-propendico (trans-cinamico); (VII) acido trans-4-hidroxicinamico (p-
coumarico); (VIII) acido trans-4-hidroxi-3-metoxicinamico (ferulico); (IX) 3-tert-

butil-4-hidroxianisol (BHA); (X) 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT).
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Figura 4.1 — Aparéncia dos sistemas compostos de 6leo de soja, SDS e 4gua, (a)

contendo um co-surfactante e (b) na auséncia de co-surfactante.

Figura 4.2 — Diagramas de fase pseudo-ternarios das misturas de agua/6leo/SDS
e co-surfactante a 25 °C. A érea delimitada indica o dominio da microemulsdo.
1-pentanol, 6leo de soja, SDS e agua (a); 1-pentanol, 6leo de soja, SDS e solugdo

aquosa 2,5 10 mol L' de tripentilamina e 2 102 mol L de 4acido acético (b).

Figura 4.3 — Temperatura de turbidez das microemulsdes preparadas com
pentanol (a), com 3-metil-1-butanol (b) ou com hexanol (c), para diversas

propor¢des em massa de surfactante e alcool.

Figura 4.4 — Fungdes de correlacdo de intensidade mediada no tempo para as
microemulsdes contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 % de alcool, 10,8 % de SDS ¢ 6,0
% de agua, (') com pentanol, (O) com 3-metil-1-butanol, em angulo de

espalhamento 6 =90°. T =25 °C.

Figura 4.5 — Funcdo de correlagdo de intensidade mediada no tempo para a
microemulsdes contendo 40,0 % de o6leo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e

6,0 % de agua, com dependéncia angular.

Figura 4.6 — Relacdo do raio hidrodinamico com o angulo de medida para a
microemulsdo contendo 40,3 % Oleo, 43,3 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de

SDS e 5,5 % de agua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.

Figura 4.7 — Relacdo do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a
microemulsao contendo 40,0 % o6leo, 43,2 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de

SDS e 6 % de agua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.

Figura 4.8 — Rela¢do do raio hidrodinamico com o angulo de medida para a
microemulsao contendo 39,7 % o6leo, 42,1 % de 3-metil-1-butanol, 10,7 % de

SDS e 7,5 % de 4gua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.

Figura 4.9 — Relagdo do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a
microemulsdo contendo 40,5 % 6leo, 43,6 % de pentanol, 10,9 % de SDS e 5,0 %
de 4gua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.10 — Relacao do raio hidrodinamico com o angulo de medida para a
microemulsdo contendo 40,0 % o6leo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6 %
de agua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.

Figura 4.11 — Relacdo do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a
microemulsdo contendo 39,7 % 6leo, 42,1 % de pentanol, 10,7 % de SDS e 7,5 %
de 4gua, nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.

Figura 4.12 — Relagdo entre a taxa de relaxacao (I') e o quadrado do vetor de
espalhamento (q°), para as microemulsdes contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 % de
alcool, 10,8 % de SDS e 6 % de 4agua, (a) pentanol, (b) 3-metil-1-butanol.
T=25°C.

Figura 4.13 — Coeficiente de difusdo translacional, D (m2 s') em funcio da
relagio temperatura absoluta sobre viscosidade, T/m (K m s kg') para a
composi¢ao com 40,0% de 6leo, 43,2% de 3-metil-1-butanol, 10,8% de SDS e
6,0% de agua.

Figura 4.14 — Distribuicdo normalizada dos tempos de correlacdo como funcdo
da freqiiéncia (s') para microemulsdes com varios contedos de 4dgua a
temperatura de 25 °C e angulo de espalhamento de 90°. (a) pentanol; (b) 3-metil-

1-butanol.

Figura 4.15 — Distribui¢gdes normalizadas do tempo de correlacdo como fungao
da freqiiéncia (s™'), para uma microemulsio com 7,5% de 4gua, em varias
temperaturas, a angulo de espalhamento de 90°, contendo como co-surfactante:

pentanol (a); 3-metil-1-butanol (b).

Figura 4.16 — Espectro de UV-visivel do 6leo (a); da microemulsdo contendo
40,0 % de 6leo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de agua, sem ferroceno

(b) e com 5 10% mol L™ de ferroceno (c).
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Figura 4.17 - Valores de condutividade para diferentes composi¢cdes de
microemulsdes em funcdo da temperatura. a) 39,7 % o6leo, 42,1 % de pentanol, 10,7
% de SDS e 7,5 % de 4gua; b) 4gua.40,0 % oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de
SDS e 6 % de agua; ¢) 39,7 % oleo, 42,1 % de 3-metil-1-butanol, 10,7 % de SDS ¢
7,5 % de agua; d) d4gua.40,0 % oleo, 43,2 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS
e 6 % de agua; e) 40,5 % dleo, 43,6 % de pentanol, 10,9 % de SDS e 5,0 % de
agua; f) 40,3 % oleo, 43,3 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 5,5 % de

agua.

Figura 4.18 — Voltamogramas da oxida¢do das microemulsdes contendo (A): a)
40,5 % de 6leo, 43,6 % de pentanol, 10,9 % de SDS e 5,0 % de 4gua; b) 40,0 % de
6leo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua; ¢) 39,7 % de 6leo, 42,1
% de pentanol, 10,7 % de SDS ¢ 7,.5 % de agua. (B): a) 40,3 % de 6leo, 43,3 % de
3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 5,5 % de agua; b) 40,0 % de 6leo, 43,2 % de
3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua; c) 39,7 % de 6leo, 42,1 % de
3-metil-1-butanol, 10,7 % de SDS ¢ 7,5 % de agua. Eletrodo de trabalho ume de Pt

vs. Pt quasi referenciae v=1mV s™.

Figura 4.19 — Voltamograma das microemulsdes contendo 40,0 % de 6leo, 43,2
% de pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua, (a) sem ferroceno ¢ (b) com 2 107
mol L ferroceno; (¢) com 3 102 mol L'; (d) com 4 102 mol L. Eletrodo de

trabalho ume de Pt, eletrodo de referéncia Pt quasi-referénciae v=1mV s’

Figura 4.20 — Relacdo entre concentragdo de ferroceno e corrente limite para
reacdo de oxidagdo em ume de Pt vs. quasi referéncia Pt, na microemulsio

-1
contendo pentanol como co-surfactante, v=1mV s".

Figura 4.21 — Voltamograma da microemulsdo contendo 40,0 % de dleo, 43,2 %
de pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de agua e 20 107 mol L de ferroceno; (a)
v=20mVs';(b)v=50mVs'; (c) v=100 mV s”; (d) v=200 mV s™. Eletrodo
de trabalho ume de Pt, eletrodo de referéncia de AgCl/Ag.

Figura 4.22 — Relacdo entre v”* e corrente de pico anddica, para microemulsio
contendo 40,0 % de oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de agua e 2
102 mol L™ ferroceno. Eletrodo de trabalho ume de Pt vs. eletrodo de referéncia

de AgCl/Ag, v =10, 20, 50, 100, 200 ¢ 500 mV s,
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Figura 4.23 - Relagdo E vs. log 1/(1jim — 1) obtida a partir de um voltamograma
linear da oxidagdo de 2 10% mol L de ferroceno em microemulsio. Ume de Pt vs.

AgCl/Ag e velocidade de varredura 1 mV s™.

Figura 4.24 — Voltamograma da microemulsdao contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 %
de pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua, (a) sem acido oléico; (b) com 3 102
mol L™ de acido oléico, (c) com 5 107 mol L™; (d) com 7 107 mol L™ de 4cido
oléico. Eletrodo de trabalho ume de Pt, eletrodo de referéncia AgCl/Ag e

v=2mVs'

Figura 4.25 — Eletroferogramas obtidos em um BGE constituido por uma
microemulsido de w/o preparada com um tamp3o aquoso de Tris 4 10” mol L™ em
pH 8,4, registrado a 240 nm. Solutos (500 pg mL" de cada soluto injetados em
microemulsdo): salicilato (I), 2-aminoantraquinona (A), anilina (B), 3,4,5-

trimetoxibenzoato (C) e ftalato (II).

Figura 4.26 — Eletroferogramas obtidos nos valores de pH e temperatura
indicados nos tragos; BGE constituido por uma microemulsao de w/o preparada
com um tampdo aquoso de Tris 4 10 mol L' em pH 8,4, registrado a 240 nm.

Solutos: salicilato (I), OG (A), tereftalato (B), piromelitato (C) e ftalato (II).

Figura 4.27 — Eletroferogramas monitorados nos comprimentos de onda indicados
nos tragos; BGE constituido por uma microemulsdo de w/o preparada com um
tampéo aquoso de Tris 4 10 mol L™ em pH 8,4, registrado a 240 nm. Amostra de
azeite de oliva aditivada com salicilato (I), BHA (A), BHQ (B), PG (C), OG (D) e
ftalato (II) foi misturada com a microemulsdo (razao 1:4 em peso) e injetada (500

ng mL™ de cada soluto na mistura); pico E refere-se aos TAGs do azeite de oliva.

Figura 4.28 — Condutividade versus percentagem de dgua para a microemulsdao

constituida por dgua e 1:4 SDS/ n-pentanol (25 = 1 °C).

Figura 4.29 — Miscibilidade do 6leo de soja com a mistura propanol - metanol a

25 °C.
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Figura 4.30 — Eletroferograma obtido com um BGE constituido por uma
solugdo 8 102 mol L de dietilamina e 2 10”2 mol L de 4cido acético em uma
mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v); monitoramento feito a 220 nm. As
solugdes dos acidos salicilico (SA), trimetoxibenzoico (TMBA) e benzbico (BA)
foram preparadas em 6leo de soja refinado (1000 ug mL™' cada), diluidas 1:1 com

propanol e injetadas.

Figura 4.31 — Eletroferograma obtido com um BGE constituido por uma
solu¢do 2 10 mol L' KOH em uma mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v);
monitoramento feito a 220 nm. As solugdes de acido salicilico (SA), BHA e BHT
foram preparadas em 6leo de soja refinado (1000 ug mL™' cada), diluidas 1:1 com

propanol e injetadas.

Figura 4.32 — FEletroferograma obtido por inje¢do de 6leo de soja refinado
aditivado com 4cido salicilico (SA), BHA ¢ BHT; BGE constituido por uma
solucdo 4 10 mol L' KOH em uma mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v);

monitoramento feito a 220 nm.

Figura 4.33 — Eletroferogramas obtidos por injecao de 6leo de soja com BHA e
BHT; BGE constituido por uma solugio 4 10% mol L' KOH em propanol com
concentragdes variadas de metanol (indicadas nos tragos); monitoramento feito a

220 nm.

Figura 4.34 — Eletroferogramas obtidos por injecdo de diversos 6leos, usando um
BGE 4 102 mol L' KOH em uma mistura de propanol/ metanol (85:15 v/v),
monitorando-se a 220 nm. O numero nos picos indica metil parabeno (1), 2,4-
dihidroxibenzoato (2), tirosol (3), p-comarato (4), trans-cinamato e p-anisato (pico

ndo resolvido) (5), e ferulato (sobreposto ao o-T) (6).

Figura 4.35 — Eletroferograma do protetor labial dissolvido em propanol (1:4),
obtido com um BGE constituido por uma solugdo 4 10? mol L' KOH em uma

mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v); monitoramento feito a 220 nm.
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Resumo

Amostras de 6leo vegetal foram preparadas na forma de microemulsdo de agua
em Oleo (w/o) utilizando dodecil sulfato de so6dio (SDS) como surfactante e um alcool
como co-surfactante. As microemulsdes foram caracterizadas através de medidas de
viscosidade, indice de refracdo, condutividade elétrica, espalhamento de luz dinamico e
voltametria. Ensaios preliminares para a quantificagdo de analitos por analise direta foram
realizados por voltametria linear e eletroforese capilar. As microemulsdes de 4gua em o6leo
de soja apresentaram goticulas de dimensdes nanométricas e estabilidade termodinadmica
dependente da temperatura, da concentracdo dos eletrélitos dissolvidos e da natureza do
co-surfactante empregado. Por outro lado, o raio hidrodindmico das goticulas (Ry,) diminui
com o aumento da temperatura. Quanto aos valores de condutividade, maiores do que os
obtidos para o dleo de soja e para a agua deionizada, aumentam com a temperatura, na
faixa de 20 a 65 °C, e com o teor de 4gua na microemulsdo, entre 5 € 7,5 % de agua. A
maior estabilidade termodinamica foi alcangada para uma microemulsido contendo 40,0 %
de oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de dgua, em massa, na razao 1:4
[SDS]:[alcool]. Medidas voltamétricas com um ultramicroeletrodo de Pt em
microemulsdes contendo ferroceno ou 4cido oléico dissolvidos evidenciaram a
dependéncia linear das correntes limite anddica e catddica com a concentragdo da espécie
eletroativa. Ja a oxidagdo do ferroceno por voltametria ciclica, usando o mesmo
ultramicroeletrodo, mostrou que a diminuicdo dos coeficientes de difusdo nestes meios
permite realizar medidas em estado transiente, empregando velocidades convencionais de
varredura em potencial. Experimentos por cromatografia eletrocinética em microemulsdo
reversa (RMEEKC) com n-pentanol como fase continua permitiram a separagao de solutos
neutros e anionicos em amostras de oleo vegetal e gordura animal. Finalmente, foi
desenvolvido um procedimento répido para a separa¢do e identificagdo dos biofendis
presentes em oOleos, utilizando como eletrdlito de corrida uma mistura de metanol e 1-
propanol contendo KOH. Os resultados evidenciam a possibilidade de analise direta de
Oleos vegetais empregando métodos eletroanaliticos em microemulsdes w/o, e métodos por

eletroforese capilar, quer em microemulsdes, quer em meio ndo aquoso.
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Abstract

Samples of vegetable oils were prepared as water in oil (w/0) microemulsions
using as surfactant and co-surfactant, respectively, Sodium dodecil sulfate and an alcohol.
The microemulsions have been characterized through dynamic light scattering, viscosity,
refraction index, electrical conductivity and voltammetric measurements. Besides,
preliminary experiments were carried out to quantify chemical species through direct
analysis using linear voltammetry and capillary electrophoresis. Water in soybean oil
microemulsions present droplets with nanometric dimensions, the thermodynamic stability
depending on the temperature, concentration of dissolved electrolytes and nature of the co-
surfactant. On the other hand, the hydrodynamic radius Rj decreases with increasing
temperature. As for conductivity values, they are higher for w/o microemulsions than for
soybean oil or deionized water, increasing with temperature in the range of 20 to 65 °C and
with the water content in the microemulsion, between 5 and 7,5 % of water. The higher
thermodynamic stability of microemulsions was found for the composition 40,0 % oil, 43,2
% n-pentanol, 10,8 % SDS and 6,0 % water, in weight, that is, a 1:4 [SDS]:[n-pentanol]
ratio. Voltammetric measurements at a Pt ultramicroelectrode in w/o microemulsions
containing dissolved ferrocene or oleic acid showed that the anodic and cathodic limiting
currents vary linearly with the concentration of the electroactive species. On the other
hand, cyclic voltammetry of ferrocene at the same ultramicroelectrode showed that the
diminished values for diffusion coefficient of chemical species in w/o microemulsions
allow to attain a transient regime using conventional potential scan velocities. Reverse
microemulsion electrokinetic chromatography using n-pentanol as the continuum phase
allowed the separation of neutral and anionic solutes in vegetable oil and animal fat
samples. Finally, a procedure using a solution containing KOH in a mixture of methanol
and 1-propanol as background electrolyte has been developed for the rapid separation and
identification of biophenols in oils. The results evidence that electroanalytical methods
applied to w/o microemulsions and capillary electrophoresis methods, either using w/o
microemulsions or nonaqueous medium, allow carrying on direct analysis of analites in

vegetable oils.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO

Além da importancia como alimento, os Oleos vegetais também sdo
valorizados por sua potencial aplicagdo como matéria-prima em produtos industrializados
de grande valor econdmico. Neste sentido, conhecer as caracteristicas de um 6leo vegetal
pode fornecer importantes informagdes, entre outras, sobre os processos industriais de
producdo, a qualidade das matérias-primas, os tipos de embalagem ou as condigdes de
estocagem a que estes O0leos foram submetidos e os efeitos do processo de fritura. Mais
especificamente, a detec¢do de produtos de oxidacdo, hidrélise, cisdo, polimerizagdo,
presenga de aditivos, adulterantes, contaminantes, acidos graxos livres e outros, permite
estabelecer parametros de qualidade dos 6leos e dos principais produtos derivados, como

medicamentos, cosméticos, detergentes, alimentos e combustiveis.

A analise de 6leos vegetais, em geral, esta associada a extragdo dos analitos
empregando-se um solvente organico adequado. A eliminag¢do das etapas de extracdo e
pré-concentracdo de componentes minoritarios presentes em Oleos vegetais (em geral de
grande valor agregado), aumenta a rapidez e reduz a possibilidade de erros aleatorios e
sistematicos na preparacdo da amostra para andlise. Neste sentido, o preparo das amostras
de oleo sob a forma de microemulsdes de agua em o6leo permite eliminar dos

procedimentos analiticos as etapas prévias de extracao.

Microemulsdes sdo sistemas compostos por no minimo 3 componentes: agua,
60leo e um surfactante, fazendo-se freqiientemente necessaria a adi¢gdo de um co-
surfactante, normamente um alcool de cadeia média. Estes sistemas sdo muito estaveis,
apresentam boas propriedades condutoras, em geral superiores as dos solventes organicos,
e possuem a capacidade de dissolver simultaneamente substincias hidrofobicas e

hidrofilicas.
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A baixa tensdo superficial entre a agua e o 6leo, em geral inferior a 0,001 dina
cm’, que é responsavel por uma grande area interfacial, e a possibilidade de dissolver
diversos tipos de substancias, tornam as microemulsdes atrativas para uma ampla

variedade de aplicagdes.

Além da preparacao sob a forma de uma microemulsdo, o preparo de amostras
de 6leo por diluigdo com propanol e o uso de um eletrdlito de corrida ndo aquoso, em
procedimentos de eletroforese capilar, para determinacdo de antioxidantes naturais e
separagdo de compostos fenolicos, também constitui uma metodologia inovadora na
analise de dleos vegetais; ambos procedimentos permitem a execugdo de analises rapidas e

de baixo custo.

1.2 OBJETIVOS

Para o desenvolvimento de metodologias de separacdo e identificacdo de espécies

quimicas organicas em 6leos vegetais, estabeleceram-se os seguintes objetivos:

- caracterizar microemulsdes de dgua em Oleo de soja através de medidas fisico-quimicas
(condutividade, viscosidade e indice de refragdo), espectroscopicas (espalhamento de luz
dindmico) e eletroquimicas (determinagdo da janela eletroquimica e do comportamento

eletroquimico do ferroceno em um ultramicroeletrodo de Pt);

- desenvolver estudos eletroanaliticos preliminares visando a quantificacdo de espécies

presentes em oOleo de soja (determinagdo de acidos graxos livres);

- desenvolver estudos por eletroforese capilar para separagdo e identificagdo de compostos
em microemulsdo de w/o de oOleos e gorduras por injecdo direta da amostra no

equipamento;

- desenvolver estudos por eletroforese capilar para separagdo, identificacao e quantificacao
de diversos compostos (antioxidantes naturais e sintéticos e compostos fenolicos), por

injecdo direta de amostras de 6leos vegetais em meios ndo aquosos.
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Capitulo 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUCAO

A andlise quimica de oleos vegetais ¢ de grande importancia, pois pode
fornecer informagdes sobre a qualidade de um o6leo ou da matéria-prima de origem,
possibilitando ainda, desenvolver métodos de identificacdo e de separacdo especificos para
determinadas espécies. E possivel, por exemplo, determinar a presenga de antioxidantes
sintéticos e de produtos de decomposi¢do (como acidos graxos livres, hidroperdxidos e
acidos graxos polimerizados). Estas informagdes podem também viabilizar a geracao de

efluentes economicamente recuperaveis ou descartaveis sem dano ao meio ambiente.

A expressiva produgdo brasileira de soja (49.712.400 toneladas — safra de
2004), a qual coloca o Brasil como segundo produtor mundial, com rendimentos de cerca
de 480 litros de 6leo por hectare da planta, e o amplo consumo do dleo extraido desta
oleaginosa no pais (3,1 milhdes de toneladas em 2004), especialmente nos processos de
fritura, foram determinantes para a escolha deste 6leo como o principal amostra em estudo

neste trabalho.'

2.2 Analise de dleos vegetais

Em geral, a analise de 6leos vegetais ¢ precedida da extracdo do analito por um
solvente organico adequado. Mais recentemente, métodos de andlise em microemulsdes
tém sido desenvolvidos. Estes constituem uma alternativa menos tdxica e mais barata do
que o emprego de solventes organicos na analise quimica de oleos, em particular nos

r re® 2 r1: . r . - ~
métodos eletroanaliticos.” A andlise quimica de 6leos vegetais compreende a determinacao
de uma série de compostos e propriedades que relacionam a qualidade do produto final
com os processos industriais de produgio, embalagem e estocagem.” As determinagdes

mais importantes sao as seguintes:
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a) aditivos

b) adulterantes

¢) contaminantes

d) vitaminas

e) produtos de decomposicao
f) gorduras e acidos graxos

g) volateis ou Oleos essenciais
h) inorganicos

1) pH

J) acidos organicos.

Os resultados destas determinagdes permitem ainda avaliar o efeito do processo
de fritura na qualidade do 6leo e do produto alimenticio final (oxidagdo, hidroélise,

polimerizacdo e cisdo).

Por outro lado, o conhecimento das propriedades fisicas dos 6leos vegetais,
como viscosidade e densidade, sdo necessarios para o dimensionamento de equipamentos

industriais para bombeamento, destilacio, tanques de estocagem, entre outros. ’

Além de aspectos relacionados com a composicdo, a separacdo de
componentes presentes nos 6leos vegetais pode contribuir para a melhoria de qualidade do
produto final,® bem como gerar produtos de partida para a preparagdo de derivados, como

por exemplo:

- vitaminas, como os tocoferdis e tocotrienois, usados na industria farmacéutica e

cosmética;9

- monogliceridios, empregados como emulsificantes nas industrias farmacéutica, de
” . ~ . .10

cosméticos e de alimentos e, na producao de resinas e detergentes;
., , . g 11

- poliésteres de sacarideos, empregados em alimentos dietéticos;

2

O , o . , . . ~ e 1
- 4cidos e ésteres graxos e aromaticos, convertidos a alcoois por hidrogenacao catalitica;

- alquil oleatos, empregados na produgdo de lubrificantes vegetais. ">
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Além disso, conhecer a composicdo de um 6leo ¢ desejavel para avaliar seu
potencial emprego como biodiesel, que ¢ uma importante e recente aplicacdo dos dleos

-, 14-16
vegetais.

As técnicas analiticas instrumentais de uso corrente na analise de 6leos sdo a
. ~ P . : Ao 17,18
espectroscopia de absor¢do e de emissdo atdmicas na determinacdo de inorganicos, a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e a espectroscopia na
regido do infra-vermelho com transformada de Fourier na determinagdo de volateis e
AL 1 , . ‘A . . ~
compostos organicos,” ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia na determinagio de
antioxidantes.”™*' S3o ainda empregados métodos eletroanaliticos™ e espectroscopia de

A s y - . - . 23
ressonancia nuclear magnética de carbono 13 na determinagdo de outros contaminantes.

Por sua sensibilidade, rapidez e baixo custo, os métodos eletroquimicos
permitem freqiientemente realizar estudos analiticos com vantagem em sensibilidade e/ou

exatiddao sobre outros métodos.

Os processos eletroquimicos em interfaces 6leo-dgua t€ém merecido crescente
atencdo, com vistas a medidas quantitativas de variaveis termodindmicas relativas a
processos de extracdo por solventes e de transferéncia de carga. Assim, diversas
metodologias tém sido propostas, tais como a extrusdo lenta de uma fase organica para

25,26

. , . 24 .
uma fase aquosa ou vice-versa, através de um capilar,” o uso de ultramicroeletrodos e

mais recentemente, como alternativa importante, a preparacdo da amostra na forma de

microemulsio.?”

2.3 MICROEMULSOES

O termo microemulsao foi introduzido pelo quimico inglés J.H. Schulman. Em
1943 ele descreveu o processo de transi¢do de uma mistura estavel rica em 6leo para uma
mistura estavel rica em agua e, em 1959, introduziu o termo “microemulsdo” para designar

. 29 -31
este sistema.

Ao se misturar um liquido orgénico imiscivel e um surfactante com agua,

forma-se, geralmente, uma emulsdo leitosa-turva, a qual apos algum tempo separa-se em
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duas fases. Schulman observou em 1950 que esta emulsdo turva e instavel pode ser
convertida em uma mistura opticamente transparente e termodinamicamente estavel por
adicdo de um alcool. Desde entdo, o nimero de publicagdes abordando este tema tem
crescido continuamente e as microemulsdes tém apresentado um incremento significativo
de aplicagdes, tanto no campo das pesquisas como na induastria, em funcdo de suas

. . . .29
propriedades especiais.

Em razdo do aumento da condutividade elétrica do sistema devido a presenga
de 4gua, as microemulsdes viabilizam procedimentos eletroanaliticos em amostras de
0leos. O crescente nimero de pesquisas relacionadas ao uso de microemulsdes deve-se
também a preocupacdo de preservar o meio ambiente buscando alternativas para o uso de

A s 29,32,33
solventes organicos.” "~

2.3.1 Defini¢ao e caracteristicas das microemulsoes

Microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, opticamente
transparentes, isotropicos ¢ de baixa viscosidade que contém uma fase dispersa (também
conhecida como pseudo-fase) constituida por goticulas de tamanho nanométrico em uma
fase continua de um solvente imiscivel com a fase dispersa. Elas sdo constituidas de agua,
um solvente hidrofobico que é chamado de “6leo”, um surfactante e, freqiientemente,

também de um co-surfactante, normalmente um alcool de cadeia média.** >

Estes sistemas comportam-se de forma similar aos solventes organicos polares
e, apesar de aparentemente homogéneos sob observacgdo visual, as microemulsdes sdo na
verdade micro-heterogéneas (talvez nano-heterogéneas seria o melhor termo). Sao sistemas
formados de particulas com didmetro da ordem de 1 a 100 nm dispersas em uma fase

, 33,51 —
continua.™ ™

>0 A transparéncia mostrada por estes sistemas deve-se ao fato do tamanho
das particulas dispersas ser muito menor que os comprimentos de onda da radiagdo
eletromagnética na regido do visivel.*> >’ ~>° Teorias termodindmicas sobre a formagio e a

o . - . . 60
estabilidade das microemulsoes foram desenvolvidas e relatadas em diversos trabalhos.

Uma mistura homogénea estavel é transparente, enquanto uma mistura instavel

e nao homogénea ¢ turva, a menos que os componentes da mistura tenham indices de
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refracdo 1dénticos. O estado de transparéncia pode ser quebrado por variacdo de
temperatura, pressdo ou composicdo da mistura e o ponto de transi¢do, definido como
ponto da incipiente separacdo de fases, é denominado ponto de turbidez.’' Quando uma
mistura homogénea atinge a temperatura do ponto de turbidez, ela se torna turva, deixa de
mostrar a transparéncia que caracteriza uma microemulsdo e comega a separagao de uma

nova fase.

As microemulsdoes tém sido alvo de numeros estudos durante as tultimas
décadas, principalmente devido ao seu elevado poder dissolvente.®” Devido & mistura
intima das microfases dgua-oleo, elas podem dissolver espécies apolares, polares e i6nicas,
desde que sua composicdo seja adequadamente ajustada. Esta propriedade ¢ similar a de
solugdes micelares, porém, a capacidade de solubilizagdo simultinea de substancias

. yq - . . . ~ I . . : 2
hidrofébicas e hidrofilicas das microemulses é muito maior do que a das micelas.’

As propriedades condutoras das microemulsdes sdo conferidas principalmente
pelo surfactante ou pela adi¢do de um eletrolito suporte. Devido a pequena tensdo
. . . -1 . -
interfacial, normalmente menor que 0,001 dina cm™, estes sistemas sdao capazes de

dissolver um elevado nimero de substancias.*”>"’

A microestrutura das microemulsdes tem sido estudada por varias técnicas,
como por exemplo técnicas espectroscopicas de espalhamento de luz (dindmico e estatico),
relaxacdo dielétrica, fluorescéncia resolvida no tempo ou fosforescéncia quenching,
espalhamento de neutrons a baixo angulo (SANS) e espalhamento de raio-X a baixo
angulo (SAXS). Estas técnicas podem produzir informacdes bastante tteis sobre o nucleo e
a estrutura da monocamada de surfactante ou surfactante/co-surfactante na interface das fases,
distribuicao de tamanho das particulas dispersas, polidispersao, agregados de goticulas e
suas dindmicas de difusdo, bem como sobre a taxa de troca inter-goticulas e fluidez da

monocamada >®%3 ~ 66

Os métodos classicos de determinacdao da viscosidade, tensdo interfacial,
condutividade, turbidez e pressdo osmoética também fornecem muitas informagdes sobre

326466 =69 E particularmente importante o conhecimento das propriedades

estes sistemas.
dindmicas das goticulas suspensas para a compreensao das propriedades condutoras e das

reacdes quimicas e processos de transferéncia de massa que ocorrem nestes meios.**
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2.3.2 Tipos de microemulsées

Dependendo da polaridade da fase dispersa ¢ possivel distinguir trés tipos de
microemulsdes: 6leo em dgua (o/w), dgua em oOleo (W/0) ou microemulsdo reversa e
microemulsdes bicontinuas, que apresentam uma estrutura intermedidria em que as fases

. 2,35,59,66,70 — 75
percolam uma através da outra.””>>>"">

Estes tipos de microemulsdes apresentam as seguintes caracteristicas:

a) Microemulsdes de 6leo em dgua — Apresentam uma fase aquosa continua com goticulas
de 6leo dispersas, as quais estdo recobertas pelo surfactante. O diametro destas goticulas

mede em geral entre 10 e 100 nm.

b) Microemulsdes de agua em oOleo — Apresentam goticulas de agua recobertas com
surfactante dispersas em uma fase oleosa continua e sdao em geral pouco condutoras. O

diametro das mesmas mede em torno de 1 ¢ 100 nm.

¢) Microemulsdes bicontinuas — Tanto o 6leo como a agua apresentam-se como fases
continuas, formando uma rede dinamica de canais de 4gua e de 6leo com monocamadas do

surfactante nas interfaces.

A Figura 2.1 mostra a representagdo esquematica dos trés tipos de

microemulsoes.
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T sufactante ? co-sfactante

Figura 2.1 — Representagdo esquematica dos tipos de microemulsdes. Microemulsao de
0leo em dgua (a); microemulsdo bicontinua (b); microemulsdo de agua em o6leo ou

microemulsao reversa (c).

2.3.3 Aplicac¢ées das microemulsdes

A microemulsdes preparadas com componentes biocompativeis tém sua principal
aplicacdo nas industrias farmacéutica e de cosméticos. A utilizacdo das microemulsdes na
tecnologia farmacéutica ¢ relativamente recente e tem despertado grande interesse como
sistema de liberagio de drogas no organismo.’’**"" Este interesse justifica-se pelas

seguintes vantagens: >

a) a preparacdo das microemulsdes ¢ simples e, devido a grande estabilidade

termodinamica elas se tornam relativamente mais baratas do que as emulsdes;

b) a falta de homogeneidade ou a presengca de precipitados podem ser facilmente

detectados devido a transparéncia Optica do sistema, podendo ser facilmente evitados;
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c) a estabilidade termodindmica da mistura e o efeito estabilizador do surfactante

melhoram a estabilidade dos farmacos e cosméticos na estocagem,;

d) formulagdes empregando microemulsdes com surfactantes compativeis com proteinas

podem ser usados para solucdes injetaveis;

e) de acordo com alguns estudos, microemulsdes como solvente ndo causam qualquer
imuno reacdo ou risco de embolia, ao contrario das emulsdes, por apresentarem goticulas

consideravelmente menores, além disso, podem ter composi¢ao pré-definida;

f) comparadas as formulagdes convencionais foram observadas taxas elevadas de difusdo e

penetracao na pele para microemulsdes em farmacos;

A principal desvantagem das microemulsdes em relagdo as emulsdes deve-se a
utilizagdo de concentracdes elevadas de emulsionantes e co-emulsionantes, possibilitando a
ocorréncia de irritagio local.”” Portanto, esses componentes, além de permitir a formagdo
dos sistemas devem também ser atoxicos e ter permissdo para emprego em produtos
farmacéuticos. Entretanto, esta limitacdo varia dependendo do uso pretendido para a
preparacdo em questdo, havendo maior disponibilidade de substancias para produtos que
visam a administra¢do cutdnea. As restricdes sdo maiores para os produtos ingeridos por

via oral ou que devem ser preparados de forma estéril (parenterais e oftalmicos).”’

Outras aplica¢des importantes deste sistema envolvem:

a) a extracdo de petréleo, baseada na baixa tensdo interfacial e boa propriedade emoliente
das microemulsdes, que aumenta consideravelmente a mobilizagcdo das goticulas de 6leo

aprisionadas nos poros dos reservatorios; *’

b) a extracdo de metais nobres de minérios com baixo conteudo de metais, por extracao
liquido-liquido e extragdo em 2 fases, com extratores organicos dissolvidos na

microemulsao; 8

c¢) a pesquisa de poluentes ambientais em amostras de solo e efluentes, por extragdo com

. ~ 4
microemulsdes; "’
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d) o emprego como aditivos em lubrificantes e 6leos de corte, neste caso, dois efeitos
benéficos sdo potencializados, a inibi¢do na corrosdo, em fun¢do da presenca do
surfactante, e a elevagdo da capacidade térmica sem alterar a estabilidade termodindmica
do meio, devido ao incremento do contetido de 4gua proporcionado pelas microemulsdes.

O primeiro sistema utilizado para esta finalidade foi patenteado em 1930;%

e) o emprego em processos de limpeza de tecidos ou superficies solidas, em funcdo da
baixa tensdo interfacial permitir 6timos resultados na remog¢do de contaminantes e a
melhoria na qualidade dos processos de tingimento e acabamento téxtil, devido a economia

de corante e de energia, por permitir operar em temperaturas mais baixas.

Desde a década de 80 vém sendo desenvolvidos estudos nas areas de produgao
de nanoparticulas de materiais como metais, semicondutores, supercondutores, materiais
magnéticos e fotograficos, latex, entre outros, utilizando microemulsdes como

nanoreatores.3 0,50,80

As numerosas aplicagcdes, bem como o aumento do numero de grupos de
pesquisa engajados no estudo de microemulsdes, demonstram sua importancia em muitos
ramos da quimica com uma expectativa de intensificacio de seu uso em um futuro

proximo.

2.3.4 Componentes das microemulsodes

Os componentes das microemulsdes sdo agua, 6leo, surfactante e freqiientemente,
um co-surfactante. Além de agua, solugdes salinas diversas também podem ser empregadas
como fase aquosa no preparo das microemulsdes. Segundo a aplicagdo, esta fase pode
conter diversos aditivos, como tampdes, antibactericidas e agentes isoténicos.”’ A seguir

sdo examinadas as caracteristicas destes componentes.
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2.3.4.1 Surfactantes

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos anfifilicos, organicos ou
organometalicos, ou seja, substancias caracterizadas pela presenca em suas estruturas

moleculares de duas regides, uma polar e outra apolar.” "%

A estrutura dos surfactantes ionicos, de uma forma geral, pode ser expressa
como R-X, onde R ¢é uma cadeia de hidrocarboneto variando de 8-18 atomos
(normalmente linear) e X ¢ o grupo cabega (polar ou i6nico). Dependendo da natureza de
X, os tensoativos podem ser classificados como ndo id6nicos, catidnicos, anidnicos ou

, 81-83
anfoteros.

Um surfactante catidnico apresenta em geral a formula R,X'Y", onde R
representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X ¢ um elemento ou um grupo de elementos
capaz de formar uma estrutura cationica e Y ¢ um contra ion. Em principio, X pode ser N,
P, S, As, Te, Sb, Bi ou um halogénio.82 Os sais de amonia quaternaria formam uma das
classes mais conhecidas de surfactantes catidnicos, como por exemplo: brometo de
cetiltrimetil amoénio (CTAB), brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB), cloreto de

cetilpiridinio (CICP) e cloreto de benzalconio (BKC). S171.82

Entre os surfactantes anionicos mais freqiientemente utilizados estdo os sais de
acidos carboxilicos (graxos) monopréticos ou polipréticos com metais alcalinos ou
alcalino-terrosos e acidos como sulfurico, sulfonico e fosforico contendo um substituinte
de hidrocarboneto saturado ou insaturado. Exemplo destes surfactantes sdo: dodecil sulfato
de sodio (SDS), dodecil benzeno sulfonato de sodio (DDBS), bis (2-etil hexil)
sulfosuccinato sodico (Aerosol OT) e di-hexadecil fosfato (DHF)* ¢ os sais biliares como

colato de sodio (CS) e deoxicolato de sodio (SDC).*

Os surfactantes anfoteros apresentam ambos 0s grupos, anionico e catidnico e,
dependendo do pH da solugdo e da estrutura quimica, pode prevalecer tanto a espécie
anionica como a cationica ou a neutra. Os tensoativos anféteros mais comuns incluem N-
alquil e C-alquil betaina e sultaina, como também, alcool amino fosfatidil. Exemplos desta
categoria sdo: 3-(dodecildimetil amoénio) propano-1-sulfato (SB-12), 4-(dodecildimetil

amonio) butirato (DAB), bem como, diversas lecitinas.*®
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Os tensoativos nao-idnicos sao derivados do polioxietileno e polioxipropileno
(de compostos com alquil fenol e alcool, ésteres de acidos graxos, alquilaminas, amidas e
mercaptanas) ou polialcoois, ésteres de carbohidratos, amidas de alcoois graxos e 6xidos
de amidas graxas. Exemplos: Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100),
polioxietileno (23) dodecanol (brij 35), polioxietileno-10-dodecil éter (Ci2E)o),
polioxidoetileno-10-oleil éter (Cis.1Eip ou Brij 97), N,N-dimetildodecilamina-N-6xido
(DDAO) e N,N-dimetiloctilamina-N-6xido (DOAO), tween 80° ¢ tween 60°.****

Como exemplo de surfactantes usados no preparo de microemulsdes nao
toxicas podemos citar os fosfolipideos (lecitinas), que podem ser administradas a pacientes
por via parenteral, cutinea, oral ou ocular. Propileno glicol, tween 80°, tween 60°, retinol,
palmitato de retinol e acetato de retinol também sdo outros exemplos de surfactates

fisiologicamente aceitaveis.*

A Tabela I indica alguns tipos de estruturas que os surfactantes podem formar

na presenc¢a de agua, 6leo ou uma combinacao dos 3 componentes.



Tabela I — Caracteristicas dos diferentes tipos de estruturas organizadas formados na presenga de surfactantes.®
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Caracteristicas Micelas

Micelas Inversas

Micro Emulsies

Monocapas

Bicapas Vesiculas

Constituinte Tensoativo

Meétodo de dissolver o tensoativo
preparagio [*CMCT em égua
Estrutura

AR

Peso molecular 2000-6000
meédio
Diametro (A) 30-60

Estabilidade Semanas, meses

Diluigio em agua Sd0 destruidas

Tensoativo

Dissolver o tensoativo
em solvente apolar

2000-6000

40-80
Semanas, meses

Formam micro
emulsies agio

Tensoativo, co-tensoativo,
solvente apolar

Dissolver o tensocativo

e co-tensoativo numsa

mistura de solventes
apolar-agua

10°-10%

50-100

Semanas . meses

O/W_ + ﬁgua
micelas aquosas

w/0 + dgua
separagio de fases

Tensoativo

Dissolver os tensoativos
livres em solvente
orginico volatil sobre a
superficie aquosa

Depende da area
coberta e da densidade
da capa formada

Horas, dias

S0 destruidas

Tensoative com
duas caudas

Tensoative com
duas caudas

Dissolver os tensoatives Submetendo a
livres em solvente solugio
a ultrasom

orginico sobre um
canal que conecta
duas solugbes aquosas

Depende da area =107
e da densidade coberta
da bicapa formada
300- 10000

Horas Semanas

SA0 destruidas Mio se alteram

* CMC = concentr¢ao micelar critica.
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As principais caracteristicas do uso de surfactantes estdo relacionadas a

5 - - 83,53
forma¢do de ambientes organizados.™

Em fung¢do da presenca dos grupos hidrofilico e
hidrofébico na mesma molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre
fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo). A formagdo de
um filme molecular ordenado nas interfaces reduz a tensao interfacial e superficial, que ¢ a
responsavel pelas propriedades unicas dos surfactantes.®’ Desta maneira, é possivel formar
microemulsdes do tipo 4gua em Oleo (w/0) ou 6leo em dgua (o/w), as quais sdo definidas
principalmente pelo equilibrio entre as partes polar e apolar da molécula do surfactante,
denominado tecnicamente de balango hidrofilico-lipofilico (BHL).*® O BHL ¢
numericamente representado em uma escala de valores, em fun¢cdo do tamanho da cadeia
polar do surfactante; valores inferiores a dez indicam predominancia da parte apolar,
tornando-os adequados para o preparo de microemulsdes do tipo w/o, por outro lado,
valores superiores a dez apontam a prevaléncia da regido polar indicando o emprego dessas

substancias na obten¢do de microemulsdes o/w.*%>!#3

Surfactantes i6nicos como dodecil sulfato de sodio, que apresenta BHL maior
que 20, freqlientemente requerem a presenga de um co-surfactante para reduzir seu BHL

efetivo, dentro da faixa requerida para a formacio de microemulsdes.’’

Apesar do recurso do balango hidrofilico-lipofilico, ¢ muito dificil prever com
exatiddo quais combinagdes de surfactante/co-surfactante e 6leo serdo capazes de produzir
microemulsdes. Além disto, 0 método do BHL nao considera os efeitos da temperatura e

o . 46,83
da presenga de eletrolitos no meio.™

2.3.4.2 Co-surfactantes

Os co-surfactantes sdao responsaveis pela redugdo adicional da tensdo
interfacial necessdria para a formagdo e estabilidade termodindmica das microemulsoes,
além de promoverem a fluidificacdo do filme interfacial formado pelo emulsionante, o que
impede a elevacio significativa da viscosidade do sistema.’’ Adicionalmente, a presenca de
um alcool pode influenciar a solubilidade das fases aquosa e oleosa, devido a sua parti¢do

1
entre ambas as fases.’
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A repulsao das cargas dos grupos polares dos surfactantes i6nicos impede a
existéncia de um empacotamento eficiente, j4 que a tensdo superficial ndo estad
suficientemente reduzida. A adicdo de um co-surfactante reduz a tensdo superficial do
sistema a quase zero, levando a formacdo de uma camada interfacial mais estavel e,

conseqiientemente aumentando a estabilidade das microemulsdes.™"!

Os principais co-surfactantes utilizados no preparo de microemulsdes sdo
alcoois e glicois, de massa molecular pequena ou média, que apresentam uma cadeia

30,70,87

contendo entre dois e dez carbonos. Os alcoois mais usados sdo: 1-butanol, 2-

butanol, 2-metil-1-butanol, 1-pentanol e 1-hexanol.”’

2.3.4.3 Oleos

O tamanho da cadeia alquilica do 6leo influencia fortemente a distribui¢do do co-
surfactante nas fases oleo e dgua, bem como a composi¢do e as propriedade fisico-

55,64

quimicas das microemulsdes. Relatos da literatura descrevem que, em presenga de

surfactantes ndo i6nicos e catidnicos, a parti¢ao do alcool (co-surfactante) na interface das

, . : . - A 55,87
goticulas ¢ favorecida pelo emprego de 6leos com cadeias carbonicas longas.™

As substancias mais empregadas como fase oleosa sdo: n-alcanos, em geral
com cadeias contendo de 6 a 12 dtomos de carbono; compostos aromaticos, como benzeno

55,64 , . e 80 . A
" alcoois de cadeia média, como octanol e decanol;” ainda, substiancias como

e tolueno;
tetracloreto de carbono e triacilglicerdis também sdo exemplos de fase oleosa em

microemulsdes.®

No preparo de microemulsdes biocompativeis, os Oleos polares, como
triacilglicerdis de cadeia média ou longa sdo preferidos ao invés de 6leos apolares, pois
solubilizam melhor os principios ativos. Os o6leos vegetais como o de soja e ricino s3o

bastante usados, em especial para o preparo de microemulsdes de o/w. "
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2.3.5 Diagrama de fases

Na preparacdo das microemulsdes, a constru¢do de diagramas de fase
pseudoternarios permite definir a extensdo e a natureza das regides de formagdo destes
sistemas. Para isto, apos a selecdo dos constituintes da formulagdo, um diagrama ¢
construido, admitindo-se que as microemulsdes sdo sistemas formados por trés
componentes: fase aquosa, fase oleosa e uma mistura surfactante/co-surfactante, sendo que
cada vértice do diagrama indica 100 % de um destes componentes, de acordo com o que
estd mostrado na Figura 2.2. Assim, qualquer combinag¢do dos constituintes pode ser

representada de forma percentual no diagrama.*® %7

sutfactante/co-sufactante

(Y _~
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Figura 2.2 — Modelo do diagrama de fases de uma mistura pseudo-ternaria composta por

agua, o0leo, surfactante e co-surfactante.'
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2.4 ESPALHAMENTO DE LUZ

Entre as técnicas espectroscopicas disponiveis para investigar sistemas micro-
heterogeneos, particularmente microemulsoes, as de espalhamento de luz s3o as mais

versateis e ndo destrutivas. 253 %1

O espalhamento de luz ¢ um fendmeno no qual se baseiam vérias técnicas
experimentais que tém sido largamente empregadas na analise de inumeros sistemas nos
ultimos sessenta anos. Em especial somente ap6s o surgimento de sistemas de detec¢do do
tipo fotomultiplicadores, que aliados a fontes de laser com alta intensidade, coeréncia e
estabilidade de freqiiéncia, tornou-se possivel executar medidas relativamente faceis das

mudangas dos deslocamentos de freqiiéncia da luz espalhada.”® ~**

2.4.1 Principio

Se uma particula estd sujeita a agdo de um campo elétrico, proveniente da
radiagdo eletromagnética, este campo induzird na particula um momento de dipolo,
gerando um movimento oscilatorio, que por sua vez, produzird luz espalhada em todas as
direcdes (Figura 2.3).” ~%° A luz espalhada por uma determinada amostra produz diversas
informacgdes, sendo que o tipo de informagdo que se pode extrair varia segundo a técnica
empregada. As diferengas entre as técnicas ficam por conta das variadas distribuigdes e
faixas de freqiiéncia da luz espalhada em relacdo a luz incidente, na qual se realiza a

analise dos dados.
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Figura 2.3 — Geometria de espalhamento em um experimento de espalhamento de luz. A
subtracdo vetorial de ke (feixe espalhado) e k¢ (feixe transmitido) ¢ igual ao vetor de

espalhamento (q). Na figura, k; representa o feixe incidente.

Nos experimentos de espalhamento de luz, o vetor de espalhamento (gq)
constitui-se em uma variavel de grande importancia, pois este esta diretamente relacionado
as dimensdes do objeto observado. A figura 2.4 mostra a relagdo entre o vetor de

espalhamento e a maior por¢ao do objeto observavel (L).

qL>1

Figura 2.4 — Relagdo entre o vetor de espalhamento (¢) e a dimensdo méaxima do objeto

observavel (L).

Tratando-se de um sistema, a luz espalhada pelo mesmo pode ser relacionada
com as suas heterogeneidades; ndo havendo heterogeneidade, ndo ha espalhamento de
onda eletromagnética. Porém, como somente o vacuo ¢ perfeitamente homogéneo, em

principio, todos os meios sdo capazes de espalhar radiacdo. Em um liquido puro, as
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heterogeneidades devem-se as flutuacdes locais de densidade enquanto em solucdes elas

~ . ~ . ~ 33
estdo relacionadas com as flutuag¢des locais de concentragao.

2.4.2 Tipos de espalhamento de luz

O espalhamento de luz divide-se em eldstico, quase-elastico (onde se classifica
o espalhamento de luz dinamico, DLS) e inelastico. No espalhamento de luz eléstico, a
radiagdo espalhada possui freqiiéncia idéntica a da luz incidente e somente ¢ considerada a
luz espalhada em uma dada direcdo (3w = 0). Por outro lado, o espalhamento inelastico ¢
originado dos espalhamentos com freqiiéncias maiores ou menores do que a freqiiéncia
incidente, decorrentes das transferéncias de energia do sistema material para o dipolo
induzido. J& o espalhamento de luz quase-elastico produz-se quando sdo observadas
pequenas diferencas entre as freqiiéncias da luz espalhada e da luz incidente, neste caso,
além das flutuagdes nos valores de intensidade de luz espalhada sdo consideradas também

as distribuicdes de freqiiéncias (8o # 0).”*"

Estas flutuagdes na intensidade da luz espalhada sdo manifestagdes dos
deslocamentos na freqiiéncia dos fotons espalhados (+Av), sendo que a magnitude e o sinal
do deslocamento dependem da velocidade e da direcdo (em relacdo a radiacdo incidente)
do deslocamento da particula. Assim, a luz espalhada consiste de um estreito espectro
Lorentziano de freqiiéncias centrado em torno da freqii€ncia incidente do laser (vy) (Figura

2.5).
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Figura 2.5 — Representacdo do espectro Optico da luz espalhada por uma particula em

movimento Browniano.

2.4.3 Espalhamento de luz dinamico

No espalhamento de luz dinamico, as flutuagdes na intensidade da luz
espalhada se originam de modifica¢des locais do indice de refracdo da solucdo, as quais
sdo decorrentes das flutuagdes locais na concentracdo da solugdo, que por sua vez

originam-se da difusdo translacional ou rotacional das espécies ou da solugdo.”’

Com o auxilio de um correlador, o nimero de fétons que chegam ao detector
num certo intervalo de tempo ¢ contado repetidamente e a fung¢do de correlacdo temporal
das flutuagdes de intensidade da luz espalhada é computada. Através da funcdo de
correlagdo temporal, tem-se a correlagdo dos sinais de intensidade obtidos durante um
certo tempo, ordenados de forma periddica. No espalhamento de luz dindmico, a fungao de

autocorrelagao da intensidade de luz espalhada Gy(t) ¢ o parametro medido:

Ga(t) =<1 (0) I (x)> 2.1)

que pode ser normalizado através da linha de base <I>* para produzir:

g2(1) = Gy(1) / <I>? (2.2)
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onde 7t ¢ o tempo de retardo.

Se as flutuagdes no campo espalhado mostram uma distribui¢ao Gaussiana, a
fungdo de autocorrelagdo de intensidade normalizada g;(t) pode ser relacionada com a

func¢do de correlacao do campo elétrico g;(t) através da relacao de Siegert:

g(t) =1+ Blgi(V)] (2.3)

onde B ¢ o fator de coeréncia Optica que depende somente do arranjo da Optica
experimental. No caso de um sistema ideal monodisperso, gi(t) ¢ representada como uma

exponencial simples:

gi(t) = exp(- Dq’t) (2.4)

onde D ¢ o coeficiente de difusdo translacional ¢ q ¢ a magnitude do vetor de

espalhamento.”®

q = (4nn/A) sen6/2 (2.5)

dado em termos do indice de refragdo do meio, n, do comprimento de onda da radiagdo no

vacuo, A, e do angulo de espalhamento, 0.

Considerando que as flutuagdes no sinal de intensidade originam um
alargamento e uma distribui¢do na freqiiéncia em torno da freqiiéncia central, a medida da
meia-largura a meia-altura da curva de distribui¢do das freqiiéncias corresponde a taxa de

relaxacio (Figura 2.3).”

Quando o sistema ¢ polidisperso, o que ¢ um caso comum, a funcdo de

correlagio do campo deve ser descrita por uma soma ponderada de exponenciais:**

g,(t)= j: G(T)exp(-T't)dl (2.6)

onde G(I') ¢ a fun¢do de distribuicdo das taxas de relaxagdo.
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Um dos métodos que pode ser aplicado para a analise da fun¢do dada pela
Equagdo (2.6) ¢ o programa CONTIN'® o qual determina G(I') executando uma

transformada de Laplace inversa na Equagdo 2.6.*

. ~ 7 . rooos1: ~ 101
Quando a difusio ¢ puramente translacional, ¢ valida a equagdo:

r=D¢’ (2.7

onde T é a taxa de relaxacdo em segundos™, q” & o vetor de espalhamento ao quadrado em

2 , . . ~ . 2 -1
m~e, D ¢é o coeficiente de difusdo translacional em m” s™.

Aplicando-se a equagdo de Stokes-Einstein, obtém-se o raio hidrodinamico:

Rh=kT/6nnoD (2.8)

onde k ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura em K, n ¢ ¢ a viscosidade do

. o~ 33.102-104
solvente ¢ D o coeficiente de difusdo.”™
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2.5 VOLTAMETRIA EMPREGANDO ULTRAMICROELETRODOS

2.5.1 Introducéao

Por sua rapidez e baixo custo, métodos eletroquimicos de analise sao
empregados na quantificacdo de metais presentes em Oleos comestiveis, bem como no
estudo da cinética de processos de corrosdo de dutos e tanques de armazenagem em plantas

industriais.'®

Os principios teoricos dos métodos eletroanaliticos sdo bem conhecidos ¢ as
técnicas voltamperométricas sdo intensivamente empregadas. A partir de curvas
intensidade de corrente-potencial, estas técnicas fornecem informagdes como o potencial
de meia-onda, E;», que permite identificar a espécie analisada e a corrente limite, ijiy
(corrente de eletrolise no estado estaciondrio em que o transporte de massa por difusao
limita a velocidade da rea¢do), que d& sua concentracdo. Além disto, obtem-se a partir
destas técnicas as constantes termodinamicas (potencial padrao de reducdo, constante de
dissociacdo acida, produto de solubilidade e formag¢do de complexos), a constante de
velocidade de uma reagdo e informagdes quanto aos mecanismos de reagdes de oxidagao-

~ 106
reducao.

Os métodos eletroquimicos requerem o conhecimento da diferenca de potencial
(ddp) entre o eletrodo de trabalho, onde ocorre a reagdao de oxidacdo ou de reducao em
estudo, e a solucdo. A rigor, na pratica, como o valor da resisténcia elétrica da solugdo, R,
¢ desconhecido, ndo ¢ possivel impor ou medir o valor desta ddp. No entanto, ¢ possivel
controlar a relacdo V = E + iR, onde V, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho ou o
potencial medido, inclui necessariamente o valor da queda 6hmica iR, onde i ¢ a corrente
que circula no eletrodo de trabalho. Ademais, quando a corrente ou a resisténcia sao muito
elevadas, o valor da queda 6hmica iR predomina frente ao de E, mascarando a relagdo
entre E e i, o que impde limitagcdes aos valores de constante dielétrica, forca ionica e

concentragio na solugdo em estudo.'”’

A partir de 1960, a aplicagdo de métodos eletroquimicos em estudos bioldgicos
aceleraram o desenvolvimento tecnologico de eletrodos cada vez menores para

determinacdes potenciométricas “in vivo™.'® Eletrodos com dimensdes micrométricas
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denominados ultramicroeletrodos (ume), ou seja, eletrodos com pelo menos uma das
dimensdes menor que 25 um'” empregados em métodos voltamperométricos, tiveram suas

vantagens reportadas em publicacdes a partir de 1975.'10 712

O campo de aplicagdo dos métodos eletroanaliticos aumentou
significativamente com o uso de ultramicroeletrodos.''>!'* Até o inicio dos anos 80, estas
medidas restringiam-se a solugdes envolvendo solventes de elevada constante dielétrica (&
> 20-30), forca idnica elevada (> 0,1 mol L"), e concentracdes relativamente baixas

da espécie em estudo (< 0,1 mol L™").

Medidas voltamétricas utilizando ultramicroeletrodos podem ser realizadas
diretamente no 6leo,'"” para monitorar a sua degradagdo,''® ou detectar a presenga de

aditivos, como antioxidantes sintéticos.'"’

As técnicas eletroquimicas podem ainda fornecer valiosas informacdes

\

relativamente a estrutura quimica, interagdes inter-particulas e dados de transporte de

: - ., 03,75,118
massa e de carga €m diversos meios.” "™

Sabe-se que microemulsdes com fase continua aquosa (o/w ou bicontinuas)
apresentam uma condutividade elétrica relativamente alta quando comparada com os
sistemas de fase organica continua (w/0), e que a condutividade das microemulsdes de w/o
também pode ser elevada relativamente a de solventes apolares e de 6leos vegetais.®™'"’
Esta caracteristica indica a possibilidade de aplicagdo de métodos eletroquimicos no estudo
destes sistemas. Entretanto, ha poucos estudos empregando métodos eletroanaliticos em
microemulsdes de 4gua em dleos vegetais (w/0). Assim, considerando que, em sua maioria,
as espécies de interesse presentes em oOleos comestiveis constituem componentes
minoritarios, torna-se desejavel para fins de determinagdo analitica quantitativa maximizar

a quantidade de 6leo presente na microemulsdo.”>*"'"?



83

2.5.2. Voltametria no estado estacionario

Para uma reacdo de oxidagdo-reducdo em que o analito dissolvido na solugdo
se oxida ou se reduz na superficie do eletrodo, a velocidade da reacdo depende da
velocidade de transporte do analito do seio da solugdo até a superficie do eletrodo, da
velocidade do processo de transferéncia de carga, da cinética de reagdes quimicas que
precedem ou seguem a reagdo eletroquimica e de outros fendmenos, como por exemplo,
adsor¢do na superficie do eletrodo. Em geral, no estado estaciondrio, existe uma relagdo
entre o potencial aplicado, a corrente de eletrolise e o tempo de aplicagdo do potencial
dado por f(E,i,t) = 0 que pode ser simplificada para f(E,i)= 0, correspondendo a um valor
constante das concentracdes das espécies presentes na vizinhanga do eletrodo, o que requer
um transporte de matéria eficaz na solugdo. O transporte por difusdo, difusdo convectiva
ou por uma combinagdo de efeitos de difusdo e migracdo permite alcancar o estado

estacionario.'?

Na voltametria linear o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia de um
potencial inicial Ey a um potencial final E com uma velocidade de varredura constante v de

acordo com a equagao:

E=Eo + vt (2.9)

Quando o potencial do eletrodo ¢ varrido de um valor no qual nenhuma reagao
ocorre no eletrodo até alcancar a corrente limite da reagdo, a concentracao de substancias
eletroativas na superficie do eletrodo decai a zero. Nestas condi¢gdes se desenvolve um
gradiente de concentracdo entre a regido da superficie do eletrodo até o centro da solucio.
O volume de solucdo, dentro do qual ocorre o fluxo difusional, ¢ designado camada de
difusdo 0 (espessura da camada de solucao adjacente a superficie do eletrodo de trabalho
onde, de acordo com o modelo de Nernst, ocorre a difusdo da espécie que se reduz ou que
se oxida). Por sua vez, o fluxo de substincias na dire¢do do eletrodo ¢ descrito pelo
produto do coeficiente de difusdo da substancia (D) e de sua concentracdo, dividido pela

espessura da camada de difusdo.

Pode-se dizer que no caso dos microeletrodos, sob dadas condi¢des

experimentais, as dimensdes do eletrodo sdo comparaveis ou menores do que d e, nestas
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condigdes, atinge-se um estado estacionario ou estado pseudo-estacionario (no caso de

P 121
eletrodos cilindricos).

A expressao da corrente limite, iy, para um ultramicroeletrodo de disco ¢ dada

122,123
por: =~

iim=4nFDCr (2.10)

onde r € o raio do ume, n o nimero de elétrons envolvidos na reacdo redox, F o Faraday e
D e C, respectivamente, o coeficiente de difusdo e a concentragdo da espécie eletroativa na

solucao.

Entre outras vantagens relativamente aos eletrodos classicos (eletrodo gotejante
de mercurio e eletrodo de disco rotatorio), os ume permitem a andlise em meios

. . 66,124 —
eletricamente resistentes.”

128 A principal limitagio dos métodos classicos estd na
necessidade de controlar a diferenca de potencial na interface entre o eletrodo de trabalho e
a solucdo, onde ocorre o processo eletroquimico em estudo. Em meios de resisténcia
elétrica elevada ou pouco dissociantes, o sinal analitico sera distorcido pela queda 6hmica,
mesmo com a adi¢cdo de eletrdlito suporte, ainda que o equipamento de medida disponha
de um circuito de compensacdo automatica de iR. O eletrolito suporte ¢ um sal cujos ions
ndo sdo eletroativos na faixa de potenciais em estudo e que ¢ adicionado propositadamente

a solucao para aumentar sua condutividade e, conseqiientemente, diminuir a resisténcia

elétrica do meio.

Nas células eletroquimicas, a diminui¢do do tamanho do eletrodo de
trabalho e a proximidade deste ao eletrodo de referéncia tém por finalidade reduzir a queda
Ohmica, pois a resisténcia da solugdo nas imediagdes do eletrodo ¢ inversamente
proporcional as dimensdes deste. Ou seja, para um eletrodo esférico ou de disco de raio ro,
iR varia com o inverso de rg e tende a zero a medida que ro diminui, permitindo entdao
conhecer o valor de E com elevada exatiddo.'” No entanto, embora conhecidas estas relagoes,
a pratica eletroanalitica em meios resistivos esteve limitada durante muito tempo pelas
dificuldades de medida de correntes diminutas e de construg¢ao de eletrodos com dimensdes

micrométricas. Com o rapido desenvolvimento da tecnologia do silicone e microeletronicos,
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ultramicroeletrodos revestidos com metais nobres, como por exemplo Ir, Pt ¢ Au, podem ser

. . . . . . , - 114
produzidos em escala industrial a baixos custos e com geometrias muito flexiveis.

2.5.3 Voltametria no estado transiente

A voltametria ciclica ¢ uma técnica em que uma variacdo de potencial linear
triangular ¢ aplicada ao eletrodo de trabalho enquanto a corrente resultante ¢ registrada ao
longo de varreduras de potencial direta e reversa. Assim, espécies que sao reduzidas ou
depositadas na varredura direta, por exemplo, sdo reoxidadas na varredura reversa. A
técnica ¢ util na elucidagdo de mecanismos de reagdo, especialmente na identificagdo de
espécies intermediarias e ¢ amplamente utilizada como critério de diagnostico qualitativo
dos processos que ocorrem em uma interface. Utilizando como varidveis a velocidade de
varredura e os potenciais inicial e final (potencial de reversao) ¢ possivel identificar
processos de oxidacdo/redu¢do e/ou de adsorcdo/dessorcdo, determinar se as reagdes

, . , o , . . , .« 129
OoCcoIrem €m uma ou varias etapas € tambem S€ Sa0 reversivelsS ou IIrreversivels.

Caracterizando-se um eletrodo planar por apenas uma dimensao, r, para
simplificar o modelo matematico, o tempo necessario para que ele alcance o estado
estacionario ¢ proporcional a sua superficie.'””' O limite de velocidade de varredura em
potencial que assegura um estado estaciondrio depende do tamanho do eletrodo. Em agua,
para um ume de 7 pm de raio este limite ¢ de 0,050 V s™. Acima de 200 V s predominam
a difusao linear e o regime transiente e para velocidades de varredura compreendidas entre

- . o g o C . 130
estes limites, o regime de difusdo ¢ intermedidrio entre o estacionario e o transiente.

Para tempos suficientemente curtos de aplicacdo de um potencial, qualquer
eletrodo planar, independentemente do tamanho, comporta-se como um eletrodo
infinitamente grande, ou seja, o transporte de massa se da em regime transiente. Com
tempos mais longos, o transporte de massa em relacdo ao eletrodo muda para um regime

estacionario.

A voltametria ciclica foi empregada no estudo de estruturas e de transigdes
estruturais de uma microemulsdo de o/w formada por dodecil sulfonato de sodio, n-

heptano, butanol e 4gua.”
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2.5.4 Caracteristicas dos ultramicroeletrodos

O uso de um ultramicroeletrodo de disco de Pt como eletrodo de trabalho,

apresenta diversas vantagens sobre os eletrodos convencionais e permite estudar reagdes

eletrodicas em meios altamente resistivos®®!* ~ 133,134

136

128 como 6leos Vegetais,131’132 benzeno,

137 — 139 S .
onde os eletrodos convencionais, devido a

gases,'” gelo"® e fluidos supercriticos
suas maiores dimensdes, sdo afetados por uma expressiva queda Ohmica.'*® As
caracteristicas dos ume permitem inclusive a realizagdo de medidas voltamétricas em
solventes organicos, na presenga de baixas concentracdes de eletrolito suporte, ou mesmo
A - 141 , ~ . CA , ,
na auséncia deste. © Também em solucdes aquosas com baixa forga idnica, ¢ possivel
obter medidas com alta sensibilidade, livre da influéncia de correntes convectivas,

. - . ~ . . 142
especialmente quando sdo empregados eletrodos de dimensdes inferiores a 1 pm.

Ultramicroeletrodos podem ser construidos em uma grande variedade de
formas geométricas como disco, hemisfera, cilindro, anel e arranjos diversos, e sdo feitos
comumente de Pt, Au ou carbono vitreo.'”” Algumas caracteristicas destes eletrodos

diretamente relacionadas com suas aplicagdes analiticas sdo:

1- a corrente de eletrolise em um ume € muito pequena e ¢ proporcional ao raio do eletrodo
(estado estacionario) ou a sua superficie (estado transiente), dependendo das condi¢des do
experimento. Essencialmente, sdo as pequenas dimensdes do eletrodo que limitam o valor
da corrente de eletrdlise i, em geral a ordem do nanoampere, praticamente eliminando a

queda 6hmica;""!

2- a dimensao caracteristica da geometria de um ultramicroeletrodo, por exemplo o raio de
um ume de disco, ¢ menor do que a espessura da camada de sifusdo d. Por esta razdo o
regime de transporte de massa por difusdo a um ume ¢ esférico e o estado estacionario se
estabelece em tempos muito curtos, menos de um segundo, por exemplo, para um ume de

disco de 10 um de raio;'*®

3- no estado estacionario, a velocidade de transporte de massa por difusdo, dada por
mo=D/r , ¢ maior para um ume do que para um eletrodo de dimensdes milimétricas e

aumenta a medida que o raio do eletrodo diminui.'* Em 4gua, para um ultramicroeletrodo
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esférico de 1 um de raio, mo vale 10™ cm s™. Para um eletrodo rotatério a 600 rpm, mo

N ~ -3 -1 . 106
corresponde a razao D/ da ordem de 10 cm.s™, ou seja, 100 vezes menor;

4- na auséncia de uma espécie eletroativa, a c€lula eletroquimica pode ser comparada a um

_ i . A ~ . 106
circuito RC em série, onde R ¢ a resisténcia da solucdo e C a capacidade de dupla camada.

Aplicando-se a célula uma diferenca de potencial AE durante um tempo t

aparece uma corrente capacitiva, ic, dada por :
ic = (AE/R) exp (-t/RC) (2.11)

Se a solucdao contiver uma espécie eletroativa havera concomitantemente uma
corrente faradaica ir , e a corrente total serd dada por (i; + ir). Para baixas concentracdes da
espécie eletroativa e para tempos de andlise curtos, a corrente capacitiva pode tornar-se maior
do que a corrente faradaica, induzindo a erros de interpretacdo das curvas potencial-corrente
(voltamogramas). No estado estacionario, a corrente faradaica ¢ diretamente proporcional ao
raio de um eletrodo de disco e a corrente capacitiva ao seu quadrado. Portanto, relativamente a

um eletrodo cléssico, a razao (i / ic) € maior em um ume, o que favorece a analise de tragos.

. . ~ e e N . 12 , .
Em regime transiente, a razao (ir / ic) € proporcional a v-'*, onde v ¢ a velocidade de varredura.

. 144,14
Mesmo neste caso, 0 ume apresenta como vantagem o tempo de carga reduzido,'**'* que

permite o estudo de reagdes muito rapidas, da ordem do microsegundo;'*°

5- Num ume, a velocidade de transporte de massa por convecgdo ¢ negligenciavel se
comparada a por difusdo, o que torna possivel utilizar ultramicroeletrodos como sensores para
realizar medidas em fluidos em movimento;'*'**!* Do ponto de vista da Quimica Analitica,
em particular no uso de métodos voltamperométricos, as principais vantagens dos ume em
relagdo aos eletrodos classicos sdo a reducdo drastica da queda 6hmica, mesmo na auséncia de

- .- : L 106,113,121,134,141,149,1
eletrolito suporte, e o rapido estabelecimento do estado estacionario,'%%!!>121,134141,149,150
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2.6 ELETROFORESE CAPILAR

2.6.1 Historico

A ciéncia dos métodos de separacdo foi marcada na década de 80 pela
implementagdo da eletroforese capilar CE, terceira grande técnica instrumental de
separacdo que foi precedida pela cromatografia gasosa (GC) e pela cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC)."”""** A eletroforese capilar teve como contribuicdes pioneiras

53 em 1979 e Jorgenson e Lukacs'>* em 1981.

os trabalhos de Mikkers e colaboradores
Desde entdo, ela tem se expandido continuamente, inicialmente no campo da bioquimica e,
posteriormente, da quimica analitica. O universo de aplicagdes da eletroforese capilar tem
mostrado um crescimento exponencial: no comego da década de 90, houve um aumento
significativo no nimero de publicagdes em eletroforese capilar, sendo que até o ano 2000
cerca de 12.000 artigos ja haviam sido publicados. O principio da eletroforese ¢ a
separacdo, sob a acdo de um campo elétrico, de espécies eletricamente carregadas
presentes em uma mistura que ¢ injetada em um eletrélito de corrida. A medida que o
eletrélito flui através do capilar ocorre a separagdo das espécies em fungdo de suas
diferentes mobilidades.”>'*® O eletroferograma, isto é, o registro grafico do sinal do
detector em funcao do tempo transcorrido desde a injecdo até que os analitos passem pelo

detector, permite identificar e quantificar os componentes da mistura.

O interesse crescente e os avancos alcancados por esta técnica sdo atribuidos
ndo somente a simplicidade do equipamento, mas, em especial, a possibilidade de realizar
diversos modos de separagdo em uma Unica coluna calpil.eu",151’157’158 bem como, de analisar
uma grande gama de solutos em cada modo de analise. Essa versatilidade torna-se um dos
aspectos mais impressionantes da técnica, pois possibilita a analise de ions tdo pequenos
como o litio ou fluoreto, até estruturas de dimensdes macromoleculares, como proteinas e
fragmentos de DNA."”"" 1% Egtes aspectos promoveram nos ultimos anos o
desenvolvimento de instrumentos comerciais dotados de sistemas sofisticados de injeg¢ao
de amostra, detec¢do em linha e aquisicdo de dados, tornando a técnica atraente para a

ce s - . 152,163,164
utilizagdao em analises de rotina. >~ >
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Atualmente, a CE esta bem estabelecida como técnica analitica e, devido a seus
mecanismos de separacdo completamente distintos daqueles dos da cromatografia liquida

de alta eficiéncia, figura em muitos casos como técnica complementar a esta tiltima.'®’

2.6.2 Capilares

Uma grande vantagem da eletroforese capilar em relagdo as outras técnicas de
separagdo ¢ a maior eficiéncia e resolugdo obtidas em um tempo menor de analise,"""'%°
198 estas caracteristicas sdo asseguradas pelo uso de capilares de didmetro reduzido, cuja
principal vantagem sobre os outros meios utilizados para eletroforese (placas de gel, papel,
etc.) ¢ de apresentar grandes valores para a relagdo entre a area superficial interna e o
volume de amostra. O emprego de capilares com dimensdes entre 25 ¢ 100 um foi um
passo importante no desenvolvimento desta técnica, pois permitiu uma melhor dissipacao
do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito Joule) através do eletrolito de
corrida. Evitam-se assim o alargamento da zona da amostra e sua decomposi¢cdo bem como
a ebulicdo do eletrolito que poderiam ocorrer pelo aumento da temperatura. Outra
importante caracteristica do capilar ¢ a alta resisténcia elétrica que, aliada a capacidade de
dissipar o calor gerado, torna possivel empregar voltagens mais altas, da ordem de 30 a 50
kV. Conseqiientemente alcangam-se campos elétricos da ordem de 100 a 500 V cm™, o que
reduz o tempo de analise e aumenta a eficiéncia da separagio, podendo superar a 10° pratos
tedricos em tempos consideravelmente curtos. Os valores dos tempos de separacio
alcancados em eletroforese dependem das diferencas de potencial aplicadas e do
comprimento dos capilares. Assim, potenciais elevados e capilares de menor comprimento

x . 152,169 - 171
garantem tempos de separacdo mais curtos.

Além destas, outras vantagens do uso do capilar sdo o baixo consumo de
5 s 1 164
solventes ¢ a reducdo do volume de amostras utilizado,'®® da ordem de 1 a 10 nL.'** Esta
caracteristica torna possivel reduzir o consumo de amostra a volumes da ordem de
. . . . 163 1. .. .. .
microlitros durante um dia de analises, ~~ além de constituir uma vantagem significativa no
caso de andlises forenses ou bioldgicas cujas amostras sdo, em geral, de pequeno

172 4 - . . e . 152
volume.'” Ainda, por ser de material transparente (predominantemente silica fundida),"** o
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capilar permite que a deteccao oOptica acontega em fluxo, com a radiacao eletromagnética

P . 151,173
sendo transmitida diretamente através da parede. ~

2.6.3 Fluxo eletroosmotico (EOF)

Quimicamente, a silica fundida é caracterizada pela presenca de varios tipos de
grupos silanol, os quais em média, apresentam um carater acido fraco. Em contato com o
meio aquoso, uma fragdo desses grupos sdo ionizados tornando a superficie do capilar
negativamente carregada. Na presenca de eletrolito, surge na interface capilar-solu¢ao uma
distribuicdo espacial ndo homogénea de cargas, denominada dupla camada elétrica. Desta
fazem parte a camada de Stern, delimitada pela distdncia de méxima aproximagao dos ions

: \ . . 174 - 1
hidratados a parede do capilar, e a camada difusa.'”* "

Aplicando uma diferenga de potencial paralelamente a interface, os ions
solvatados presentes na camada difusa da dupla camada elétrica deslocam-se, arrastando o
solvente, enquanto que a camada de eletrdlito em contato com a superficie do capilar
permanece imovel.”””'”> Conseqiientemente, a alguns nandmetros da superficie solida, ha
um plano paralelo a esta superficie (plano de deslizamento), além do qual ocorre o
movimento do eletrdlito. Neste plano estabelece-se um potencial, denominado potencial
zeta (C),'*° o qual é, essencialmente, determinado pela carga da superficie na parede do

capilar que, por sua vez, depende do pH do eletrolito.

O fluxo de solug¢do induzido pelo campo elétrico aplicado, como ilustra a
Figura 2.6."” ¢ denominado fluxo eletroosmético e depende das caracteristicas da
superficie do capilar bem como da composi¢do do meio condutor. Simultaneamente as
espécies carregadas dissolvidas na solu¢ao migram sob a ag¢do da for¢a do campo elétrico
com uma velocidade constante em funcdo de sua carga, tamanho e forma. Este processo ¢

denominado migragao eletroforética.
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Figura 2.6 - Migragao dos cations em direcao ao catodo.

Como dito anteriormente, a intensidade do EOF ¢ altamente dependente do pH
do eletrolito, pois o potencial zeta ¢ governado pela ionizagdo dos grupos silandis (acidos)
da parede do capilar. Abaixo de pH 4, a ionizagdo desses grupos ¢ pequena ¢ o EOF nao ¢
significativo, enquanto que acima de pH 9 os grupos silandis ficam completamente
ionizados e, portanto, o EOF ¢ elevado. A Figura 2.7 mostra o efeito do pH na magnitude

do EOF.!"’
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Figura 2.7 - Dependéncia do fluxo eletroosmotico em fungdo do pH.

A magnitude do fluxo eletroosmotico pode ser expressa em termos de

velocidade ou mobilidade segundo as equacdes:
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M., =8C/m 2.11)
Vg = B E (2.12)

Vv
E=— 2.13
- (2.13)

tot
, C 1 , . . . , v, -1
onde ¢ ¢ a constante dielétrica, 1 € a viscosidade em Poise, E ¢ o campo elétrico em Volt cm’,

, . . . . r 171,173
V ¢ o potencial aplicado em Volts e Ly, 0 comprimento do capilar em centimetros.'”"!”

O potencial zeta ¢ também dependente da forga idnica da solu¢do tampao. Um
aumento da forca idnica resulta em uma maior compactacdo da dupla camada elétrica e,

. e 170,172,1
conseqiientemente, em uma diminui¢io do EOF.!"*!">!77

Dependendo de uma série de fatores, tais como a carga induzida nas paredes do
solido, a natureza do eletrélito transportador, a natureza da superficie interna do capilar, a
mobilidade do fluxo eletroosmoético pode ser positiva ou negativa. Portanto, ao calcular a
mobilidade liquida de uma espécie, os sinais relativos das mobilidades eletroforética (L) e

i . 173
eletroosmotica (LLeo) devem ser considerados.

O tempo requerido para um composto migrar da extremidade do capilar onde
ocorre a inje¢do da amostra até o ponto de deteccdo ¢ chamado tempo de migragdo, dado
pelo quociente entre a distancia de migracao e a velocidade. O tempo de migracao e outros
parametros experimentais podem ser usados para calcular a mobilidade aparente (pa) do

5 171173
soluto usando a expressdo: "

wa =1 /tE = IL/tV (2.14)
pa = ue + UEoF (215)
I=L-1 (2.16)

em que:
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V = potencial aplicado;

L = comprimento total do capilar;
t = tempo de migragao;

E = campo elétrico;

1 = comprimento efetivo.

lp = comprimento do capilar até o detector

A mobilidade aparente (pa) ¢ a mobilidade medida em presenca de EOF
enquanto que a mobilidade efetiva (ue) pode ser obtida a partir da mobilidade aparente
pela determinacdo do EOF, usando um marcador neutro que se move com velocidade igual
a do EOF. Exemplos de marcadores neutros incluem dimetilsulfoxido, acetona, tolueno e

. . . 1
dimetilformamida, entre outros.'”’

A eletroosmose ¢ um dos fatores que contribui sobremaneira para a elevada

A 178
eficiéncia da CE,"

pois o fluxo eletroosmoético ¢ caracterizado por um perfil plano
. . . 151,173 — 1

constante da velocidade, que resulta em picos estreitos no eletroferograma.’”"'”> =7 Esta

caracteristica ¢ vantajosa se comparada a cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC,

onde o fluxo apresenta uma variagdo parabdlica, caracteristico de fluxo gerado por pressao

. . 152,163,173,176
(ver Figura 2.8), que provoca alargamento dos picos.
= = T
e
B ——————
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Fluxo pressurizado Fluxo eletroosmotico

Figura 2.8 - Perfil do fluxo eletroosmotico presente em CE, comparado com o do fluxo

pressurizado tipico de HPLC."”’

A existéncia do fluxo eletroosmotico ¢ responsavel pelo deslocamento dos

solutos em dire¢ao ao detector, permitindo a analise simultdnea de solutos anidnicos,

in 178
cationicos € neutros.
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Considerando que o EOF afeta drasticamente o resultado das separacdes, existe

. . . 157
a necessidade de realizar-se um controle apropriado do mesmo.

Isto pode ser feito
através de modificagdes nas propriedades quimicas e fisicas da solu¢do tampao
denominada eletrdlito de corrida, como por exemplo o pH, concentragdo, forga

V417 tipo e concentragio de um eletrélito inerte'™ ou emprego de um aditivo

i0nica,
orgémico,181 bem como, por mudangas na viscosidade do solvente, constante dielétrica e
temperatura da separacdo.'”* Outra estratégia possivel é a aplicagio de um campo elétrico
externo perpendicular a parede do capilar.'”® Ou ainda, o controle do EOF pode ser

exercido alterando-se a composi¢ao quimica do capilar.

2.6.4 Equipamento para eletroforese capilar

Nesta técnica, o capilar ¢ preenchido com o eletrdlito de corrida e cada uma de
suas extremidades ¢ mergulhada, juntamente com eletrodos de platina, em recipientes que
contém este eletrdlito. Uma fonte de alta tensdo produz uma diferenga de potencial entre os
eletrodos gerando um campo elétrico e, conseqiientemente, uma corrente elétrica no
interior do capilar. O capilar passa diante de um detector, usualmente um detector
espectrofotométrico de absor¢do no UV-Visivel (UV-vis.). A Figura 2.9 mostra

. . . 1
esquematicamente o funcionamento de um equipamento de CE.'”’

com partimento termostatizado
 ——

____F,,-"" T ( integrador ou cumpul‘.ndur)

capilar

tampso : amostra

{:'_funte de alta vnltagem:}

Figura 2.9 - Esquema de um equipamento de eletroforese capilar
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O processo envolve o deslocamento de solutos ou de substancias de dimensoes
coloidais na solucdo tampao dentro do capilar, na qual as particulas ou ions migram na
direcdo do céatodo ou do anodo, em funcdo de sua carga especifica. A separagdo ocorre
devido as diferencas entre as mobilidades de compostos i0nicos ou ionizaveis, e esta

relacionada com a razio carga/volume e com fatores estruturais.'”

Na CE, diferentemente das técnicas cromatograficas (Cromatografia Gasosa e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), a amostra ndo ¢ injetada e sim introduzida no
capilar pelo lado mais distante do detector. Mesmo que a expressdo "injecdo" ndo seja a
mais correta, este termo sera empregado neste texto por ser o mais freqiientemente

- 177
utilizado.

O modo de inje¢do mais empregado em CE ¢ o denominado hidrodindmico,
onde o capilar ¢ mergulhado em um recipiente contendo a amostra, o qual ¢ em seguida,
alternativamente, pressurizado, submetido ao vacuo ou erguido (efeito sifdo) provocando a

entrada de certo volume de amostra no capilar.'”’

Outra alternativa ¢ a insercao do capilar e do eletrodo no frasco da amostra
seguida da aplicacdo de uma diferenca de potencial. Neste caso, os solutos neutros sao
arrastados pelo EOF ao passo que os solutos com carga irdo, simultaneamente, migrar para
dentro do capilar pelas migragdes eletroforética e eletroosmotica. Este tipo de injegdo ¢
denominado de injecdo eletrocinética. A Figura 2.10 mostra os esquemas para introducao

de amostras.
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(a) Pressdo (b) Vicuo
e capilar ey CApilar
G —= detector
Pressdo —
— \ @ —= detector /v&cuo
amostra Reservatorio do eletrolito Amastra Reservatorio do eletrolito
(C) Sifonamento —=p capilar (d) Eletrocinético
—p Capilar
@ —= detector
@ —= detector
[
amostra -
. amostra b
Reservatorio do eletrdlito ou tampao +- Reservatdrio do eletrdlito

Figura 2.10 - Esquemas para a introducdo de amostras em eletroforese capilar. Inje¢ao

hidrodindmica: (a), (b) e (c); injecdo eletrocinética (d).

2.6.5 Sistemas de detecc¢ao

Uma grande variedade de sistemas de detec¢do tem sido proposta nos métodos
de andlise por eletroforese capilar. A escolha de um método de deteccao depende de varios
requisitos, entre eles a seletividade e a sensibilidade bem como sua compatibilidade com as
pequenas dimensdes do capilar. Tradicionalmente, tém sido empregados detectores por
espectroscopia molecular no UV-visivel devido a sua natureza quase universal, ou seja,
pode ser aplicado na detecg¢do de varias classes de substancias, em fun¢ao da maioria dos
compostos estudados apresentarem absor¢do de radia¢do eletromagnética na regido entre
200 e 900 nm. A maioria dos instrumentos dispde de detectores com um arranjo de diodos,
o qual fornece um espectro para cada substincia detectada. Mais recentemente, foi
introduzido o uso da espectrometria de massas, que fornece informagdes estruturais dos

. L ~ -16 -17 152,158,173,177
analitos, com limites de detec¢dao da ordem de 107" a 10™ " molar. ™™™ ">
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2.6.6 Otimizacao das condi¢des de separacio

Em razdo da importancia do pH, na etapa de otimizagdo da separagdo deve ser
dada especial atengdo a escolha da solucao tampao. Esta deve fixar o pH do meio solvente,
pois pequenas variagdes de pH podem modificar o fluxo eletroosmotico. Além disto, €
desejavel que o tampao apresente baixa ou nenhuma absor¢cdo no comprimento de onda
utilizado para a analise, e também que os ions dos eletrélitos empregados na preparacao do
tampao apresentem mobilidades proximas aquelas dos ions que estdo sendo separados.
Assim procedendo, reduzem-se as distor¢des nas formas dos picos causadas por

eletrodispersdo.”""!'"

O pH do meio ¢ definido a partir do pKa do eletrdlito de corrida, cuja
capacidade tamponante normalmente é mantida para valores de pH entre 1 unidade acima e

abaixo do valor de pKa.'”

Tampdes biologicos como tris(hidroximetil) aminometano (Tris)/borato,
histidina, entre outros, sdo muito uteis em CE por apresentarem ions grandes e de baixa
mobilidade o que permite emprega-los em altas concentragdes, sem gerar calor excessivo.
Por estas caracteristicas, sua estabilidade e sua capacidade tamponante, o tampao Tris ¢
bastante empregado em cromatografia eletrocinética de microemulsdes (MEEKC),
possibilitando separagdes rapidas com geragdo de correntes pequenas ¢ um grande nimero

de injecdes repetidas, utilizando um tnico conjunto de vials.'**'*?

2.6.7 Agentes modificadores da superficie do capilar

Viérios procedimentos tém sido propostos para controlar a densidade de carga
na parede do capilar, com o objetivo de controlar o EOF e também de minimizar as
interagdes soluto-capilar. Neste sentido, revestir as paredes do capilar pode ser uma
alternativa bastante util. Os revestimentos empregados podem incluir desde a simples
adicdo de desativadores dindmicos como polimeros hidrofilicos ou tensoativos, ou ainda, o
emprego de modificadores permanentes que se ligam covalentemente a parede do capilar

: 163,1 ..
ou aderem a ela fisicamente.'®'”® Ambos podem ser usados para eliminar ou reverter a
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carga da parede do capilar, alterar a hidrofobicidade e limitar adsor¢des indesejaveis que

152
levam a alargamento dos picos.

Em geral, a desativacdo dindmica costuma ser mais simples de ser executada,
sendo que a escolha do agente e sua concentracdo irdo influenciar sobremaneira na

. L~ . ~ 184
magnitude do fluxo ou, mesmo, determinardo a sua inversao.

2.6.8 Modos de separacio

Dentre as modalidades de eletroforese capilar encontram-se: a eletroforese capilar
de zona (CZE) ou, simplesmente, eletroforese capilar; a cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC); a cromatografia eletrocinética de microemulsdes (MEEKC); a
eletroforese capilar em gel (CGE); de focalizagcdo isoelétrica (CIEF); a isotacoforese
(CITP) e a eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE) . A disponibilidade dessas
diferentes modalidades contribuiu, de forma significativa, para consolidar a versatilidade

. ’ \ . 1
atribuida a eletroforese capilar.'®’

2.6.8.1 Cromatografia capilar eletrocinética de microemulsdoes (MEEKC)

O primeiro estudo do uso de uma microemulsdo como meio de separacao em CE

59,185
|

40
1, a

foi realizado por Watarai em 1991, sendo portanto uma técnica relativamente nova.

emprega uma fase pseudo-estacionaria carregada para influenciar o comportamento de
5 186 x

separagdo de solutos neutros ou carregados. = Os solutos sofrem particdo entre as duas

fases que formam as microemulsdes (goticulas e meio continuo), as quais migram com

velocidades diferentes.'®” Os solutos ionizados podem sofrer partigdo entre as fases e

também migrar devido a sua propria carga.'>

Recentemente, a cromatografia eletrocinética capilar de microemulsoes,
baseada em um sistema transparente capaz de, durante o processo de separacdo, sustentar
uma corrente estavel no interior do capilar, ¢ reconhecida como uma importante alternativa

S s e . 152,188 — 1
a cromatografia eletrocinética micelar.'”>'® 1%
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Existem varios relatos de separagcdes por MEEKC de solutos i6nico e neutros

usando diversas microemulsdes de o/w altamente eficientes, cobrindo uma ampla faixa de
- . 37,182,183,186,191-195 o - ~ . .

hidrofobicidades.”-'%*!83-15¢: Compostos muito hidrofobicos sdo mais efetivamente

1 1 — 201 .
86,199 = 201 e duzindo-se o

dissolvidos em microemulsdes do que em solugdes micelares,
risco de precipitacio de componentes da matriz no interior do capilar."® Os solutos
penetram com maior facilidade dentro da goticula do que no interior das micelas, em

~ - : C e 59,166,187
funcao desta ultima ser muito mais rigida.”™ ™

O sistema de microemulsdo é muito mais complexo do que o micelar, porque
existe um nimero maior de variaveis a serem controladas, como o tipo e concentracdo do
0leo e do co-surfactante. Entretanto, este fato pode ser favoravel nas separacdes, pois
possibilita uma extensa gama de combinagdes de varidveis durante o processo de

s x 166,191
otimizacao.

Outra caracteristica importante ¢ a habilidade das microemulsdes de
dissolver simultaneamente quantidades significativas de compostos hidrofilicos e
hidrofobicos.”***"

152,204
59.152.204 pelatos recentes

O surfactante SDS ¢ o mais freqiientemente usado.
indicam que este surfactante produziu melhores resultados em separacdes por MEEKC
empregando uma microemulsdo de w/o em relagdo ao emprego de caprilato de sédio e

brometo de cetil trimetilaménio (CTAB).*”’

Quando caprilato de s6dio foi utilizado, a
resolugdo dos picos foi maior que a obtida com SDS; a seletividade das separagdes foram
semelhantes, entretanto, o tempo de analise foi excessivamente longo, além de haver um
incremento no ruido da linha de base. Quando utilizou-se CTAB, ndo foram obtidas boas

separagoes.

2.6.8.2 Eletroforese capilar em meio nao aquoso (NACE)

Em 1984 foi publicado o primeiro trabalho envolvendo o uso de solugdes
eletroliticas ndo aquosas em separacdes por CE, porém, somente apds 1995, aumentou

o : , - 168,206-209
significativamente o numero destas publicacdes.

Tipicamente, os eletrolitos sdo
preparados em 100% de solvente organico, sendo metanol e acetonitrila os mais
amplamente utilizados, por apresentarem altas constantes dielétricas e baixas

viscosidades.?'® Existem relatos da existéncia de EOF mesmo na auséncia de eletrdlito
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suporte, em especial para os solventes de alta constante dielétrica.'®®*'! Considerando que
a mobilidade eletroforética estd diretamente relacionada com o raio dos ions solvatados e
que a solvatagdo dos ions depende da natureza do solvente, a substitui¢ao das moléculas de
agua por solventes organicos tem um impacto significativo nas interagdes entre os ions e
nos valores de parametros fisico-quimicos como a mobilidade e a constante de equilibrio,
entre outros. Portanto, a seletividade em NACE pode ser modificada variando-se a
natureza do solvente ou misturando solventes, ou ainda, pelo uso de aditivos como
ciclodextrinas e surfactantes. Esta técnica ¢ muito util na separacdo de compostos
hidrofobicos e também daqueles que apresentam mobilidades eletroforéticas similares em

, 152,210,212 - 214
agua. >

Por outro lado, as baixas correntes observadas em solventes ndo aquosos
possibilitam o uso de campos elétricos elevados, altas concentragdes de eletrdlito e
também capilares com diametros maiores, que permitem aumentar tanto a quantidade de

S ~ . 168210215
amostra quanto a sensibilidade da detecg¢dao. "

Adicionalmente, para o caso de CE-MS, o uso de solvente contribui no
processo de introdugdo da amostra no espectrometro de massas, considerando as
caracteristicas de volatilidade, tensdo superficial, razdo de fluxo e ioniza¢do do soluto, que
sdo favoraveis para os solventes organicos, esta vantagem deve contribuir para estender o

. ~ . ~ 210,215,21
campo de aplicagdo da CE empregando meios ndo aquosos.”'**!>21

2.6.9 Efeito stacking

Um procedimento de pré-concentracdo denominado empilhamento (stacking)
permite a compressdo dos solutos na zona de injecdo e ¢ empregado com freqiiéncia na
analise de anions por eletroforese capilar. A introdu¢do de uma amostra com condutividade
menor do que aquela do eletrélito de corrida modifica a resisténcia elétrica do sistema no
capilar e a expressdo da lei de Ohm passa de E=IR para E= IR; + IR, onde R; ¢ R;
representam as resisténcias da zona do eletrélito de corrida e da zona da amostra. Portanto,
a forga do campo elétrico se distribui entre as duas zonas. Como a velocidade eletroforética
¢ proporcional a for¢a do campo, velocidades de migracao diferentes podem ser alcangadas

em cada uma das zonas.”'” Isto permite o uso de injecdes com maior volume sem que
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ocorra um excessivo alargamento da zona da amostra no capilar porque ocorre uma
compressdo de zona. Porém, se a condutividade da amostra introduzida ¢ maior do que a

do eletrolito de corrida, ocorre um alargamento de zona ou anti-empilhamento.'”

2.6.10 Vantagens e desvantagens da CE comparada a cromatografia liquida de alta

performance (HPLC)

A eletroforese capilar apresenta algumas vantagens sobre a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), como o menor tempo de analise, menor consumo de
solventes e maior eficiéncia de separacdo.””'*'®> A técnica ¢ aplicavel a analise de fons
inorganicos, substancias quirais, DNA, entre outros.”> Como desvantagens em relago a
cromatografia liquida, a CE apresenta baixa repetibilidade no processo de injecdo
(menor precisdo) e menor sensibilidade. Para contornar a falta de repetibilidade do

r

volume de injecao, ¢ recomendado empregar sempre padrdes internos nas analises

o 173,152,218
quantitativas. "7 77

2.7 ANALISE DE BIOFENOIS

Biofendis constituem um grupo distinto de fitoquimicos com uma grande
diversidade estrutural. Comportam-se naturalmente como fitoprotetores e representam uma
parte significativa (em torno de 2 %) da matéria insaponificavel encontrada nos dleos
vegetais.” Estes compostos tém sido relacionados com a prevengdo de doengas coronarias

219 - 221 r . ~
? sendo também importantes na manutengao da

e outras enfermidades desta natureza,
estabilidade dos 6leos durante o processamento, estocagem e cozimento.”*> A concentragio
de biofendis depende da origem biologica, ambiente de cultivo e processo de extracdo do
6leo, variando muito de um 6leo comestivel para outro. Oleos extra virgens, que sdo
extraidos por prensagem e centrifugacdo, sao particularmente ricos em biofenois, enquanto
que 6leos refinados, que sdo obtidos por extracdo com solvente de uma emulsdo aquosa,

219,223
0

tém muito menor concentragdo dos mesmos. sabor acentuado do azeite de oliva

extra virgem (oriundo da fruta Olea europea), que ¢ bastante apreciado na cultura

. A , . . . . ye 220-224
Mediterranea, ¢ principalmente devido a presenga de biofendis.
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Biofenois podem ser hidroxiaromaticos substituidos simples, mostrando um ou
mais grupos fendis, combinados ou ndo com grupos carboxilicos, ou mais complexos,
ligados a unidades glicosidicas e monoterpendides.”***** Oleos vegetais também contém o
importante grupo de biomoléculas conhecidas como vitaminas E, as quais apresentam
como caracteristica uma estrutura de 2 anéis, conhecida como cromanol (um fenol
substituido com um éter ciclico), que estd anexada a cadeia lateral de um hidrocarboneto
ramificado com 16 atomos de carbono. Esta cadeia lateral ¢ saturada para a-, -, 6- € y-
tocoferdis e apresenta 3 duplas ligagdes no caso dos correspondentes tocotriendis. Os
membros de cada série sdo distinguidos pelo nimero e posi¢cao dos grupos metil no anel
fenolico, isto €, 3 para o, 2 para B e v, e 1 para 9, assim, com exce¢do de [ ey, dentro
uma das 4 séries, os compostos que constituem a vitamina E ndo sdo isdmeros de posicao,

7+ 9922
os termos “tocois”??

. . N . . 22

e “vitamina-E” tém sido usados para referir-se a eles.””’ De acordo
com as possiveis posigodes cis/ cis, cis/ trans, trans/ cis e trans/ trans das duplas ligacdes na
cadeia do hidrocarboneto, 4 isomeros geométricos de cada tocoferol sdo distinguidos.

o N o . . 228,229
Tocoferois sdo encontrados em propor¢des variaveis em 6leos vegetais,™

enquanto que
tocotriendis sdo encontrados em relativa abundancia em 6leo de palma (oriundo da fruta

kernel da Elaeis guinnesis)."

Considerando que os biofenois sdo removidos em grande quantidade durante o
refino do 6leo,”’”** diversos antioxidantes fenolicos sintéticos sdo freqiientemente
adicionados aos Oleos refinados e outras gorduras usadas na manufatura de produtos
alimenticios industriais com a finalidade de impedir sua rancificagdo. A estrutura
molecular da vitamina-E (I), dos diversos biofentis (Il a VIII) e dos 2 antioxidantes

sintéticos (IX e X), que sdo utilizados neste trabalho, sdo mostradas na Figura 2.11.
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1 | v
COOCH, /@NOH COOH
HO™ : HO HO~ i :OH
\Y VI VIl
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CHg,O@NCOOH HO
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Figura 2.11 — Estruturas moleculares: (I) Tocoferodis, X =Y = Z = CHj3 para a-tocoferol,
X =7Z=CH;j e Y = H para B-tocoferol, Y = Z = CH3 e X = H para y-tocoferol, Z = CHj3 e
X =Y = H para 6-T (os correspondentes tocotriendis t€ém também duplas ligagdes, entre 3'-
4, 7-8 e 11'-12"); (II) metil-4-hidroxibenzoato (metil parabeno); (III) 2-(p-
hidroxifenil)etanol (tirosol); (IV) acido 2,4-dihidroxibenzoéico; (V) acido p-metoxibenzodico
(p-anisico); (VI) écido trans-3-fenil-2-propendico (trans-cinamico); (VII) acido trans-4-
hidroxicindmico (p-comarico); (VIII) &cido trans-4-hidroxi-3-metoxicinamico (ferulico);

(IX) 3-tert-butil-4-hidroxianisol (BHA); (X) 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT).

A voltametria ¢ uma técnica que tem sido usada para quantificar diretamente as
vitaminas-E em amostras de 6leo através da simples diluicdo da amostra com solventes
misciveis em 6leo, e através da adigdo de acido sulfurico e um sal de tetralquilamonio para

incrementar a condutividade.

Ultramicroeletrodos de platina, que normalmente sdo
empregados em meios de baixa condutividade, tém sido utilizados para determinar o

conteudo total de tocoferdis em uma mistura 3:1 v/v de 6leo com uma solucdo salina de
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tetrabutilamonio em  N-metil-pirrolidona.”" Técnicas voltamétricas com
ultramicroeletrodos também tém sido usadas para determinar tanto tocoferdis como
antioxidantes fenolicos sintéticos em 6leos vegetais, ap6s diluicdo com uma solugdo salina
de tetrabutilamdnio em benzeno-etanol.'"® Entretanto, as interferéncias nos métodos

voltamétricos sao severas devido as altas concentragdes de outros biofendis.

Existem estudos comparativos entre cromatografia de camada delgada, GC e
NP-HPLC aplicadas a separagdo de tocoferdis,”> bem como revisdes sobre métodos
cromatograficos para a separacdo de vitaminas-E em matrizes biol(')gicas.233 Na
determinagdo de tocoferdis por GC, os analitos sdo primeiramente extraidos do o6leo
saponificado, e derivatizados para aumentar a volatilidade.”****° Mesmo com a adi¢io de
um antioxidante como &acido ascorbico, quando a saponificacdo ¢ feita por aquecimento
prolongado em meio fortemente alcalino, pode ocorrer perda dos analitos. Véarios estudos
descrevem a determinacdo de antioxidantes fenolicos sintéticos através de GC em produtos

alimenticios diversos.?*’ %

Para analise por HPLC, a derivatizagdo dos biofenois nao € necessaria; alguns

estudos comparativos demonstraram que HPLC ¢ mais rapida, sensivel, seletiva e robusta
226,227,240-242 ~ .

que GC.2%*7 A preparagdo da amostra em RP-HPLC pode ser conduzida por

223,242,24
3,242,243 ou s€m

saponifica¢do seguida por extragdo, para remover o material saponificado,
saponificagdo, executando-se assim diretamente a extragdo da fragdo de interesse com um
solvente adequado,”** ou ainda por uso de uma membrana extratora colocada on line com o

cromatégrafo.”**

Em um estudo comparativo, verificaram-se baixos rendimentos de uma
ampla variedade de biofendis usando-se diversos meios de extragdo em fase soélida,
enquanto que rendimentos superiores a 90 % foram alcancados com extracdo liquido-

247

liquido.”™" Relatos descrevem o emprego comparativo de NP- e RP-HPLC, aplicadas a

separagdo de tocoferdis.”* Os resultados encontrados indicaram que NP-HPLC é mais
recomendada para resolver o par de isdmeros B e y das vitaminas-E;**"**2*25 entretanto,
empregando-se RP-HPLC, com colunas ndo convencionais, conseguiu-se a resolucdo de
até 15 isdmeros geométricos de tocotriendis.”* Antioxidantes fendlicos sintéticos,
tocoferdis e diversos grupos de triacilglicerois (TAGs) foram separados por RP-HPLC em
uma Unica corrida usando deteccdo amperométrica; para este propdsito, as amostras de

6leo foram diluidas com tetrahidrofurano e metanol, e injetadas na fase moével contendo 90

2 . o . .. e . .
% de metanol.”> Uma outra maneira utilizada para determinar antioxidantes sintéticos foi
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a diluicao do 6leo com uma microemulsdo w/o miscivel com este, que foi também usada
como fase mével em HPLC> e, também por dilui¢do com 1-propanol e elui¢io com uma

fase micelar compativel.256

Freqlientemente usa-se agua e misturas hidro-organicas para implementar
separacdes em eletroforese capilar. Separagdes eficientes e rapidas em CE de misturas
complexas de biofendis tém sido obtidas por injecdo de extratos metandlicos de azeite de
oliva, e usando tampdo borato aquoso como BGE.?"**" Misturas de vitaminas-E também

258,2 . . . , . . .
8259 ¢ vitaminas liposoluveis, incluindo

foram resolvidas por eletrocromatografia capilar
acetato de tocoferila, tem sido separadas por cromatografia eletrocinética de
microemulsdes (MEEKC).*® As separagdes em MEEKC foram baseadas na particdo dos
solutos entre a fase dispersa, constituidas por goticulas de 6leo, e a fase aquosa, onde a
hidrofobicidade foi ajustada, para ocorrer a dissolucao dos solutos, adicionando-se 20 % de

1% acetato de -tocoferila e outros ingredientes ativos foram separados em

2-propano
extrato metandlico de um ungiiento por cromatografia eletrocinética de interagdo
(HIEKC).**' Em HIEKC as separagdes sdo executadas em uma mistura de acetonitrila e

, . . e . A s 261
agua, na presenca de brometo de tetralquilamonia ou cetiltrimetilaménia.?

Existe também um considerdvel interesse em eletroforese capilar em meio nao
aquoso (NACE), tendo-se executado estudos fundamentais de eletroforese capilar em
metanol,*®? acetonitrila,”®® formamida®®* outros solventes isolados ou misturados.?'#2%>266
Aspectos tedricos e metodologicos, e muitas aplicacdes de NACE, tém sido revisados.*®’ -
7% Os valores de pKa dos 4cidos carboxilicos e fendis incrementam-se em até 5 unidades
logaritmicas em metanol.**>*" Diversos polifenois, incluindo flavondides e resveratrol,
foram separados em amostras de vinho, usando acido maldnico e hidroxido de
tetrabutilamonio em metanol; a segunda constante de ionizacdo do acido diproético foi

usada para tamponar o alto pH requerido.””!
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Capitulo 3

EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

Para o preparo das microemulsdes, utilizou-se o0leo de soja comercial refinado
e desodorizado, envasado em embalagem metdlica, obtido do comércio local. Empregou-se
como surfactante dodecil sulfato de sodio 99 % (Merck, Darmstadt, Alemanha); dgua
deionizada previamente destilada e, como co-surfactantes, alternativamente, etanol 95 %
(Synth, Sao Paulo, Brasil); 1-pentanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-2-
propanol, ciclohexanol, 3-etil-1-heptanol, 1-octanol, 1-decanol, etilenoglicol, todos entre
99-99,5 % de pureza (Merck, Darmstadt, Alemanha); 1-hexanol 96 % (Riedel, Hannover,
Alemanha); 2-propanol 99,5% (Nuclear, Sao Paulo, Brasil); 1-butanol 99,4 % (Synth, Sao
Paulo, Brasil); 2-pentanol, 3-hexanol, 1-heptanol, todos entre 97-98 % de pureza (Acros,
New Jersey, EUA); dietilenoglicol 99 % (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) e 1,4-butanodiol
99 % (Aldrich, EUA). Tetraborato de s6dio (Probus, Barcelona, Espanha) foi usado para
avaliar a estabilidade das microemulsdes. Como sonda analitica e como material de
referéncia eletroquimico empregaram-se, respectivamente, acido oléico puro Reagen e

ferroceno 98 % da Fluka (Buchs, Switzerland).'

Na constru¢do dos diagramas de fases da microemulsdo, na presenga de sal, as
seguintes aminas foram experimentadas: propilamina, butilamina, pentilamina, hexilamina,
heptilamina, dodecilamina, dietilamina, dipropilamina, dibutilamina, dipentilamina,
dihexilamina, trietilamina, tripropilamina, tributilamina e tripentilamina todas na

concentragdo de 2,5 10~ mol L' ¢ adicionadas de 2 102 mol L™ de 4cido acético.

As medidas voltamétricas e de condutividade foram realizadas,
respectivamente, com um potenciostato EG&G PAR modelo 264 e com um

condutivimetro Oakton 35607-10A.
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Medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) foram executadas com um
espectrogoniometro da Brookhaven Instruments, usando um laser da Spectra-Physics
modelo 170 de He-Ne com comprimento de onda 632,8 nm, enquanto que os valores de
viscosidade e indice de refracdo foram obtidos, respectivamente, em um equipamento
Brookfield LVDV-II+ Instrument € em um refratdmetro de Abbé. Além disto, um
espectrometro de UV-visivel da Shimadzu modelo UV-1601PC foi empregado para obter
os espectros de absorbancia da microemulsio na auséncia e presenca de ferroceno

dissolvido.

Nas medidas por eletroforese capilar, utilizou-se um sistema HP3D (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha), provido de um detector espectrofotométrico com
arranjo de diodos; capilares de silica fundida da Composite Metal Services, Ilkley, UK,

com 33,5 cm (25 cm de comprimento efetivo) x 50 um I.D e 363 um O.D.

Nos estudos realizados por eletroforese capilar utilizou-se como analitos os
seguintes reagentes: acetona, tolueno, dimetilsulféxido (DMSO), N-metilformamida,
dimetilformamida (DMFA), anilina, 2-aminoantraquinona, sulfaguanidina,
sulfaquinoxalina, tert-butil-hidroxianisol (BHA), tert-butil-hidroquinona (BHQ), 2,6-di-
tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), galato de octila (OG), galato de propila (PG), e os
acidos benzoico, 3,4,5-trimetoxibenzoico, salicilico (I), 5-sulfonico salicilico, o-ftalico (II),
terefalico e piromelitico (Fluka, Buchs, Switzerland; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha e Panreac, Barcelona, Espanha); outros reagentes utilizados foram: metanol,
propanol, 1-pentanol (Scharlab e Panreac, Barcelona, Espanha), dodecil sulfato de sodio
(SDS) (Merck, Darmstadt, Alemanha), 4cido acético, KOH (Panreac), dietilamina (Carlo
Erba, Milano, Italia), trietilamina, butilamina, (Fluka, Buchs, Switzerland) e dodecilamina
(Eastman, Kingsport, TN, EUA), tetraborato de sédio (Probus, Barcelona, Espanha), e tris
(hidroximetil) aminometano (Tris), trietanolamina, dipentilamina e etanolamina (Sigma-
Aldrich e Fluka). Foram usados como padrdes os seguintes triacilglicerdis (TAGs):
trioleina (TAG monoinsaturado) e trilinoleina (TAG di-insaturado). 1-naftol, a-, y- € 0-
tocoferdis (a-, y- e o-T) (Sigma-Aldrich), B-tocoferol (B-T) (Merkc, Darmstadt,
Alemanha), e os seguintes acidos hidroxiaromadticos e compostos relacionados: metil-4-
hidroxibenzoato (metil parabeno) (Fluka), 2-(p-hidroxifenil) etanol (tirosol) (Sigma-
Aldrich), e os 4acidos 2,4-dihidroxibenzoico (Acros Organics, Geel, Belgica), p-
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metoxibenzoico  (p-anisico), trans-3-fenil-2-propendico (trans-cindmico), trans-4-
hidroxicindmico (p-comadrico) e trans-4-hidroxi-3-metoxicinamico (fertlico) da Sigma-
Aldrich. Foram usadas amostras comerciais de dleos vegetais virgens e refinados de soja,
palma (uma amostra do oeste da Africa), gérmen de trigo (gentilmente doado por
Guinama, Valencia, Espanha), azeite de oliva extra virgem e gordura de porco (toucinho),
além de uma amostra de toucinho livre de antioxidantes que foi obtida por aquecimento da

gordura.

Como modificadores de fluxo eletrosmotico (EOF) foram experimentados:
hidroxietil celulose (HEC, 24-27 kDa, Polysciences, Warrington, PA, EUA), alcool
polivinilico (PVA, 70-100 kDa, Sigma), brometo de hexadimetrina (Fluka) e 1-(4-
iodobutil)-1,4-dimetilpiperazinio de iodo (IBPI), que foi sintetizado e gentilmente doado

por R. Sebastiano et al.>

Os eletrolitos de corrida (tampdes) foram selecionados para ajustar o valor do
pH préoximo ao valor correspondente de pKa em dagua. Assim, as bases livres da
trietanolamina (pKa = 7,8), Tris (pKa = 8,1), etanolamina (pKa = 9,5) e dipentilamina (pKa
=10,9) foram usadas na concentra¢io 4 10> mol L' para obter, respectivamente, o tamp3o
aquoso nos intervalos de pH 7,0 — 7,8; 7,0 — 9,5; 9,0 — 10,0 e em pH 10,0. Os valores de
pH foram ajustados por adi¢do de gotas de 0,1 mol L™ HCI as solugdes aquosas das

aminas.
3.2 METODOS
3.2.1 Preparacio das Microemulsdes

As microemulsdes foram preparadas misturando-se o surfactante (SDS) com
um alcool (co-surfactante) e dgua. O 6leo foi progressivamente adicionado a mistura, em
etapas de 10% de incremento na massa da mistura, compreendendo uma faixa de

composicao de 10 a 90 %. Esta etapa foi conduzida sob agitagdo magnética constante.

Diversos alcoois foram testados como co-surfactantes, sendo eles: etanol, 2-

propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-2-propanol, 1-butanol, 3-metil-1-butanol, 1,4-
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butanodiol, 1-pentanol, 2-pentanol, 1-hexanol, 3-hexanol, ciclohexanol, 1-heptanol, 3-etil-
1-heptanol, 1-octanol, 1-decanol, etilenoglicol, dietilenoglicol. A razdo entre o surfactante
e o co-surfactante variou de 1:1 até 1:6 m/m, em etapas de adigdes sucessivas de uma parte
do co-surfactante. Para as razdes que resultaram em sistemas transparentes, foram

executados experimentos com etapas de adicao de 0,1 parte de co-surfactante.

3.2.2 Caracterizac¢ao das Microemulsoes

As intensidades de luz espalhada (DLS) foram correlacionadas com um
instrumento de 264 canais BI-9000 AT, compreendendo 7 poténcias de dez em tempo de
retardo. As amostras foram colocadas em um liquido de compensacao de indice de refragao
(decalina). Para caracterizar o comportamento hidrodindmico das particulas suspensas, as
fungdes de autocorrelagdo de tempo foram analisadas por ajuste mono-exponencial

(Microcal Origin 6.0) e por transformada de Laplace inversa, usando o programa

CONTIN.?

Os experimentos de DLS foram realizados nos angulos de espalhamento de 35;
45; 55; 65; 75; 85; 90; 105; 115; 125 e 135 ° nas temperaturas de 25,0 £ 0,5 °C, 40,0 £ 0,5
°C e 60,0 £ 0,5 °C. Os espectros de UV-visivel do 6leo de soja e da microemulsdo, com e
sem ferroceno dissolvido, foram obtidos a fim de comprovar a auséncia de absor¢dao de
radiagdo no mesmo comprimento de onda do laser de He-Ne, usado nos experimentos de
espalhamento de luz. Para todas as medidas, as amostras foram previamente centrifugadas
durante 30 minutos a 4000 rpm, visando minimizar a interferéncia de particulas de poeira

Suspensas.

As medidas de indice de refracao foram realizadas a 21,0; 40,0 ¢ 60,0 + 0,5

°C, enquanto que as medidas de viscosidade foram executadas a 25,0; 40,0 e 60,0 £ 0,1

°C.
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3.2.3 Avaliacio da estabilidade

Para avaliar a estabilidade termodindmica das microemulsdes foram executadas
medidas de temperatura de turbidez, através da inspecdo visual dos sistemas na faixa de
temperaturas de 9 a 70 °C, em etapas sucessivas de 3 graus até 25 °C e, acima desta
temperatura, em etapas de 5 °C, por 5 minutos, em um banho termostatizado da marca

Lauda.

Avaliou-se ainda a estabilidade das microemulsdes preparadas com diferentes
alcoois usados como co-surfactantes e diferentes proporgdes surfactante:co-surfactante
frente a concentracdes crescentes de tetraborato de sddio. A escolha deste sal justifica-se
pelo fato de ser um reagente de baixo custo, de uso comum em laboratdrio de eletroanalise,
que permite aumentar a condutividade do meio sem produzir sinal em larga faixa de
potencial e pelo seu amplo emprego como agente tamponante, especialmente em
eletroforese capilar. Assim, empregaram-se solugdes aquosas de tetraborato de sddio em
diferentes concentracdes no preparo das microemulsdes observando-se a perda da

estabilidade pelo surgimento de turbidez no sistema.

Visando avaliar a reprodutibilidade, todos os dados da caracterizagdo foram

obtidos de triplicatas de cada composi¢ao.

3.2.4 Medidas eletroquimicas

Uma solugio padrio de KCI de condutividade especifica de 1,412 uS cm™ a 25
°C foi empregada nas medidas de condutividade, que foram executadas na faixa de 20,0 a

65,0 £ 0,1 °C, em etapas de 5 °C.

As curvas de potencial-corrente em microemulsdo foram obtidas sob
temperatura ambiente, a célula eletroquimica consistindo de uma associagdo de trés
eletrodos, sendo um ume de trabalho de disco de Pt com raio de 1 pum, um eletrodo de
referéncia de AgCl/Ag e um eletrodo auxiliar de Pt. A menos que tenha sido indicado, a
maioria dos resultados refere-se ao eletrodo de referéncia de AgCl/Ag, no entanto, em

alguns experimentos um eletrodo de Pt quasi referéncia®™ foi empregado.
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Para obter repetibilidade nos resultados, o eletrodo de trabalho foi limpo antes
de cada medida, empregando um banho de ultra-som e imersdo por 5 minutos,

respectivamente, em acetona e em 1:1 acido sulfurico/agua.

Para a determinagdo do dominio eletroquimico da microemulsdes o potencial
foi varrido de 0,00 Va 3,00 Ve de 0,00 Va-2,50 ValmV s'l, sendo os limites anddico e
catodico arbitrariamente definidos como os potenciais nos quais a densidade de corrente

alcangou 0,1 A cm™.

A varredura linear do potencial do ume de Pt na microemulsdo, na auséncia e
na presenga de ferroceno 2, 3 e 4 10 mol L'l, foi realizada sob fluxo de N,, sendo o

potencial varridoa 1 mV s™.

Avaliou-se ainda o comportamento do ferroceno nestes sistemas através de
medidas de voltametria ciclica em ume de Pt, com o meio desaerado, na faixa de potenciais de
0,0 a 1,1 V, sendo o potencial varrido nas velocidades de 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 e
2000 mV's™.

O comportamento eletroquimico do acido oléico nas concentragdes de 3, 5 e 7
10 mol L™ na microemulsio foi avaliado por voltametria linear nas regides anédica e

catédica, um ume de Pt, sob fluxo de N, sendo o potencial varrido a 2 mV s,

3.2.5 Medidas por eletroforese capilar

As microemulsdes utilizadas como eletrélito de corrida em eletroforese capilar
foram preparadas por meio de pesagem e mistura dos componentes, contendo 85 % de uma
mistura 1:4 SDS/ n-pentanol e 15 % de um tampao aquoso (a menos que indicado, empregou-

se Tris a pH 8.,4).

Para prevenir o efeito anti-stacking (ver item 2.6.9), as microemulsdes usadas
para dissolver ou diluir as amostras a serem injetadas foram preparadas com dgua ao invés
de tampao. Prepararam-se nesta microemulsdo solugdes contendo um ou diversos solutos

usados como analitos, conforme indicado no item 3.1, pag. 64, cada um na concentragao de
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-1 . , . .
500 pg mL™. Para executar os experimentos com Oleos vegetais ou gordura animal, os
solutos foram adicionados as amostras que foram misturadas & microemulsdo na razao de
1:4 m/m (2,5 g de gordura + 10 g de microemulsdao). Para manipular as amostras de

gordura animal, utilizou-se um banho de 4gua a 45 °C.

3.2.5.1 Condicionamento e limpeza do capilar: microemulsdes

Os capilares novos foram tratados, nesta ordem, com NaOH 1 e 0,1 mol L'e
agua a 60 °C (10 min cada). Diariamente, antes do uso, os capilares foram condicionados

com 0,1 mol L™ de NaOH (20 min) e 4gua (10 min) a 60 °C.

O protocolo de pré-condicionamento usado entre injegdes consecutivas foi:
limpeza do capilar, usando pressdo externa produzida por um cilindro auxiliar de
nitrogénio, com 0,1 mol L' NaOH (10 min/ 5 bar), agua (1 min/ 5 bar) e condicionamento
com a solu¢cdo do modificador de parede (5 mM de IBPI em 25 mM de tetraborado de
sodio, 2 min/ 5 bar), seguido por um condicionamento eletroforético com a mesma solugdo
de IBPI (3 min/ +20 kV) e condicionamento final com o tampao de corrida 3 min/ 1 bar).
Acredita-se que o modificador IBPI, liga-se covalentemente as paredes de silica do

. .. L. 6-8
capilar, durante o condicionamento eletroforético.

3.2.5.2 Condicionamento e limpeza do capilar: meios ndo aquosos

O capilar era lavado, diariamente antes do uso, com NaOH 1 e 0,1 mol L!
seguido de 4gua (7 min/ 5 bar cada) e eletrélito de corrida (3 min/ 5 bar). Entre injecdes
consecutivas o capilar foi lavado com NaOH 0,1 ¢ 1 mol L' (5 min/5 bar cada um) e 4gua
(1 min/ 5 bar), sendo na sequéncia condicionado com o tampao de corrida (3 min/ 5 bar).
Apos cada etapa de trabalho o capilar foi limpo com dgua por 10 min e com ar por mais 2

min.

Todas as amostras, previamente degaseificadas em um banho de ultrassom e
filtradas por uma membrana de nylon de 0,45 um (Albet, Barcelona), foram injetadas

hidrodinamicamente (50 mBar durante 3 s). Durante a separagdo, o capilar foi mantido a
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25 °C e aplicou-se uma voltagem de -20 kV (anodo proximo ao detector) exceto para a

amostra de gordura animal, para a qual a temperatura do capilar foi mantida em 35 °C.

Os comprimentos de onda utilizados na deteccdo durante os estudos com
microemulsdes foram 210, 240 e 295 nm + 10 nm, enquanto que aqueles utilizados com os
meios ndo aquosos foram 220, 240, 290 e 330 nm £ 10 nm, sendo o comprimento de onda
de 450 nm *+ 40 nm usado como referéncia em ambas situacdes. O registro completo dos
espectros foi sempre executado. Quando foi necessario confirmar a identidade dos picos,
utilizou-se um homemade software escrito em MATLAB (The Mathworks, Natick, MA,
EUA), que permitiu comparar os espectros de padrdoes com aqueles obtidos em um
espectrofotometro, através da selecdo dos picos estocados na matriz comprimento de onda-
tempo.

Nos estudos quantitativos, utilizaram-se as areas corrigidas (divididas pelo

respectivo tempo de migracao) usando 1-naftol como padrao interno.

Para os testes realizados com eletroforese capilar em meios ndo aquosos,
utilizou-se 6leo de soja refinado tanto para os estudos de otimizagdo quanto para o preparo
das solugdes de partida dos padrdes, indicados no item 3.1, pags. 64 ¢ 65, cada uma na
concentragdo 1000 pg mL™. Todas as solugdes e as amostras de 6leo foram diluidas com
propanol (1:1, v/v) e apo6s, injetadas. Utilizou-se como BGE uma solugdo de 40 mM KOH

em uma mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v), que demostrou ser o mais eficiente.

A identificacdo dos picos dos componentes naturais dos Oleos foi executada
por observacdo do aumento na intensidade dos mesmos ao adicionarem-se os padrdes, e
também por comparacdo do espectro obtido a partir do eletroferograma no tempo de
migracao de um analito com aquele obtido através de um espectrofotdmetro para uma

solucao do padrao do mesmo analito, preparada no BGE.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FORMACAO DA MICROEMULSAO

A formagdo de microemulsdes foi evidenciada através de sua transparéncia
visual (Figura 4.1). Entre os co-surfactantes testados, produziram microemulsdes na
presenca de SDS, 6leo de soja e agua, os alcoois 1-pentanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol,
1-heptanol, 2-pentanol, 1-octanol e ciclohexanol, tendo os dois primeiros formado as

microemulsdes mais estaveis.

De acordo com o que ja foi mencionado, uma quantidade maxima de 6leo na
microemulsao ¢ desejavel, a fim de aumentar a sensibilidade do método analitico. A
quantidade limite de 6leo na microemulsdo ¢ cerca de 40 % da massa total, sendo que
fragdes de Oleo maiores levam a instabilidade termodindmica, como sera descrito na

seqliéncia.

Diagramas de fase pseudo-terndrios, como ilustrado na Figura 4.2, foram
obtidos para as microemulsdes preparadas com diversas misturas de dgua/6leo/surfactante
contendo alternativamente 1-pentanol ou 3-metil-1-butanol como co-surfactante.

Observou-se que o diagrama obtido depende da composic¢ao inicial do sistema.
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Figura 4.1 — Aparéncia dos sistemas compostos de 6leo de soja, SDS e

agua, (a) contendo um co-surfactante e (b) na auséncia de co-surfactante.
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0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Solugdo aquosa de tripentilamina 2,5 10° mol L e 4cido acético 2 107 mol L™
(b)

Figura 4.2 - Diagramas de fase pseudo-ternarios das misturas de agua/6leo/SDS e co-
surfactante a 25 °C. A area delimitada indica o dominio da microemulsdo. 1-pentanol,
6leo de soja, SDS e agua (a); 1-pentanol, 6leo de soja, SDS e solugio aquosa 2,5 10 mol

L' de tripentilamina e 2 10% mol L™ de 4cido acético (b).
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As composi¢des das microemulsdes escolhidas para as medidas experimentais
estdo localizadas na regido proxima ao limite de estabilidade termodinamica, tendo sido
elaboradas as composi¢des mostradas na Tabela II, entre as quais estdo aquelas com as
concentragdes maxima e minima de agua capazes de formar microemulsdes, mantida a

proporcao de 1:4 SDS:élcool.

Elaborou-se também o diagrama de fases na presenca de sal para verificar a
influéncia de um possivel sistema de eletrélitos (que poderia ser empregado em medidas
eletroquimicas ou de eletroforese capilar) na regido de microemulsdo formada por estes
componentes. Assim, constatou-se que a regido de microemulsao ¢ ligeiramente reduzida

pela presenca dos eletrolitos (Figura 4.2 b).

A escolha de uma amina como eletrélito foi determinada considerando a
afinidade desta pela fase organica. Para definir qual seria a amina empregada, analisaram-
se os valores de condutividade obtidos para uma microemulsdo contendo 2 10 mol L™ de
acido acético (necessario para protonar a amina) e 2,5 102 mol L' de uma amina,
realizando-se estes ensaios com 15 aminas (primdrias, secunddrias e terciarias). Os valores
de condutividade obtidos variaram entre 37 e 43,9 uS cm’', respectivamente para uma
amina primaria (heptilamina) e para uma terciaria (tripentilamina). Por conferir maior

condutividade ao meio, tripentilamina foi selecionada para a realizagdo dos ensaios.

Tabela II — Composi¢ao das microemulsdes de w/o obtidas variando-se o conteudo de

agua, para 1-pentanol e 3-metil-1-butanol como co-surfactante

Alcool empregado % Oleo % Alcool % SDS % Agua
Pentanol 40,5 43,6 10,9 5,0
Pentanol 40,0 43,2 10,8 6,0
Pentanol 39,7 421 10,7 7.5

3-metil-1-butanol 40,3 43,3 10,8 5,5
3-metil-1-butanol 40,0 432 10,8 6,0

3-metil-1-butanol 39,7 42,1 10,7 7,5
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Por variagdo do conteudo de dgua da microemulsdo, observou-se que sua
estabilidade termodinadmica s6 ¢ mantida na faixa compreendida entre 5,0 % de agua para a
microemulsdo preparada com 1-pentanol e de 5,5 % para a microemulsdo preparada com

3-metil-1-butanol, até 7,5 % de agua para ambas.

4.2 ESTUDOS DA ESTABILIDADE TERMODINAMICA

Considerando que as melhores razdes surfactante:co-surfactante para pentanol e
3-metil-1-butanol situaram-se entre 1:3 e 1:4, enquanto que para o l-hexanol situou-se
entre 1:4 e 1:5, as razdes intermedidrias foram preparadas e avaliadas quanto a estabilidade
termodindmica, detectando-se o ponto de turbidez frente a variagcdes de temperatura e

concentragdo de sal adicionado a microemulsao.

4.2.1 Temperatura de turbidez

Microemulsdes de agua em Oleo de soja perdem sua estabilidade a baixas
temperaturas. As Figuras 4.3 a, b e ¢ mostram, respectivamente, as temperaturas de
turbidez, determinadas visualmente, para as microemulsdes preparadas com 1-pentanol ou
3-metil-1-butanol ou 1-hexanol. Todas as microemulsdes sdo estaveis até 70 °C, entretanto,
temperaturas abaixo de 18 °C levam a instabilidade a microemulsdao preparada com o 1-
hexanol, enquanto que temperaturas abaixo de cerca de 10 °C induzem instabilidade nas
microemulsdes preparadas com l-pentanol e 3-metil-1-butanol. Como pode ser visto nas
Figuras 4.3 a e b, as microemulsdes preparadas com 3-metil-1-butanol e 1-pentanol na
razao de 1:4 [SDS]:[alcool] apresentam um comportamento similar, sendo suas temperaturas

de turbidez iguais a 9 °C.
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Figura 4.3 — Temperatura de turbidez das microemulsdes preparadas com pentanol (a),

com 3-metil-1-butanol (b) e com hexanol (c), para diversas proporgdes em massa de

surfactante e alcool.

4.2.2 Adicao de sal

O estudo da estabilidade das microemulsdes frente a concentragdes crescentes

de tetraborato de s6dio mostrou que as microemulsdes preparadas com 1-pentanol, nas

propor¢des de 1:3,0; 1:3,5; 1:3,7 e 1:4,0 SDS:élcool, sdo estaveis a presenca de tetraborato

de sodio na concentragdo maxima de 6,5 102 mol L, enquanto que aquelas preparadas

com 3-metil-1-butanol mostraram diferengas quanto a estabilidade segundo a propor¢do do

co-surfactante, sendo tanto maior a estabilidade quanto maior a propor¢do de alcool na
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microemulsao, conforme mostrado na Tabela III. Quando 1-hexanol foi empregado como
co-surfactante, nas propor¢des de 1:4 e 1:5 (SDS:élcool), a concentragdo maxima de
tetraborato de sodio suportada pelo sistema foi de 7,0 10” mol L, sendo portanto o co-
surfactante que proporcionou a maior estabilidade a microemulsdo frente a concentragio

deste sal.

Tabela III — Estabilidade das microemulsdes preparadas com 3-metil-1-butanol como co-
surfactante, em diferentes proporgdes de surfactante:co-surfactante, frente a concentragdes

crescentes de tetraborato de sodio

Concentracdo maxima de tetraborato de s6dio que nao

P ao SDS:3-metil-1-butanol . : )
roporgdo SDS:3-meti HHano desestabiliza a microemulsio (mol L™)

1:3,0 45107
1:3,5 55107
1:3,7 55107
1:4,0 6,0 10

Os resultados dos estudos de estabilidade mostraram que a estabilidade diminui
com a redu¢do da propor¢do de co-surfactante na microemulsao, e que de um modo geral,
esta ¢ maior quando pentanol é usado como co-surfactante. Assim, a composi¢cdo mais
estavel ¢ a que apresenta a razao 1:4 [SDS]:[alcool] (40,0 % de oleo, 43,2 % de alcool,
10,8 % de SDS e 6,0 % de agua, m/m). Entretanto, nesta composicdo, a microemulsdo
preparada com pentanol ¢ apenas ligeiramente mais estavel do que aquela preparada com
3-metil-1-butanol. Por esta razdo, estes dois sistemas foram escolhidos para executar as
medidas eletroquimicas e por espalhamento de luz e todos os resultados reportados

referem-se a eles, a menos que indicado de outra forma.
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4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES COM
PROPORCOES VARIADAS DE SURFACTANTE:CO-SURFACTANTE

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica destas microemulsdes
estao mostrados na Tabela IV, onde se verifica que, para a microemulsao preparada com 1-
pentanol, & medida que a proporcao deste co-surfactante aumenta, até a propor¢ao de 1:3,7
m/m, o raio hidrodindmico (Rh) das goticulas tende a tornar-se menor, enquanto que para
os outros dois co-surfactantes testados, observa-se o efeito inverso, contudo, sem mostrar

alteracdes expressivas nos valores obtidos.

Considerando que 1-pentanol, entre os trés alcoois estudados, ¢ o que apresenta
maior solubilidade em agua (1-pentanol 27,0; 3-metil-1-butanol 25,0 e 1-hexanol 5,8 g L'l),l’2
¢ possivel que o aumento de sua concentracdo no meio, possibilite a formagao de um maior
numero de goticulas de dgua microemulsionadas, conseqiientemente, goticulas de menor
tamanho, j& que o conteudo de 4gua permanece constante. Este efeito ndo se produz em
igual dimensdo quando 3-metil-1-butanol ¢ utilizado, provavelmente, por influéncia de sua
estrutura molecular. Neste caso, efeitos estéricos na camada que constitui a interface

agua/bleo também devem ser considerados.

Para microemulsdes preparadas, respectivamente, com a mesma quantidade de
pentanol ou 3-metil-1-butanol, a quantidade do ultimo dissolvida na regido interfacial ¢é
provavelmente menor que no caso do pentanol, devido a terminagdao da cadeia ser mais
volumosa. Desta forma, a concentracao de 3-metil-1-butanol na fase oleosa, deve ser maior
para a microemulsdo contendo este alcool, fato que leva a um decréscimo nas dimensoes

do nticleo aquoso.’
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Tabela IV — Dados da caracterizagdo fisico-quimica das microemulsoes de agua em o6leo com
diferentes co-surfactantes e razdes surfactante:co-surfactante, contendo 6 % de agua e 40 % de

oleo.

[SDS]:[4lcool] Rh* (nmzto) Indice de Viscosidade =~ Condutividade

refracao (cPto) (uS cm™)
1:3,0P 4,9+0,2 1,440 13,8+0,3 36,2
1:3,5P 4,8+0,2 1,438 14,3+0,4 33,0
1:3,7P 4,1+0,2 1,436 14,0+0,4 31,8
1:40P 4,3+0,2 1,436 14,7+0,4 30,3
1:3,5 MB 3,0+0,1 1,435 14,1+0,1 28,8
1:3,7 MB 3,2+0,1 1,435 14,0+0,1 25,0
1:4,0 MB 3,2+0,1 1,435 14,1+0,1 21,9
1:40H 3,6+0,2 1,440 15,4+0,3 10,9
1:5,0 H 4,0+0,2 1,437 14,0+0,3 9,6

P = 1-pentanol MB = 3-metil-1-butanol H = 1-hexanol

* Rh = raio hidrodinamico, determinado por medidas de DLS.

Em relagdo ao indice de refracdo, as variagdes também foram pequenas e,
exceto quando o 3-metil-1-butanol foi empregado, caso em que ndo se verificaram
variagdes dos valores obtidos, observou-se uma tendéncia de diminui¢do do indice de
refracdo com o aumento da proporcao de co-surfactante na microemulsdo, fato que se
explica em fung¢do do indice de refragdao dos alcoois ser menor do que o do 6leo de soja (1-

pentanol 1,4093; 3-metil-1-butanol 1,4061; 1-hexanol 1,4179% ¢ 6leo de soja 1,475).

Quanto a viscosidade, os resultados mostraram que a variagdo da proporcao de
alcool na microemulsdo, dentro da faixa avaliada neste estudo, ndo afetou expressivamente
a mesma, ndo se verificando alguma tendéncia nos resultados. No entanto, em igual
propor¢ao de SDS:alcool, a microemulsdo preparada com hexanol mostrou o maior valor
de viscosidade, ja que este ¢ o mais viscoso dos alcoois utilizados (4,578 cP), sendo que 1-
pentanol e 3-metil-1-butanol mostram viscosidades muito similares (3,619 e 3,692 cP,

. 12
respectivamente).
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O valor do indice de refragdo das microemulsdes ¢ levemente menor que o do
6leo de soja (M sieo de soja = 1,475), enquanto que o valor da viscosidade, como esperado,

mostrou um expressivo decréscimo (1N ¢leo de soja = 32,0 cP), na temperatura de 25 °C.

Os dados de condutividade da Tabela IV mostraram que as microemulsdes
preparadas com 1-pentanol sdo mais condutoras, seguidas por aquelas preparadas com 3-
metil-1-butanol, sendo que as microemulsdes preparadas com 1-hexanol apresentaram os
mais baixos valores de condutividade, cerca de trés vezes menores do que as primeiras.
Acredita-se que a maior condutividade da microemulsdo preparada com 1-pentanol deva-
se, especialmente em relagdo ao I-hexanol, & menor viscosidade e também a maior
solubilidade em agua do 1-pentanol. Este fato favoreceria a existéncia de percolacdo da
fase aquosa através da fase continua oleosa, sendo este efeito responsavel pelo aumento na
condutividade. Mesmo que de forma sutil, verificou-se algum grau de percolacdo neste
sistema (ainda que na auséncia de 6leo de soja). Estes dados serdo discutidos mais adiante
(ver item 4.6.1.), juntamente com a influéncia do raio hidrodindmico e de outros fatores na

condutividade, em microemulsdes com igual propor¢ao surfactante/co-surfactante,

4.4 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO

A técnica de espalhamento de luz dindmico ¢ uma excelente ferramenta para
explorar as nanoestruturas encontradas nas microemulsdes, pois esta ndo perturba o
equilibrio do sistema e nem produz risco de inserir artefatos, como pode acontecer, por
exemplo, com a microscopia eletronica de crio-transmissdo, e ¢ mais sensivel a mudangas
estruturais que as técnicas de espalhamento de luz elasticas, como por exemplo,

espalhamento de neutrons a baixo angulo.*

Neste estudo, a técnica de espalhamento de luz dindmico foi utilizada para
determinar o tamanho das goticulas na microemulsao (Rh), obter o coeficiente de difusao
das mesmas, bem como, para proporcionar informacdes uteis na elucidacdo do

comportamento eletroquimico destes sistemas.

A Figura 4.4 mostra as fungdes de correlagdo mediadas no tempo as quais

foram bem ajustadas por uma exponencial simples para as microemulsdes contendo 3-
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metil-1-butanol ou pentanol como co-surfactante.

Usando o programa CONTIN, observou-se uma estreita distribui¢do de
tamanho de particula. Este fato, confirmado pelo ajuste exponencial simples da funcao de

correlagdo, mostra que estas microemulsodes sao sistemas monodispersos.

g2(7)-1
1,2 4
1,0
0,8
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04
02
0,0
5,1 1 10 100 1000 10000 100000
Tempo de correlagao ( us)
Figura 4.4 — Fungdes de correlagdo de intensidade mediada no tempo para as

microemulsdes contendo 40,0 % de dleo, 43,2 % de alcool, 10,8 % de SDS e 6,0 % de
agua, (I) com pentanol, (O) com 3-metil-1-butanol, em angulo de espalhamento 6 = 90°.

T=25°C.

As fungdes de correlagcdo de intensidade mediada no tempo obtidas para a
microemulsdo contendo pentanol, na temperatura de 25 °C, em fungdo do angulo de

medida, estao apresentadas na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Funcdo de correlagdo de intensidade mediada no tempo para a microemulsdes
contendo 40,0 % de o6leo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua, com

dependéncia angular.

Pode-se verificar na Figura 4.5 que a medida que aumenta o angulo, diminui o
tempo de correlagdo, o que corresponde ao comportamento usualmente observado em
sistemas nos quais as flutuacdes na intensidade da luz espalhada apresentam uma

distribuigdo gaussiana.

O raio hidrodinamico (Rh) obtido pelo programa CONTIN informa o tamanho
das goticulas de dgua na microemulsdo. Os valores médios de Rh para as microemulsoes
preparadas com 3-metil-1-butanol ou pentanol nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C, estdo
apresentados na Tabela V. Estes resultados mostram que o Rh aumenta com o contetdo de

agua na microemulsdo, sendo este aumento mais acentuado quando pentanol € utilizado.
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Tabela V — Raio hidrodindmico (Rh) médio das microemulsdes compostas de diferentes

proporgdes de dleo de soja, SDS, pentanol ou 3-metil-1-butanol e agua, em fungdo da

temperatura.
Rh (nm % o)

Alcool % de 4gua T=25°C T =40°C T =60°C
Pentanol’ 5,0 24402 1,8 40,2 1,3+0,1
Pentanol® 6,0 43+0,2 2,740,2 1,9+0,2
Pentanol® 7,5 9,1+0,3 3,8+0,2 2,4+0,1

3-metil-1-butanol’ 55 2,7+0,3 22402 1,6 £0,2
3-metil-1-butanol’ 6,0 32+0,1 2,240,2 1,7£0,2
3-metil-1-butanol® 7.5 6,2 +0,8 3,702 2,3+0,1

40,5 % 6leo, 43,6 % de alcool, 10,9 % de SDS e 5,0 % de agua;
240,0 % 6leo, 43,2 % de alcool, 10,8 % de SDS e 6 % de agua;

339,7 % 6leo, 42,1 % de alcool, 10,7 % de SDS e 7,5 % de agua;
40,3 % oleo, 43,3 % de alcool, 10,8 % de SDS e 5,5 % de agua.

Considerando o pequeno raio das particulas (menor que 9 nm), o
comportamento esperado ¢ o raio ndo depender do angulo. Somente a temperatura
ambiente o raio hidrodinamico das goticulas na microemulsdo preparada com 3-metil-1-
butanol é menor que aquele da microemulsdo preparada com pentanol. Nas temperaturas
de 40 °C e 60 °C, o raio das goticulas mostra os mesmos valores, dentro do erro

experimental, para ambos co-surfactantes.

Entretanto, os resultados ndo evidenciam que os efeitos estéricos perdem
importancia quando a temperatura aumenta, porque as diferencas entre os raios
hidrodindmicos pode estar mascarada pelo fato de que os valores obtidos encontram-se no

limite de precisdo da técnica de espalhamento de luz dinamico.

Os valores de Rh ndo mostraram mudangas expressivas com a variagao do
angulo de espalhamento (Figuras 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11). Especialmente para as
goticulas de menor tamanho, a medida que a fracdo de 4gua na microemulsdo diminui, as
goticulas tornam-se muito pequenas, € como ja foi mencionado os valores obtidos se

aproximam muito do limite de detec¢do da técnica utilizada, fato que pode ser responsavel
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pelas variagdes apresentadas. Verifica-se, ainda, que com o aumento da temperatura, as

goticulas de 4gua tornam-se menores e

apresentam movimento mais rapido.
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Figura 4.6 — Relacao do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a microemulsao

contendo 40,3 % dleo, 43,3 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 5,5 % de agua, nas

temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.7 — Relacao do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a microemulsao

contendo 40,0 % o6leo, 43,2 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 6 % de agua, nas

temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.8 — Relacao do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a microemulsao
contendo 39,7 % o6leo, 42,1 % de 3-metil-1-butanol, 10,7 % de SDS e 7,5 % de agua, nas
temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.9 — Relacao do raio hidrodindmico com o angulo de medida para a microemulsao
contendo 40,5 % oleo, 43,6 % de pentanol, 10,9 % de SDS e 5,0 % de agua, nas
temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.10 — Relagdo do raio hidrodinamico com o angulo de medida para a

microemulsdo contendo 40,0 % dleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6 % de agua,

nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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Figura 4.11 — Relagdo do raio hidrodinamico com o angulo de medida para a

microemulsdo contendo 39,7 % 6leo, 42,1 % de pentanol, 10,7 % de SDS ¢ 7,5 % de agua,

nas temperaturas de 25, 40 e 60 °C.
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4.4.1 Coeficiente de difusio translacional

As medidas da taxa de relaxagdo como uma funcdo do quadrado do vetor de
espalhamento permitiram a determinagdo do coeficiente de difusdo das goticulas de agua

na microemulsdo (Dys), sendo os valores obtidos respectivamente 6,6 10° cm? s'l,

empregando-se 3-metil-1-butanol e 5,4 10® cm” s™', empregando-se pentanol (Tabela V).
Os resultados mostraram que a difusdo das goticulas ¢ puramente translacional, ou seja,
ndo existe influéncia de movimento rotacional (Figura 4.12, a e b), visto que as retas

passam pela origem, dentro do erro experimental.

Considerando que um dos objetivos deste estudo foi executar medidas
eletroquimicas em microemulsdo de dgua em o6leo de soja, adicionou-se ferroceno a este
meio a fim de avaliar sua influéncia nos valores de Dy, obtidos por espalhamento de luz
dinamico. Como o ferroceno dissolve-se preferencialmente na fase oleosa e como se trata
de uma molécula pequena em relacdo ao tamanho das goticulas nem sua presenca ou sua
concentragdo afetaram expressivamente os valores de Dy, 0s pequenos desvios

observados nos valores da Tabela V foram atribuidos a erros experimentais.

Tabela VI — Valores do coeficiente de difusdo (Dy,) obtidos através das medidas de
espalhamento de luz dindmico para a microemulsdo com 40,0 % de 6leo, 43,2 % de

alcool, 10,8 % de SDS e 6,0 % de 4dgua

DW/O (Cm2 S_l)

Microemulsao Sem Fc* 10?2 mol L' Fc 3107 mol L' Fc 5107 mol L' Fc
w/o — pentanol 5410° 5010° 5010° 5810°
w/0 — 3-metil-1-butanol 6,6 10" 6.9 10" 6.6 10" 6.3 10"

*Fc¢ = ferroceno
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Figura 4.12 — Rela¢do entre a taxa de relaxacdo (I') e o quadrado do vetor de
espalhamento (qz), para as microemulsdes contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 % de alcool,

10,8 % de SDS ¢ 6 % de agua, (a) pentanol, (b) 3-metil-1-butanol. T =25 °C.
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A variacdo do coeficiente de difusdo das goticulas de agua com a temperatura
normalizada em relacdo a viscosidade da microemulsdo preparada com 3-metil-1-butanol
esta representada na Figura 4.13. O grafico de Dy, versus a razdo temperatura/viscosidade
(T/m ) produziu uma linha reta; apesar da incerteza relativamente grande, introduzida pela
pequena faixa de temperatura experimentalmente acessivel, a linearidade deste grafico

indica que as goticulas mantém-se estaveis com o aumento da temperatura.
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Figura 4.13 — Coeficiente de difusdo translacional, D (m” s') em fung¢io da relagio
temperatura absoluta sobre viscosidade, T/n (K m s kg™) para a composigio com 40,0% de

6leo, 43,2% de 3-metil-1-butanol, 10,8% de SDS e 6,0% de agua.

As distribuicdes dos tempos de correlagdo como funcdo da taxa de relaxacao
para diferentes contetidos de agua a 25 °C podem ser vistas na Figura 4.14 a e b, enquanto
que as variancas relativas a estas distribuigdes podem ser observadas na Tabela VII. Para
ambos co-surfactantes as distribui¢des sdo deslocadas para taxas de relaxa¢do menores e o0s
picos tornam-se mais estreitos quando o contetido de 4gua na microemulsdo aumenta. Em

outras condigdes experimentais ndo hd uma tendéncia clara. Para uma microemulsdo de
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octano/AOT/agua, ja foi descrito um decréscimo da polidispersao com o aumento do

’ r 5
conteudo de agua.
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Figura 4.14 — Distribuicdo normalizada dos tempos de correlacdo como fun¢do da

. A . -1 . ~ ;e J r \
freqliéncia (s™) para microemulsdes com varios contetidos de dgua a temperatura de 25 °C

e angulo de espalhamento de 90°. (a) pentanol; (b) 3-metil-1-butanol.
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Tabela VII — Variancias das distribui¢cdes dos tempos de relaxagdo (CONTIN) para varios

conteudos de agua e temperaturas. Angulo de espalhamento: 90°

Conteudo de agua e co-surfatante T=25°C T=40°C T=60°C
5% - pentanol 0,39 0,04 0,06
6% - pentanol 0,03 0,19 0,10
7,5% - pentanol 0,02 0,13 0,06
5% - 3-metil-1-butanol 0,22 0,25 0,29
6% - 3-metil-1-butanol 0,11 0,19 0,06
7,5% - 3-metil-1-butanol 0,02 0,07 0,10

A Figura 4.15 a e b mostra as distribui¢des do tempo de correlacio como
funcgdo da taxa de relaxacao a diferentes temperaturas, para microemulsdes preparadas com
pentanol ou 3-metil-1-butanol contendo igual percentagem de 4gua. A medida que a
temperatura aumenta, as distribui¢des sdo deslocadas para taxas de relaxagdo mais altas,

significando que o raio hidrodinamico das goticulas torna-se cada vez menor.
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Figura 4.15 — Distribuicdes normalizadas do tempo de correlagio como funcdo da

freqiiéncia (s'), para uma microemulsdo com 7,5% de 4gua, em varias temperaturas, a

angulo de espalhamento de 90°, contendo como co-surfactante:

butanol (b).

pentanol (a); 3-metil-1-

4.5 ABSORCAO MOLECULAR

Medidas de absor¢ao molecular foram executadas na faixa de 400 a 800 nm, estas
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indicaram que o 6leo de soja e as microemulsdes absorvem luz abaixo de 450 nm,
enquanto que as microemulsdes contendo 5 102 mol L™ de ferroceno absorvem na
regido de 400 a 530 nm com um pico maximo de absor¢do a 480 nm. Assim, ndo existe
interferéncia nos resultados de espalhamento de luz dindmico por absor¢do de luz a 633

nm, que ¢ o comprimento de onda empregado para estas medidas (Figura 4.16).
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Figura 4.16 - Espectro de UV-visivel do 6leo (a); da microemulsdo contendo 40,0 % de 6leo,
43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de agua, sem ferroceno (b) € com 5 102 mol L

de ferroceno (c).
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4.6 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Os métodos eletroquimicos de analise por sua rapidez, baixo custo e
sensibilidade tornam-se importantes instrumentos na quimica analitica. O emprego destes
métodos para andlise direta de 6leos vegetais vem associado ao uso de solventes organicos,
em geral toxicos, assim, o preparo da amostra sob a forma de uma microemulsdo constitui-

se em uma alternativa viavel e promissora.

4.6.1 Condutividade elétrica

Os valores de condutividade em fun¢do da temperatura e do contetido de

agua nas micromulsdes sdo mostrados na Figura 4.17.
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Figura 4.17 — Valores de condutividade para diferentes composi¢cdes de microemulsdes em
funcdo da temperatura. a) 39,7 % 6leo, 42,1 % de pentanol, 10,7 % de SDS e 7,5 % de agua;
b) agua.40,0 % oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS e 6 % de agua; ¢) 39,7 % oleo,
42,1 % de 3-metil-1-butanol, 10,7 % de SDS e 7,5 % de agua; d) 4gua.40,0 % o6leo, 43,2 %
de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS e 6 % de agua; e) 40,5 % oleo, 43,6 % de pentanol,
10,9 % de SDS e 5,0 % de agua; f) 40,3 % oleo, 43,3 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de
SDS e 5,5 % de agua.
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Observa-se que a condutividade se eleva com o aumento do teor de dgua na
microemulsdo, e também com a temperatura. Nao foi verificada uma transi¢do de
percolagdo, isto é, um aumento brusco de condutividade em mais de duas ordens de
magnitude com a elevagio da temperatura.” ’ Para as microemulsdes com diferentes co-
surfactantes e igual teor de agua, observa-se também, que a condutividade daquela

preparada com 3-metil-1-butanol ¢ menor do que a preparada com pentanol.

De acordo com o modelo de flutuagcdes de cargas das goticulas na
microemulsdo,” "' pode-se descrever a condutividade de uma microemulsio de w/o em
condigdes de eletroneutralidade. Neste modelo, as goticulas tornam-se carregadas devido a
flutuagdes espontaneas no niimero de contra-ions que residem no interior das mesmas, os
quais sdo trocados entre as cabecas carregadas do surfactante na interface 6leo-agua. A
magnitude destas flutuacdes estd diretamente relacionada a energia que ¢ requerida para
carregar a goticula. A condutividade ¢ proporcional ao numero de particulas condutoras
por unidade de volume e a temperatura, e inversamente proporcional a viscosidade do

solvente, de acordo com a seguinte expressao:

K=¢¢ekT @ (4.1)
2nm P

onde kx ¢ a condutividade, ¢, ¢ a constante diclétrica no vacuo, € ¢ a constante diclétrica do
solvente, k ¢ a constante de Boltzmann, | ¢ a viscosidade do solvente, 7 ¢ a temperatura,

¢ ¢ a fracdo volumétrica das goticulas e » € o raio.

A diferenca na condutividade das microemulsdes preparadas com pentanol ou
3-metil-1-butanol e SDS ndo deve estar ligada a viscosidade, ja que as correspondentes
emulsodes (sistema contendo somente agua, 6leo e alcool) e também as microemulsdes,
mostraram valores muito similares de viscosidade. Por outro lado, a densidade de
distribuicdo dos contra-ions dentro das goticulas ¢ determinada pelo grau de dissociagdo do
surfactante iénico.” Para muitos surfactantes o grau de ionizacdo das micelas em 4dgua

112 Assim, a mais baixa condutividade da microemulsdo

muda por adi¢do de um alcoo
preparada com 3-metil-1-butanol com relagdo ao pentanol como co-surfactante, pode estar
relacionada também ao baixo grau de ioniza¢do do surfactante SDS, levando a um menor

numero de goticulas carregadas.
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Ainda, considerando que o raio hidrodindmico da microemulsao preparada com
3-metil-1-butanol ¢ menor do que o apresentado pela microemulsdo com pentanol, para o
mesmo teor de agua, seria de se esperar que N fosse maior para a microemulsao contendo
3-metil-1-butanol. No entanto, verificou-se que a condutividade da microemulsdo com 3-
metil-1-butanol ¢ menor do que no caso do isomero pentanol. Este fato leva a hipotese de
que nem toda a agua presente neste sistema esteja inserida nas goticulas significando que

parte da 4gua poderia estar dissolvida com o 3-metil-1-butanol na fase oleosa.

Com a inten¢do de obter subsidios que fundamentem a interpretagdo para as
diferencas de condutividade observadas entre as microemulsoes preparadas com pentanol e
3-metil-1-butanol, testaram-se varios outros alcoois como co-surfactantes, mantendo-se a
razdo 1:4 (SDS:élcool), e avaliaram-se algumas de suas propriedades. Entre os alcoois
experimentados, somente o ciclohexanol produziu microemulsdo em igual condi¢do que os
alcoois anteriormente citados, ou seja, contendo 40 % de 6leo de soja. Entretanto, com
menor concentracdo de o6leo (20 %), 2-pentanol, 1-heptanol e 1-octanol produziram
microemulsdes estaveis, e na auséncia de 6leo de soja, 3-hexanol também foi capaz de

formar uma microemulsio.

A condutividade da microemulsdo preparada com ciclohexanol contendo 40 %
de oleo foi de 28,9 uS cm’, portanto, relativamente alta, quando comparada a
microemulsdo com 3-metil-1-butanol (ver Tabela III). Considerando que este alcool
apresenta uma molécula volumosa, os efeitos estéricos também estariam contribuindo
desfavoravelmente na formacao do filme de surfactante/co-surfactante na interface
agua/odleo, este fato pode ser confirmado pelo raio hidrodindmico das goticulas, que foi
igual a 1,4 nm. Assim, acredita-se que um dos possiveis fatores responsdveis pela
condutividade relativamente alta desta microemulsdo ¢ a elevada solubilidade em 4gua do

ciclohexanol (40 g L™).

Os resultados obtidos para as microemulsdes com diferentes co-surfactantes
contendo 20 % de 6leo estdo mostrados na Tabela VIII. Pode observar-se que no caso das
microemulsdes preparadas com alcoois lineares a condutividade das mesmas diminui com
o aumento da cadeia do 4alcool. Este fato também estd associado ao aumento de
viscosidade, e a reducdo, tanto da solubilidade em 4dgua como da constante dielétrica do

alcool. Ainda que os valores obtidos de raio hidrodindmico encontrem-se no limite de
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precisao da técnica, verifica-se que, para estes alcoois, ha uma tendéncia de aumento no
raio hidrodindmico das goticulas de 4gua com o aumento da cadeia do co-surfactante. Este
fato deve ser favorecido pelo mais facil arranjo das caudas apolares do alcool em fun¢do da
maior afinidade com a cadeia apolar do surfactante. Diferengas expressivas entre as
estruturas das microemulsdes como fun¢cdo do co-surfactante empregado ja foram

reportadas.'

Quando 4lcoois como 2-pentanol e ciclohexanol sdo utilizados, verifica-se
novamente que os efeitos estéricos exercem influéncia, ja que os raios hidrodindmicos sao
menores, comparativamente ao pentanol e ao hexanol, respectivamente. Desta forma, a
maior solubilidade em 4gua do ciclohexanol poderia explicar a maior condutividade da
microemulsdo contendo este dlcool em relagdo aquela com hexanol. Entretanto, no caso do
2-pentanol, o qual apresenta elevada solubilidade em &4gua, superior a todos os alcoois
experimentados, este parametro ndo permite interpretar os valores de condutividade. Isto
porque a microemulsdo preparada com 2-pentanol apresenta condutividade inferior aquelas
preparadas com 1-pentanol, 3-metil-butanol e ciclohexanol, ainda que as viscosidades dos
dois primeiros alcoois sejam similares a do 2-pentanol. Por outro lado, observa-se na tabela
VIII que a constante dielétrica do 2-pentanol ¢ levemente inferior em comparagao aquela
do 1-pentanol, o que pode contribuir para o abaixamento da condutividade da

microemulsdo preparada com este alcool.

Tabela VIII — Caracteristicas fisico-quimicas dos co-surfactantes e das microemulsoes
compostas de 8% de agua, 14,2 % de SDS, 20% de 6leo de soja e 57,8 % de co-

surfactante, utilizando diferentes co-surfactantes, na propor¢ao de 1:4 SDS:alcool.

Solubilidade

Rh Indice de  Viscosidade Condutividade , Viscosidade e 1
do 4lcool em
Co- (nm) refragdo (cP+o) (1S em™) dgua (g L) ' 4leool (cP) 2 alcool
surfactante
1-pentanol 1,9 1,421 9,8+0,2 94 27 3,619 15,13
Ciclohexanol 1 1,456 35,1+0,7 91 40 57,50 16,40
3-metil-1- 1,9 1,420 10,3+0,1 74 25 3,692 14,70
butanol
2-pentanol 1,2 1,419 9,1+0,2 53 135 3,470 13,71
Hexanol 1,7 1,426 11,840,2 35 5,8 4,578 13,03
1-heptanol 2,1 1,430 16,6+0,3 15,5 1 5,810 11,75

Octanol 2,6 1,433 23,8+0,5 6,4 Insolavel 7,298 10,30
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Quando avaliadas as microemulsdes preparadas com os diferentes co-
surfactantes em auséncia de 6leo de soja, obtiveram-se valores de condutividade cerca de

trés vezes maiores, reproduzindo-se o comportamento mostrado na Tabela VIII.

Na auséncia de o6leo de soja tornou-se impossivel determinar o raio
hidrodindmico das goticulas de &4gua através de espalhamento de luz dindmico,
possivelmente as goticulas apresentavam dimensdes muito reduzidas, e a técnica utilizada
detecta particulas somente com o tamanho superior a I nm. O aumento da hidrofobicidade
do meio, pela adicao de 6leo de soja, levou a uma maior agregagdo do contetido de agua.
Este fato pode ser comprovado pelo menor tamanho das goticulas na microemulsao
contendo 20 % de 6leo de soja (Tabela VIII), em relacdo aquela com 40 % de 6leo (Tabela
V) (na proporg¢ao de 1:4 - SDS:alcool).

4.6.2 Voltametria

Medidas por voltametria linear a 1 mV s™ em um ume de disco de Pt vs. um
eletrodo de referéncia de AgCl/Ag foram feitas em microemulsdes desaeradas, sendo o
SDS o tnico eletrdlito presente no meio. Observou-se uma onda no potencial E;p =12V,
a qual corresponde provavelmente a oxidagdo da dgua presente nas goticulas, visto que a
corrente limite anddica observada experimentalmente aumenta com o teor de agua na
microemulsao (Figura 4.18 a e b). O potencial de 1,2 V ¢ o esperado para a oxidagdo da
agua em um eletrodo de Pt vs. AgCl/Ag. Quando se faz uso de um eletrodo de Pt de quasi-
referéncia o valor do potencial de meia-onda determinado para a oxidagdo da 4agua ¢ de
0,9 V (ver Tabela IX). Determinaram-se ainda os valores dos potenciais limite de oxidagao
do meio que sdao de 2,04 V para microemulsdes preparadas usando pentanol e de 2,0 V

para aquelas empregando o 3-metil-1-butanol.
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Tabela IX - Dados eletroquimicos para a microemulsdo contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 %
de élcool, 10,8 % de SDS e 6,0 % de dgua. Condutividade, limites anddico e catodico e
potenciais E,, para a oxidagio de H,O 3 mol L™ sem e com 2 10 mol L™ de Ferroceno

(Fc) em um ume de Pt. Dy, € D, calculados da Equacao (2.10).

Microemulsio Condutividade *Limite *Limite "Ey .o “Evure  "Dwo Dre
(uS em™) anodico catodico (V) (V)  (em’s™) (cm’s™)
(2] M)
w/o SDS-+pentanol 30,95 2,04 - 1,18 0,90 0,57 1,4210% 52107
w/0 SDS+3-metil-1-butanol 21,97 2,00 -1,23 0,97 0,56 09010° 51107

*AgCl/Ag eletrodo de referéncia.
® Pt eletrodo de quasi-referéncia.

Pode-se observar que na temperatura ambiente os valores de condutividade das
microemulsdes sdo mais de 1000 vezes maiores do que 0,02 pS cm™, que ¢ o valor medido
para o 6leo de soja, e em torno de 100 e 20 vezes maior do que 0,24 pS cm™ e 1,37 uS cm™,

que sdo os valores medidos para a 4gua deionizada e agua destilada, respectivamente.

Na regido catodica, uma pequena onda ¢ observada em torno de —0,60 V e,
em —1,20 V ocorre um rapido aumento da corrente, provavelmente, devido a reagdo de
reducdo da dgua. Por sua vez o potencial limite de reducdo do meio foi observado
em —1,18 V para microemulsdo preparada com pentanol e em —1,23 V para microemulsdo

contendo 3-metil-1-butanol.

Desta forma, seguindo um valor arbitrariamente escolhido de 0,1 A cm™ para a
densidade de corrente, a janela eletroquimica para este meio estd na faixa de potenciais

de aproximadamente —1,20 a 2,00 V vs. AgCl/Ag (ver Tabela IX).

A Figura 4.18 a e b mostra os voltamogramas das microemulsdes nas quais
variou-se o teor de agua. A corrente limite para a oxida¢dao da 4gua contida nas goticulas
aumenta ligeiramente ao aumentar-se o contetido de 4gua na microemulsao, enquanto que o
potencial de meia onda tende a tornar-se menos positivo. Adicionalmente, quando pentanol
¢ usado como co-surfactante, os valores da corrente limite para oxidagdo da agua sdo
maiores que no caso da microemulsdo contendo 3-metil-1-butanol. Este fato pode estar

relacionado tanto com o menor numero de goticulas como também com a menor
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quantidade de agua no interior das mesmas, no caso da microemulsdo com 3-metil-1-
butanol, considerando que na temperatura ambiente, o raio das goticulas nesta microemulsao
¢ 25,6 % menor do que aquele mostrado pelas goticulas da microemulsdo com pentanol
(Tabela V). Entretanto, pode ser observado do perfil das curvas voltamétricas que a
cinética da reagdo de transferéncia de carga para a microemulsdo com 3-metil-1-butanol é
mais lenta. Esta caracteristica esta provavelmente relacionada a mais baixa condutividade
desta microemulsdo, que ¢ ao redor de 30% e 60% menor, respectivamente para as
microemulsdes com 6,0% e 7,5% de 4gua, do que as apresentadas quando pentanol ¢

usado como surfactante.
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Figura 4.18 — Voltamogramas da oxidagdo da agua em microemulsdes contendo (A): a) 40,5 % de
6leo, 43,6 % de pentanol, 10,9 % de SDS e 5,0 % de agua; b) 40,0 % de 6leo, 43,2 % de pentanol,
10,8 % de SDS ¢ 6,0 % de agua; ¢) 39,7 % de 6leo, 42,1 % de pentanol, 10,7 % de SDS ¢ 7,.5 % de
agua. (B): a) 40,3 % de 6leo, 43,3 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS ¢ 5,5 % de agua; b) 40,0
% de 6leo, 43,2 % de 3-metil-1-butanol, 10,8 % de SDS ¢ 6,0 % de agua; ¢) 39,7 % de 6leo, 42,1 %
de 3-metil-1-butanol, 10,7 % de SDS e 7,5 % de agua. Eletrodo de trabalho ume de Pt vs. Pt quasi

referenciae v=1mV s
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A concentragdo de dgua nas microemulsdes, calculada a partir das medidas de
massa e volume, é de 3 mol L™, sendo que o valor do coeficiente Dy, para as goticulas de
agua obtidos dos experimentos voltamétricos (oxidacao da dgua) foram calculados usando
a equagdo 2.10. Os valores obtidos para os coeficientes de difusdo sdo todos da ordem 10
cm’ s e diminuem ligeiramente quando o conteudo de 4gua na microemulsdo aumenta.
Este comportamento ¢ esperado, levando em consideracdo que o tamanho das goticulas
aumenta com o conteudo de 4gua (ver Tabela V). Entretanto, para todos os conteudos de
agua examinados neste trabalho, os coeficientes de difusdo obtidos dos experimentos
eletroquimicos sdo menores do que aqueles obtidos por espalhamento de luz dindmico
(Tabela X). Pode-se verificar que as razdes entre os valores obtidos para Dy, por medidas
de espalhamento de luz dindmico e aqueles calculados a partir da equagdo 2.10 variam
entre aproximadamente 2 e 7 para as microemulsdes contendo pentanol, e entre

aproximadamente 4 ¢ 9 para as microemulsdes contendo 3-metil-1-butanol.

Tabela X — Valores de coeficiente de difusdo obtidos por medidas eletroquimicas (Dyy
electrochem,) € de espalhamento de luz dinadmico (Dy, prs) para as microemulsdes contendo 40,0
% de 6leo, 10,8 % de SDS, 38,5 % de pentanol ou 3-metil-butanol e diferentes % de agua. T =
25°C.

p ; o 71 7
Co-surfactante — % agua na microemulsdo Dy electrochem. (€M™ ™) Dyw/o pLs (cm™s™)

Pentanol — 7,5 % 1,10 107 2,10 10°®
3-metil 1-butanol — 7,5 % 0,70 107 2,90 107
Pentanol — 6,0 % 1,42 10 5,40 10
3-metil 1-butanol — 6,0 % 0,90 10 6,60 10®
Pentanol — 5,0 % 1,38 10 9,40 10
3-metil 1-butanol — 5,5 % 0,90 107 7,70 107

Supondo que o valor do coeficiente de difusdo das espécies contidas nas
’ I I . ’ 1
goticulas ¢ o mesmo que o das proprias goticulas'® estes resultados podem ser

explicados, em parte, pela carga liquida positiva apresentada por uma fragdo das
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goticulas, como discutido acima.” Conseqiientemente o transporte das goticulas até a
superficie do eletrodo ¢ dificultado por componentes de migracdo desfavoraveis. Além
disto, também se considera a dificuldade das moléculas de 4gua em quebrar a barreira
apolar em torno da goticula e difundirem até a superficie do eletrodo antes da reacao de

transferéncia de carga acontecer.'®

Na regido catodica a reducdo da agua deve ser facilitada por um componente de
migracdo em dire¢do ao eletrodo devido a carga liquida positiva localizada no interior
das goticulas de agua, o que pode explicar que nenhuma onda de redugdo seja observada
nas condi¢gdes experimentais deste estudo. Entretanto, supondo que para a reagdo de
reducdo da agua o valor do coeficiente de difusdo Dy, seja proximo daquele encontrado
por medidas de espalhamento de luz dindmico, a corrente limite serd, teoricamente, em
torno de 6 nA, calculada a partir da equag@o 2.10 usando o valor de Dy, = 5,4 10°® cm?

s (ver Tabela VI).

As microemulsdes com igual conteido de agua, quando avaliadas por DLS,
mostram que as goticulas de 4gua na microemulsdo com 3-metil-1-butanol, movem-se mais
rapido que aquelas preparadas com pentanol. Entretanto, quando se avalia o coeficiente de
difusdo por métodos eletroquimicos, em igual concentragdo de dgua, o comportamento ¢
inverso, ou seja, a microemulsdo preparada com pentanol mostra um coeficiente de difusdo
mais alto para a agua. Por outro lado, o menor valor do coeficiente de difusdo da agua
calculado quando 3-metil-1-butanol ¢ utilizado, pode estar relacionado a um aumento da

energia necessaria para romper a monocamada em torno da goticula de agua.

Em fung¢do da maior estabilidade, condutividade e perfil das curvas
voltamétricas das microemulsdes preparadas com 1-pentanol como co-surfactante, esta

microemulsdo foi escolhida para dar continuidade aos estudos eletroquimicos.

As propriedades eletroquimicas das microemulsdes de w/o podem ser medidas
usando uma sonda quimica adequada. Neste sentido, ferroceno foi utilizado devido a
sua limitada solubilidade em dagua, difusdo controlada por transferéncia de carga

eletroquimica, estabilidade, excelente resposta eletroquimica e adsor¢do na superficie
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do eletrodo negligenciavel.'’~?! Adicionalmente, o potencial de meia onda de oxidacio
da agua e as caracteristicas das microemulsdes ndo sdo afetados significativamente pela

22-24
presenca de ferroceno.

A Figura 4.19 mostra os voltamogramas de microemulsdes contendo 40,0 % de
oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS ¢ 6,0 % de dgua, sem ferroceno e com 2 10'2,
3107 e 4 107 mol L de ferroceno, os quais foram obtidos empregando-se um ume de
disco com 1 pm de raio com a velocidade de varredura de 1 mV s, um eletrodo de

quasi-referéncia e um eletrodo auxiliar, todos em Pt.

0.0

I pA

Figura 4.19 — Voltamograma das microemulsdes contendo 40,0 % de 6leo, 43,2 % de
pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de 4gua, (a) sem ferroceno e (b) com 2 10 mol L™
ferroceno; (¢) com 3 102 mol L™'; (d) com 4 107 mol L. Eletrodo de trabalho ume de

Pt, eletrodo de referéncia Pt quasi-referénciae v=1mV s”.

A onda em E;;, = 0,50 V vs. um eletrodo de Pt quasi-referéncia é atribuida a

oxidagdo do ferroceno, considerando que a mesma sO aparece quando este composto esta
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dissolvido na microemulsdo. Verificou-se também, que a corrente limite varia linearmente

com a concentracao de ferroceno (Figura 4.20) obedecendo a seguinte equacao:

y=284,910"X+10" > =0,99795 4.2)

1400
1200 H

~— 1000

3 ‘
800
600
400

1:0 I 1:5 I 2:0 I 2:5 I 3:0 I 3:5 I 4:0

Concentracao de ferroceno 107 (mol L)

Figura 4.20 — Relagdo entre concentragdo de ferroceno e corrente limite para reagdo de
oxidagdo em ume de Pt vs. quasi referéncia Pt, na microemulsdo contendo pentanol

como co-surfactante, v=1mV s

O potencial de oxidag@o do ferroceno na microemulsao estudada apresenta uma
boa reprodutibilidade; ele é mais anddico do que o potencial formal em acetonitrila (E*’=
0,415 V vs. um eletrodo de referéncia de calomelano, SCE), do que em agua (E”’= 0,163 V
vs. SCE) e também do que em wuma microemulsio composta de
CTAB/butanol/octano/agua, com diferentes contetidos de dgua, (E;, = entre 0,39 ¢ 0,24 V

vs. SCE), sendo que o potencial diminui com maior concentra¢io de agua no meio.”

Por outro lado, como esperado, os voltamogramas das microemulsdes na regiao

catodica ndo sdo alterados pela presenca de ferroceno.

Observa-se ainda, confirmando os dados da literatura, que o E;» em torno de
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0,9 V da onda anddica atribuida a oxidacdo da 4dgua para a microemulsdo de w/o ndo se

altera na presenca de ferroceno.

O valor do coeficiente de difusdo do ferroceno ndo mostrou diferengas
apreciaveis em funcao do co-surfactante usado (pentanol ou 3-metil-1-butanol), sendo os

2 -1 . .
S -, 0S quais mostram concordancia com aqueles

respectivos valores 5,2 107 ¢ 5,1 107 cm
obtidos em uma microemulsdo formada por CTAB, butanol, hexadecano e agua (5,7 107
cm® s7),” e aproximam-se dos obtidos em uma microemulsio formada por dodecil
sulfonato de sodio, n-heptano, butanol e agua (entre 0,8 ¢ 2 10”7 cm?® s™),*® sendo portanto

inferiores aos descritos para a difusdo do ferroceno em agua (7,6 10° cm?® s).%

Por comparacdo dos valores de coeficiente de difusdo para a oxidagdo do
ferroceno dissolvido na fase oleosa e para a oxida¢do da agua nas goticulas da
microemulsdo, observa-se que Dy, €, respectivamente, 60 e 40 vezes maior que Dy,
para as microemulsdes contendo, respectivamente, pentanol ou 3-metil-1-butanol e 6 %
de agua. Considerando que as goticulas de agua estdo envolvidas por um filme de
caudas apolares de anions dodecil sulfato e cadeias de pentanol ou 3-metil-1-butanol,*’
sua difusdo através do meio organico continuo deve ser menor que a das moléculas de
ferroceno, dissolvidas no meio continuo. Ainda, o ion ferricinio, presente préximo ao
eletrodo, dificulta a migragdo das goticulas carregadas positivamente e

conseqlientemente a taxa da reagdo de oxidagdo da agua diminui, sendo esperada a

potencializagdo desta dificuldade com o aumento da concentragdo de ferroceno.

Os valores do coeficiente de difusao Dy, obtidos dos experimentos de oxidacao
da 4gua parecem incluir a difusdo das goticulas ¢ a difusdo das moléculas de agua do

interior das goticulas para a superficie do eletrodo.'

As Figuras 4.21 e 4.22 mostram os resultados obtidos por voltametria ciclica
para a microemulsdo preparada com pentanol e contendo 2 10 mol L™ de ferroceno,

em diferentes velocidades de varredura de potencial.
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Figura 4.21 — Voltamograma da microemulsdao contendo 40,0 % de o6leo, 43,2 % de
pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de dgua e 20 10> mol L' de ferroceno; (a) v =20 mV s
b)v=50mVs™'; (c) v=100 mV s™; (d) v=200 mV s"'. Eletrodo de trabalho ume de Pt,
eletrodo de referéncia de AgCl/Ag.

A voltametria ciclica com ultramicroeletrodo de Pt requer usualmente elevadas
-129

velocidades de varredura,® alcancando valores de ordem de 10.000 V s

Os voltamogramas tipicos de voltametria ciclica mostrados na Figura 4.21
indicam que a diminui¢do dos coeficientes de difusio em meios viscosos como as
microemulsdo permite o emprego desta técnica analitica, alcancando-se estados transientes

do sistema de oxidagao-reducdo em tempos mais longos do que em meio aquoso.

30
Tomando-se, por exemplo, um eletrodo planar,” a espessura da camada de

difusdo & ¢ dada por:
§=(mDt)"” (4.3)

onde D ¢ o coeficiente de difusdo e t o tempo.
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Caracterizando-se o eletrodo por uma dimensao r, para simplificar o modelo, o
tempo necessario para que ele alcance o estado estaciondrio ¢ proporcional a sua
superficie.”’ Para tempos suficientemente curtos de aplicagio de um potencial, qualquer
eletrodo planar, independentemente do tamanho, comporta-se como um eletrodo planar
infinitamente grande, ou seja, o transporte de massa se da em regime transiente. Com
tempos mais longos, o transporte de massa em relacdo ao eletrodo muda para um regime
estacionario. Ou seja, uma razao &/r=0,1 corresponde predominantemente a um transporte
de massa em regime transiente enquanto uma razao 6/r=10 corresponde a um estado
estacionario. A Tabela XI compara os tempos necessarios para alcancar o estado transiente
(6/r=0,1) em um ume de 1 um de raio para uma espécie hipotética cujo coeficiente de
difusdo diminui comparativamente ao da d4gua em outros meios com maior viscosidade,

como € o caso das microemulsdes.

Tabela XI - Tempos caracteristicos de estado transiente (6/r=0,1) em um ume de 1 um de
raio para diferentes valores de coeficiente de difusao

D (cm’s™) 10° 10° 10”7

t (s) 10° 10° 10

Portanto, em razao do coeficiente de difusdo do ferroceno na microemulsado (5
107 ecm® s) ser menor daquele obtido em solventes organicos (1,5 10> cm” s em THF
contendo 0,1 mol L de perclorato de tetrabutilaménio)’* e do que o da maioria das
espécies em solugdo aquosa (da ordem de 10° cm?® s™), é possivel realizar neste meio
medidas por voltametria ciclica em um ultramicroeletrodo empregando velocidades de

varredura convencionais.

A partir dos voltamogramas ciclicos mostrados na Figura 4.21 para a oxidacao

do ferroceno em um ultramicroeletrodo de Pt, foram obtidos os dados da Tabela XII.
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Tabela XII - Potenciais de pico anddico (Ep,) e catodico (E,.) e correntes de pico anddica

(Ipa) e catodica (I,;) obtidos por voltametria ciclica, em diferentes velocidades de
varredura. Ultramicroeletrodo de Pt de 1 um de raio vs. eletrodo de referéncia de AgCl/Ag

) N -1
em microemulsdo contendo 20 mol L™ de ferroceno.

v Epa/ Volt E,./ Volt pa/ PA Ipe/ PA
5 0,68 0,43 500 575
10 0,69 0,38 575 850
20 0,72 0,35 675 875
50 0,79 0,30 925 1050
100 0,83 0,26 1100 1100
200 0,87 0,25 1150 1125

A Figura 4.22 mostra que a relagdo entre i, € v” ¢ linear para as velocidades de
varredura do potencial de 5, 10, 20, 50 ¢ 100 mV s porém a 200 mV s houve uma

A . -1 . ~ . . .
mudanga nesta tendéncia e, a 500 mV s™, as curvas apresentaram distor¢des significativas.

O comportamento verificado para oxidacdo do ferroceno em microemulsdo, que
mostra a perda da linearidade da relag@o corrente de pico anddica versus a raiz quadrada da
velocidade de varredura, quando a velocidade aumenta, indica que o processo de
transferéncia de carga neste meio se da sob condi¢gdes de quase-reversibilidade, pois com o
aumento da velocidade de varredura, o processo passa a sofrer controle cinético. Ainda,
considera-se que nas velocidades superiores a 100 mV s pode haver um acumulo do
produto da reagdo (ion ferricinio) nas imedia¢des do eletrodo, dificultando a chegada do
ferroceno a superficie do eletrodo de trabalho. Este acimulo ocorre provavelmente em
funcdo da viscosidade elevada da microemulsdo e por ser o ion ferricinio soluvel
preferencialmente nas goticulas de 4gua. Assim sendo, sua difusdo da superficie do

eletrodo para o centro do sistema ocorre lentamente.
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Figura 4.22 — Relagio entre v e corrente de pico anddica, para microemulsdo contendo 40,0 % de
oleo, 43,2 % de pentanol, 10,8 % de SDS, 6,0 % de agua e 2 102 mol L™ ferroceno. Eletrodo de
trabalho ume de Pt vs. eletrodo de referéncia de AgCl/Ag, v =10, 20, 50, 100, 200 e 500 mV s,

A condicao de reversibilidade para o processo de transferéncia de um elétron de
uma espécie eletroativa no estado estaciondrio, pode ser estimada através do critério de
Tomes (AE = E34 — Ej14), cujos dados sdo obtidos do Voltamograma.33 Dados mais precisos
sobre a reversibilidade ou ndo do sistema requerem a analise matematica da curva E versus
[(iim - 1)/i] ?* (ver Figura 4.23). Para a oxidacdo do ferroceno em microemulsdes,
constatou-se uma certa irreversibilidade do processo, pois o valor encontrado para o
coeficiente angular da reta foi de 0,095, portanto superior a 0,059, valor que indica a

reversibilidade para processos envolvendo 1 elétron.

Ainda, a partir dos testes de diagnostico da teoria da voltametria ciclica,
confirmou-se que o processo se aproxima das condi¢des de quasi-reversibilidade (Tabela

XII e Figura 4.22).%> 3¢
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Figura 4.23 - Relacdo E vs. log 1/(iim — 1) obtida a partir de um voltamograma linear da
oxidagdo de 2 10? mol L de ferroceno em microemulsdo. Ume de Pt vs. AgCl/Ag e

velocidade de varredura 1 mV s,

Considerando que os acidos graxos livres presentes nos 6leos vegetais resultam
da decomposicao dos triacilglicerdis (TAGs), os quais apresentam carater eletroativo e
cuja natureza indica a origem do 6leo, foram realizados experimentos para investigar
seu comportamento eletroquimico. Os TAGs presentes no 6leo de soja sdo formados
pelos acidos oléico (21,4 %), linoleico (56,1 %), linolénico (7,2 %) e palmitico (15,3

37 y . . ’
%),”" portanto, os acidos graxos correspondentes podem ser encontrados livres no 6leo.

Os voltamogramas de uma microemulsdo sem e com a adi¢do de acido oléico
nas concentracdes de 3, 5 ¢ 7 107 mol L' e, pentanol como co-surfactante foram
conduzidos na velocidade de varredura de 2 mV s’ usando um ume de Pt em meio

desaerado (Figura 4.24).
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Considerando que a corrente limite da onda com E;; em torno de -0.60 V
observada na regido catddica aumenta linearmente com a concentragdo de acido oléico na

microemulsio (r* = 0,99993), ela foi atribuida & redugio deste composto.

Observa-se ainda que o E;, ¢ levemente deslocado para potenciais mais

negativos com o incremento da concentra¢cdo de acido graxo.

=

Figura 4.24 — Voltamograma da microemulsdao contendo 40,0 % de oleo, 43,2 % de
pentanol, 10,8 % de SDS e 6,0 % de agua, (a) sem acido oléico; (b) com 3 102 mol L' de
acido oléico, (c) com 5 10% mol L'; (d) com 7 10 mol L™ de 4cido oléico. Eletrodo de

trabalho ume de Pt, eletrodo de referéncia AgCl/Agev=2mVs".

A eletro-reducdo dos acidos graxos €, de fato, a redugdo do hidrogénio do grupo

carboxilico, formando o 4nion carboxilato.”® Verifica-se que nenhuma onda de oxidacio
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adicional aparece na regido anodica na presenca de acido oléico e nenhuma mudanca
expressiva na corrente limite da oxidagdo da dgua é observada. Entretanto, um leve
deslocamento para potenciais mais positivos dos valores de E;/; para a oxidacdo da agua,
bem como o deslocamento de E;, na regido catédica, indicam um decréscimo na
condutividade elétrica das microemulsdes. Estes resultados confirmam os dados da
literatura de que a oxidagdo dos 4cidos graxos livres em eletrodo de Pt ocorre somente em

elevadas densidades de corrente (>1 A cm?).*®

A pequena onda de reducdo observada em -0.60 V para a microemulsio sem a
adicao de &cido oléico (veja Figura 4.24) indica a presenga de baixas quantidades de

acidos graxos livres no 6leo de soja.

Desta forma, os resultados descritos indicam que métodos eletroanaliticos,
empregando ultramicroeletrodos, permitem determinagdes quantitativas de espécies em
microemulsdes de agua em 6leo de soja. Enfatiza-se que ndo ¢ do nosso conhecimento que
estudos eletroquimicos em microemulsdes de dgua em 6leos vegetais, do tipo w/o, tenham

sido reportadas na literatura até o momento.
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4.7 ELETROFORESE CAPILAR

4.7.1 Estudos utilizando microemulsoes

Uma microemulsao reversa constituida por uma pequena quantidade de tampao
aquoso, dodecil sulfato de sdédio e um excesso de 1-pentanol, na razdo de 1:4 SDS:élcool,
foi investigada neste trabalho como BGE e como meio para introduzir as amostras de
gordura diretamente no capilar. Uma série de solutos neutros e anidnicos foram usados
como analitos, e o possivel mecanismo capaz de explicar a separacdo observada sera
discutido na sequéncia. Hidrocarbonetos como fase orginica sdo normalmente empregados
em RMEEKC, porém nao ¢ do nosso conhecimento que solventes polares imisciveis em
agua como 1-pentanol na forma de microemulsdo tenham sido usados como eletrolito de

corrida até a realizagdo do presente estudo.

No trabalho de Fung-Kee-Fung e Post,” foi utilizada uma microemulsdo de w/o
contendo bis(2-etil-hexil)sulfosuccinato de sodio (AOT), agua e decano; Altria e
colaboradores™ empregaram uma microemulsdo composta por SDS, 4gua, butanol e

octano em estudos similares.

Uma propriedade interessante das microemulsdes reversas (w/o0), constituidas
por uma pequena quantidade de tampao aquoso, dodecil sulfato de sddio e um excesso de
1-pentanol, ¢ a habilidade de dissolver simultaneamente gorduras e solugdes aquosas, por
exemplo, com um conteudo 6timo de 15 % de agua: mais do que 30 % de gordura foi
dissolvido na microemulsdo contendo SDS e I-pentanol na razio de 1:4.*' Esta

propriedade foi usada para determinar anilina em 6leo vegetal sem extracio prévia. **

4.7.1.1 Estudos preliminares e separaciao dos solutos sondas

Usando polaridade negativa, obteve-se a separacdo de diversos solutos
adicionados a microemulsdo. Entretanto, a reprodutibilidade dos tempos de migracao ndo
foi satisfatéria. Diversos modificadores de parede, como: 0,01 a 1 % de HEC, 0,1 %

PVAe 1 x 10%a2 x 10? % de brometo de hexadimetrina foram experimentados na
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tentativa de contornar este problema, porém, ndo se obteve sucesso com qualquer destes. A
reprodutibilidade s6 foi melhorada quando se executou o condicionamento prévio do

capilar com NaOH seguido por IBPI, como indicado na parte experimental.

A Figura 4.25 mostra dois eletroferogramas com os picos de diversos solutos,
entre os 23 solutos avaliados, incluindo compostos anidnicos e neutros com diferentes
hidrofobicidades, salicilato e ftalato mostraram o mais curto e mais longo tempo de
migragao, respectivamente, sendo eles 16,0 £ 1,5 e 22,5 + 2,0 min obtidos de 10 injegdes
executadas em dias diferentes. O tempo de migracdo do salicilato mostrou-se sempre muito
mais curto que o de qualquer outro soluto, com uma diferenca de aproximadamente 2,5
min em relacdo ao pico do soluto mais proximo, 3.,4,5-trimetoxibenzoato (aprox. 18,5
min), os outros solutos apareceram compreendidos dentro de uma janela de
aproximadamente 4 min. Piromelitato também saiu no mais longo tempo de migragao,
sobrepondo-se ao pico de ftalato, enquanto tereftalato saiu proximo, porém a um tempo de

migracdo um pouco menor (aprox. 22 min).
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Figura 4.25 — Eletroferogramas obtidos em um BGE constituido por uma microemulsao
de w/o preparada com um tampdo aquoso de Tris 4 102 mol L' em pH 8,4, registrado a
240 nm. Solutos (500 pg mL™ de cada soluto injetados em microemulsdo): salicilato (I), 2-

aminoantraquinona (A), anilina (B), 3,4,5-trimetoxibenzoato (C) e ftalato (II).
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Para remover a incerteza devida ao deslocamento dos picos ao longo do eixo do
tempo entre sucessivas inje¢des, e para melhor comparar os resultados obtidos com
diferentes condi¢des de trabalho, salicilato e ftalato foram usados como referéncias do

tempo de migracdo. Para este proposito, usou-se:

tp' = (tII—lR)/(Z]]—Z]) (44)

onde tg, t1 € fiy sdo os tempos de migragdo do soluto, do salicilato e do ftalato,
respectivamente. De acordo com a Eq. (4.4), tz' deveria aproximar-se de 1 para solutos
com tempo de migracdo curto, proximo ao do salicilato, e de 0 para solutos com longos
tempos de migracdo, proximo ao do ftalato. Os valores de #;’ para uma série de solutos
anidnicos e neutros com diferentes hidrofobicidades, injetados na presenca de salicilato e

ftalato, sdo mostrados na Tabela XIII.
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Tabela XIII — Tempo de migragdo relativo (¢z") € mobilidade relativa (p,) de acordo com as

equagdes 4.4 ¢ 4.8 e, desvio padrio (o) do tempo de migragdo absoluto, para diversos solutos

em uma microemulsdo de w/o com fase continua polar

Tampao e pH Soluto (carga) tr' , c
Tris, pH 8.4 Ftalato (-2) 0 0 1,47
Piromelitato (-4) 0 0 1,47
DMSO (0) 0,15 0,12 1,10
Tereftalato (-2) 0,19 0,13 041
DMFA (0) 0,21 0,17 1,50
Sulfaguanidina (0) 0,23 0,19 1,19
N-Metilformamida (0) 0,30 0,23 -
PG (provavelmente 0) 0,31 0,25 0,18
OG (provavelmente 0) 0,31 025 0,18
Acetona (0) 0,32 0,26 0,69
5-Sulfénico salicilato (-2) 0,36 0,30 -
Tri-linoleina (0) 0,38 0,32 0,81
Tri-oleina (0) 0,38 0,32 0,81
a-Tocoferol (provavelmente 0) 0,38 0,32 0,81
Anilina (0) 0,40 0,32 1,38
Tolueno (0) 0,41 0,35 -
tert-butil-hidroxianisol (provavelmente 0) 0,44 0,37 0,22
tert-butil-hidroxiquinona (provavel. 0) 0,44 037 022
2-aminoantraquinona (0) 0,47 039 0,56
Sulfaquinoxalina (0) 0,50 0,43 1,07
Benzoato (-1) 0,52 0,44 1,15
Tri-metoxibenzoato (-1) 0,62 0,54 224
Salicilato (-1) 1 1 0,86
Tris, pH 9.5 PG (0) 0,33 0,28 1,66
OG (0) 0,33 0,28 1,66
Etanolamina, pH 10 PG (0) 0,30 0,26 0,39
OG (0) 0,30 0,26 0,39
Dipentilamina, pH 10 PG (0) 0,29 0,24 1,44
0G (0) 0,29 024 144
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Diversos solutos neutros, incluindo acetona, DMSO, N-metilformamida,
DMFA, anilina e tolueno, foram injetados como potenciais marcadores de EOF. Com
indicado na Tabela XIII, os picos destes compostos foram distribuidos ao longo de um
ampla faixa de tempos de migragdo. A polaridade negativa usada para observar os picos,
indicou um EOF invertido, e provavelmente o tempo de migracdo do mesmo ndo estaria
longe daquele dos marcadores hidrofobicos, como anilina e tolueno, que localizam-se
preferencialmente na fase continua; entretanto, um valor confidvel ndo pode ser
determinado, em fun¢do destes solutos hidrofoébicos também poderem interagir com a
superficie hidrofobica das goticulas e com os ions dodecil sulfato livres na fase continua.
Com um EOF invertido, e usando polaridade negativa, a ordem esperada para os picos em
MEKC e MEEKC, no sentido de baixos para altos tempos de migragdo, ¢: piromelitato <
anions com dupla carga < anions com carga simples < solutos neutros. Entretanto, a ordem
realmente observada foi: anions com carga simples < solutos neutros < anions com dupla
carga ~ piromelitato. Este fato sugere que o mecanismo de separacdo em uma
microemulsdo de w/o ¢ mais complexo que em outros meios. O possivel mecanismo de
separacdo que poderia explicar os resultados obtidos, também confere um significado

fisico-quimico para #z’, e estes sdo propostos e discutidos adiante, no item 4.7.1.8 .

4.7.1.2 Influéncia da temperatura, pH e composi¢cao do tampao

Para avaliar a influéncia da temperatura, pH e composi¢cdo do tampao, usou-se
misturas de salicilato, ftalato, tereftalato, piromelitato e PG ou OG. Utilizando-se tampao
Tris pH 8,4, nas temperaturas de 35 e 45 °C verificou-se uma redugdo nos tempos de
migracdo em relagdo a temperatura de 25 °C, provavelmente pela diminui¢do da
viscosidade da microemulsdao. Entretanto, os valores 7z’ permaneceram aproximadamente

0SS MESMmos.

Alterando-se o pH do tampao Tris de 8,4 para 9,0 ou 9,5, ndo se observou
mudancas significativas dos tempos de migragdo absolutos ou relativos destes solutos.
Também ndo houve alteracdes expressivas quando substituiu-se o tampao Tris por
etanolamina a pH 9,0 e 10,0, e por dipentilamina a pH 10.0 (veja Tabela XIII). Como
mostrado na Figura 4.26, quando o pH do tampao Tris foi reduzido para 7,0, os tempos de

migracao absolutos de todos os solutos aumentaram, mas a localizacao relativa dos picos,
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estimada por #z', permaneceu a mesma. Resultados similares foram também obtidos com
trietanolamina em pH 7,8. Os mais longos tempos de migracdo obtidos nestes valores de
pH podem ser explicados assumindo-se uma redu¢do do EOF. A janela de separacdo,
delimitada pelos picos do salicilato e do ftalato, foi ampliada pela redu¢dao do pH, de

aproximadamente 6,5 min em pH 8,4 para aproximadamente 10 min em pH 7.0.
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Figura 4.26 — Eletroferogramas obtidos nos valores de pH e temperatura indicados nos
tragos; BGE constituido por uma microemulsao de w/o preparada com um tampao aquoso
de Tris 4 10? mol L' em pH 8.4, registrado a 240 nm. Solutos: salicilato (I), OG (A),
tereftalato (B), piromelitato (C) e ftalato (II).

4.7.1.3 Injecao de dleos vegetais e gorduras

Os dados da Tabela XIII foram primeiramente obtidos por inje¢do da

microemulsao na auséncia de gordura, entdo, misturas de salicilato, ftalato e outros solutos,
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foram também preparadas em azeite de oliva refinado, diluidas na propor¢ao de 1:4 (p/p)
com a microemulsdo e injetadas. Constatou-se que os tempos de migragao dos solutos ndo
foram modificados pela presenga do azeite, entretanto, como pode-se ver na Figura 4.27,
surgiu um pico adicional em #z' = 0.38 (aprox. 18,6 min). A existéncia do mesmo pico em
tr' = 0,38 foi verificada quando injetou-se microemulsdes preparadas sem gordura, mas
aditivada com salicilato e ftalato, contendo TAGs como trioleina ou trilinoleina. O
espectro de UV deste pico mostrou que ele ndo apresenta um maximo de absor¢do, mas
uma absorbancia residual, por crescer abaixo de 205 nm. Este espectro mostrou-se muito
similar aquele obtido para o pico em #z' = 0,38, que surgiu na presenca do azeite de oliva.
Assim, considerou-se que este pico € oriundo dos componentes da gordura, principalmente

dos TAGs insaturados.
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Figura 4.27 — Eletroferogramas monitorados nos comprimentos de onda indicados nos
tracos; BGE constituido por uma microemulsao de w/o preparada com um tampao aquoso
de Tris 4 10” mol L em pH 8,4, registrado a 240 nm. Amostra de azeite de oliva aditivada
com salicilato (I), BHA (A), BHQ (B), PG (C), OG (D) e ftalato (II) foi misturada com a
microemulsdo (razdo 1:4 em peso) e injetada (500 pg mL™ de cada soluto na mistura); pico

E refere-se aos TAGs do azeite de oliva.
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Investigou-se também a possibilidade de deteccao dos antioxidantes sintéticos e
tocoferdis nas amostras de oleos vegetais. Como mostrado na Figura 4.27, os tempos de
migracdo dos pares PG/ OG e BHA/ BHQ ficaram préximos ao dos TAGs, entretanto, os
picos dos antioxidantes sintéticos foram bem observados em 295 nm, onde os fenois tém
um maximo de absor¢do ¢ a absortividade dos TAGs ¢ baixa. Talvez devido a redugao da
viscosidade das microemulsdes, o tempo de migracdo relativo dos TAGs diminuiu por
aumento da temperatura do capilar, sendo 72" = 0,38 a 25 °C, mas #z'= 0,51 a 45 °C. Ainda
assim, os pares PG/ OG e BHA/ BHQ nao foram resolvidos mesmo usando de diferentes

tampdes ou aumento da temperatura do capilar.

Verificou-se que a-tocopherol também apresenta um #z’ = 0,38, coincidindo
com o tempo de migracdo dos TAGs. Assim, preparou-se em microemulsdo uma amostra
de azeite de oliva aditivado com 0,35 % de a-tocopherol e injetou-se em CE. Constatou-se
que na mistura, o a-tocopherol poderia ser distinguido dos TAGs através da observacao
em diferentes comprimentos de onda, pois a-tocopherol produz um pico mais intenso em
295 nm do que em 240 nm. Também, usou-se o software MATLAB para recuperar o
electroferograma do a-tocopherol sem a interferéncia dos TAGs ou outro componente do
6leo. A repetibilidade dos tempos de migracdo relativos dos TAGs foi avaliada através da
injecdo de azeite de oliva refinado em dias diferentes, obteve-se assim #z' = 0,38 + 0,02 (n
= 7). Quando substituiu-se o azeite de oliva por 6leo de soja, milho ou girassol, ou ainda
por gordura animal (toucinho de porco), os resultados obtidos foram idénticos aqueles

mostrados nos eletroferogramas na Figura 4.27.

4.7.1.4 Mobilidade das goticulas e particio entre as fases

Para os propositos deste trabalho, distinguem-se dois tipos de microemulsdes
w/0, ou seja, aquelas constituidas por um surfactante anidnico, dgua ¢ um excesso de
hidrocarboneto, a qual tem uma fase continua apolar (microemulsdo NCP), e aquelas que
tém uma fase continua polar (microemulsao PCP), na qual um solvente polar, como 1-
pentanol, ¢ usado em maior quantidade que um hidrocarboneto. O possivel mecanismo de
separacdo e a importancia relativa destes dois tipos de sistema de microemulsdes sdo

discutidos a seguir. Do ponto de vista d¢ RMEEKC, uma diferenca importante ¢ que os
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ions livres ndo podem estar presentes na fase continua de uma microemulsao NCP, pois
esta ndo poderd solvata-los, sendo que a situacdo oposta ¢ viabilizada em uma
microemulsdo PCP. Assim, em microemulsdes NCP, a carga liquida das goticulas seria
zero, em fungdo das cargas das cabegas do surfactante estarem compensadas por aquelas
dos ions contidos nas goticulas, e ndo devem existir ions na fase continua para carregar a
superficie externa das goticulas. Por outro lado, contra-ions associados poderiam carregar a
superficie externa das goticulas nas microemulsdes PCP. Assim, as cargas negativas do
surfactante na interface das goticulas poderia estar compensada pelos cations do interior e
por aqueles associados externamente. Contudo, a carga liquida das goticulas de dgua em
microemulsdes PCP deve ser pequena, menor do que a das goticulas de o6leo em
microemulsdes de o/w, em fun¢do da menor polaridade e constante dielétrica de solventes

polares imisciveis em relagdo a agua.

As consequéncias sao que em microemulsdes NCP a mobilidade das goticulas
de 4gua em relagdo a fase continua seria zero, e em microemulsdes PCP a mobilidade deve
ser diferente de zero, embora com valores inferiores aos encontrados em fases continuas
aquosas, como micelas (MEKC) e microemulsdes o/'w (MEEKC). Em MEKC e MEEKC
normal, um soluto neutro que esta sofrendo particdo entre as fases, necessariamente exibira
uma mobilidade diferente de zero, que torna possivel a separagdo, enquanto que em
RMEEKC a eficiéncia da separacdo dos solutos neutros, vista exclusivamente através da
parti¢do entre as fases, ndo ¢ factivel usando uma microemulsdo NCP, e seria possivel com
uma PCP, entretanto, com rendimentos de separagdes inferiores aqueles produzidos por
solucdes micelares e microemulsdes o/w. Ainda, desde que todos os fons livres estejam
contidos dentro das goticulas aquosas, os solutos idnicos ndo seriam separados usando uma
microemulsdo NCP. Ao invés disto, em microemulsdes PCP, solutos idnicos capazes de
ser solvatados pela fase continua polar seriam separados por sua propria mobilidade
eletroforética e pela partigdo entre as duas fases. Esta Ultima contribui¢do pode ser
importante para solutos idnicos, desde que os ions livres na fase continua podem ter grande
mobilidade, enquanto que, independentemente de suas cargas, ions contidos dentro das

goticulas exibiriam baixa mobilidade.

Provavelmente em fun¢do dos ions estarem aprisionados dentro das goticulas,
solutos anidnicos (acido benzodico e derivados) nao foram separados em uma microemulsdo

de agua/ AOT/ decano, entretanto, um soluto neutro (benzofenona) apareceu em um tempo
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de migracdo ligeiramente menor que dos solutos anidnicos.”” Benzofenona provavelmente
sofreu particdo entre as fases, mas as goticulas ndo eram carregadas € ndo se moviam em
relacdo a fase continua, desta forma, a separacdo de solutos anidnicos ndo teria sido
produzida por nenhuma destas formas. Adicionalmente a particdo entre as fases, outro
mecanismo de separacdo estaria presente nesta microemulsao NCP. Como seréd discutido
na seccao 4.7.1.6, uma possivel explicacdo da separagdo observada pode ser derivada da

presenga de percolacdo da fase aquosa através da fase continua orgénica.

Para a microemulsio PCP usada neste trabalho, a aparente mobilidade
eletroforética das goticulas seria indicada pelos marcadores hidrofilicos. Tendo em vista
que, os picos dos marcadores hidrofilicos neutros usados ficaram distribuidos ao longo de
uma ampla faixa de tempos de migragao, os valores de #z' em ordem crescente foram: 0,15
para DMSO, 0,21 para DMFA, 0,30 para N-metilformamida e 0,32 para acetona.
Considerando que a interacdo hidrofobica destas pequenas moléculas com os ions do
surfactante ndo ¢ favorecida, a separagdo destes seria atribuida a parti¢do entre as fases. As
importantes diferengas entre os tempos de migragdo destas moléculas suportam a hipotese
da mobilidade das goticulas ser diferente de zero em microemulsdo PCP. Ainda, os
grandes valores dos tempos de migragao dos marcadores hidrofilicos como DMSO, ¢ o
menor tempo de migracdo das moléculas pequenas e hidrofobicas como a anilina e tolueno,
sugerem que em relagdo a fase continua, as goticulas movem-se em sentido contrario, em
diregdo ao catodo. Este fato se tornaria possivel pela presenca de cations solvatados na

interface goticula/monocamada.

4.7.1.5 Influéncia da hidrofobicidade e carga dos solutos

Quando avaliou-se os diversos pares de solutos, relacionados pelas estruturas
moleculares, como 2-aminoantraquinona/ anilina, tri-metoxibenzoato/ benzoato e
sulfaquinoxalina/ sulfaguanidina, verificou-se que existe uma relacdo entre os tempos de
migracao e a hidrofobicidade (Tabela XIII), ou seja, o mais hidrofobico de cada par
aparece sempre em menor tempo de migragdo. Este fato pode ser explicado pela existéncia
de particao entre as fases e interagdes hidrofobicas com os ions do surfactante na fase

continua.
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Devido a possivel mobilidade cationica das goticulas, a particdo entre as fases
retardaria o soluto mais hidrofilico do par e, devido as interagdes hidrofobicas com os ions
do surfactante, o soluto mais hidrofobico seria adicionalmente acelerado em dire¢do ao

anodo (proximo ao detector).

Nenhum dos fendis usados mostrou variagdes relevantes de 7z’ quando
submetidos aos diferentes pHs produzidos pelos varios tampdes empregados (7,0 a 10,0),
sugerindo assim, que todos eles estavam protonados em todos os experimentos realizados.
De acordo com os seus pKa em agua, estariam presentes em pH 8,4 fen6is em forma neutra
(como BHA, com pKa = 12,5) e anidnica (como galatos de alquila com pKa = 7,8),
entretanto, sabe-se que em funcdo do acimulo de cargas negativas, em meios organizados
contendo SDS a desprotonagdo ocorre em 2 a 3 unidades de pH maior que o pH indicado
pelo correspondente pKa em agua.® *® Também devido a constante dielétrica mais baixa e
acidez mais alta do solvente em relagcdo a adgua, a protonacao ¢ favorecida em 1-pentanol.
Desta forma, assumindo-se que todos os fendis usados estavam protonados, considera-se
que os anions de carga simples sairam sempre em menores tempos de migragdo do que os
solutos neutros (veja Tabela XIII). Os mais baixos tempos de migragdo dos derivados do
acido benzoico (1 > ' > 0,5) em relacdo aos fenois protonados e outros solutos neutros
(0,5 > 1z’ > 0,2) indicam que, adicionalmente a particdo entre as fases e as interacdes
hidrofébicas com os ions do surfactante, a carga influenciou fortemente no mecanismo de

separagdo dos anions com carga simples em relacdo aos solutos neutros.

O mecanismo discutido acima pode explicar a ordem de hidrofobicidade
decrescente dentro dos pares formados por solutos com uma estrutura quimica semelhante,
bem como a ordem em fun¢do das cargas, porém, o fato dos solutos neutros sairem antes
daqueles com dupla carga como tereftalato, e este aparecer antes de ftalato e piromelitato
(que saem juntos) ainda ndo foi explicado. Uma possivel explicag¢do para este fato ¢ que os
solutos mais hidrofilicos, como ftalato e piromelitato, estejam aprisionados dentro das
goticulas de agua. Isto explicaria o porqué destes dois ions, apesar de apresentarem
diferente nimero de cargas, nao terem sido separados um do outro, ¢ poderia também
suportar a hipdtese da mobilidade catodica das goticulas em relacdo a mobilidade do EOF.
Esta evidéncia foi refor¢ada pelo tereftalato que ¢ muito menos solivel em agua que
ftalato, assim, este estaria parcialmente presente na fase continua; este fato explicaria seu

menor tempo de migracdo em relagao ao ftalato. O outro anion de dupla carga, 5-
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sulfonico-salicilato, em fungcdo de sua estrutura molecular particular, exibe um

comportamento intermediario ao do salicilato e outros anions de dupla carga.

4.7.1.6 Influéncia da percolacio

Em microemulsdo NCP, o inicio da percolagdo da fase aquosa através da fase
oleosa ¢ percebido pelo incremento da condutividade, que ocorre bruscamente quando a
quantidade de agua sobrepassa um valor critico. Algum grau de percolacio entre as fases
foi constatado neste estudo, em especial para 20 % de agua, valor que estd ligeiramente
acima da regido de inicio da percolagdo (18 % de 4gua), descrita por Fung-Kee-Fung.”® A
mobilidade dos solutos presentes na fase dispersa ¢ provavelmente modificada pela
percolagdo. Utilizando-se uma microemulsdo NCP e polaridade negativa, Fung-Kee-Fung
relata que benzofenona apresenta menor tempo de migracao que os derivados de acido
benzéico.”” Um possivel mecanismo que explique essa situagdo é aquele que considera as
interagdes hidrofdbicas da benzofenona com os ions AOT na fase aquosa. fons AOT livres
deveriam estar presentes na fase aquosa em concentracdo acima da concentragdo micelar
critica. Quando a percolacdo esta presente, os solutos associados aos ions AOT na fase
aquosa poderiam migrar de uma goticula para outra, adquirindo assim, alguma mobilidade

anodica.

A possivel presenca de percolagdo entre as fases na microemulsdo PCP, usada
neste estudo, foi estudada por meio de medidas de condutividade, os resultados sdo
mostrados no grafico da Figura 4.28 de condutividade versus a percentagem de agua para
uma microemulsdo constituida de SDS/ 1-pentanol na razao de 1:4 m/m. A regido abaixo
de 7,5% de 4gua ndo foi examinada, em func¢do de ndo ser possivel solubilizar o SDS na
mistura em concentragdes de dgua inferiores a esta, de fato, o primeiro ponto da curva foi
medido na presenca de certa turbidez. A curva da Figura 4.28 foi obtida usando somente
agua, mas a condutividade das microemulsdes preparadas com 15 % de solugdo aquosa do
tampdo Tris 4 107 mol L™ em pH 8,4 foi quase a mesma daquela preparada com 15 % de
agua pura. A significativa concentracdo de ions do surfactante livres na fase continua, com
alguma contribuicdo de percolacdo, pode explicar a condutividade, que foi bastante alta
(0,65 mS cm™ a 25 °C) apesar do baixo conteudo de dgua (15 %), que corresponde a uma

razao de 1-pentanol/ dgua de aproximadamente 4,5. O incremento da condutividade, apesar



181

de ndo mostrar valores criticos de variacdo por duas ordens de grandeza, pode ser
interpretado como devido a presenca de percolagdo a muito baixas concentragdes de agua,
aumentando progressivamente quando a quantidade de d4gua também aumenta. Além disso,
nota-se no grafico da Figura 4.28 que hé duas tendéncias de incremento da condutividade,
até cerca de 18% de agua a taxa de incremento ¢ mais baixa que acima de 18%, sugerindo
que ocorre uma mudanga na microestrutura da microemulsdo. Como sugerido para a
microemulsdo NCP, o efeito de uma baixa ou moderada percolagdo pode ser o incremento
da mobilidade dos solutos na fase dispersa. Usando polaridade negativa, os ions de SDS
livre, que estariam presentes na fase aquosa, arrastariam os solutos associados até o anodo,

contribuindo assim para a separacao dos solutos hidrofébicos e hidrofilicos.

Condutividade (mS cm'1)
N
1

10 20 30 40 50
% Agua

Figura 4.28 — Condutividade versus percentagem de 4gua para a microemulsdo constituida

por agua e 1:4 SDS/ 1-pentanol (25 £ 1 °C).

4.7.1.7 Resumo dos mecanismos de separacio propostos em microemulsoes de w/o

Ao longo da discussdo acima, foi proposto para explicar a separacao de solutos
neutros em microemulsdo de w/o PCP os seguintes mecanismos: (i) a parti¢do entre as
fases em um meio onde as goticulas de agua tém uma carga liquida positiva, assim

exibindo uma mobilidade catddica; (ii) a associacdo dos solutos hidrofébicos com os ions
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livres do surfactante na fase continua; e (iii) em presenca de percolagdo, a contribuicao das
interagdes hidrofobicas dos solutos com os ions livres do surfactante na fase dispersa, os
quais estdo resumidos na Tabela XIV. Adicionalmente, a alta mobilidade dos anions
monocarregados em microemulsdo PCP foi explicada como devida a presenga das cargas,
enquanto que a aparente baixa mobilidade dos anions de dupla carga e do piromelitato foi

explicada assumindo-se que estes ions estariam aprisionados dentro das goticulas.

Os mecanismos também explicam a separacdo extremamente pobre observada
em microemulsdo NCP.* Primeiro, os fons livres ndo podem ser separados pela particio
entre as fases, porque eles nao estdo presentes na fase continua, e solutos neutros também
ndo podem ser separados pelo mecanismo de parti¢do entre as fases, porque a mobilidade
das goticulas ndo carregadas em relagdo a da fase continua ¢ zero. Além disto,
considerando que ndo existem ions livres do surfactante presentes na fase continua apolar,
a modificagdo da mobilidade dos solutos neutros pelas interagdes hidrofobicas com os ions
do surfactante nesta fase ¢ impossibilitada. A separacdo pobre encontrada em
microemulsdo NCP poderia ser explicada pelas interagcdes hidrofobicas dos solutos com os

ions livres do surfactante na fase dispersa quando existe percolagio.
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Tabela XIV — Mecanismos de separagao propostos de solutos neutros e anidonicos em microemulsao w/o constituida por surfactantes anionicos

Mecanismo Efeito esperado
Mobilidade das goticulas e - Devido falta de carga e de mobilidade das goticulas em relacdo a fase continua, os solutos neutros ndo devem sofrer
particdo entre as fases particdo entre as fases nas microemulsdo NCP, impossibilitando separagdes por este mecanismo.

- Os baixos tempos de migragdo dos marcadores hidrofébicos como tolueno, os tempos de migragao intermediarios dos
marcadores hidrofilicos como DMSO e ainda, os tempos longos de ftalato e piromelitato, sugerem que as goticulas
apresentam uma mobilidade catodica liquida em microemulsdo PCP constituida por dgua, SDS e /-pentanol. Em fungao
da mobilidade das goticulas, a parti¢ao entre as fases contribui para a separagdo dos solutos neutros em microemulsdo
PCP.

- Utilizando microemulsao PCP e modo de polaridade reversa, os anions aprisionados dentro das goticulas sofrem um
retardo de tempo em relagdo aos solutos neutros hidrofilicos. Solutos neutros e anidnicos (se estiverem presentes na fase
continua) sdo acelerados em direcdo ao detector, tanto mais quanto maior a hidrofobicidade do soluto; devido a presenca

de carga, os anios migram primeiro.

Associacdo com ions livres do - Em microemulsdao NCP nao existem ions livres do surfactante na fase continua.
surfactante na fase continua - Em microemulsdo PCP, a mobilidade anddica tanto dos solutos neutros como dos anidnicos sdo refor¢adas por
associagdes solvofobicas com os ions livres do surfactante na fase continua. No modo de polaridade reversa, este fato

incrementa a separagao dos pares de solutos hidrofébicos e hidrofilicos de estruturas moleculares semelhantes.

Percolacao de fases e associagao - A percolacdo normalmente estd presente em microemulsdo PCP, mas em microemulsdo NCP esse efeito deve ser mais
com ions do surfactante na fase eXpressivo.
dispersa - A percolagdo pode incrementar a mobilidade catddica de solutos neutros e anidnicos e, as associagdes solvofobicas

com os ions do surfactante na fase aquosa, também podem contribuir para a separagao.
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4.7.1.8 Fatores de retencio e mobilidades

Em MEKC, o fator de retencdo, k, ou razdo entre a quantidade de soluto nas
fases micelar e continua, ¢ normalmente calculada para solutos neutros. Um fator
equivalente pode ser definido em RMEEKC, como a razdo entre a quantidade de soluto nas

fases continua e dispersa:

ko= & teor (4.5)
t
t 1 R
EOF th|

onde tzor € 0 tempo de migragcdo do EOF da fase continua, e 75 ¢ o tempo de migracdo das
goticulas, que em MEEKC e RMEEKC ¢ equivalente ao tempo de migracdo das micelas
em MEKC. Baseando-se na interpretagdo dada acima, #; seria provavelmente marcado por
ftalato e por piromelitato; no entanto, como mencionado anteriormente, ndo se encontrou
um marcador confidvel para o tzor, pois, solutos pequenos, hidrofébicos e neutros, como
tolueno e anilina, provavelmente, interagiram com a superficie das goticulas e com os ions
de dodecil sulfato livres na fase continua. Portanto, valores confiaveis de k& e mobilidade
eletroforética do EOF (uzor), € das goticulas e solutos em relagdo ao EOF (ug e pg),

respectivamente, ndo poderam ser obtidos.

Em auséncia de um marcador adequado do EOF, para calcular a mobilidade
eletroforética dos solutos em relagdo a das goticulas, torna-se conveniente descrever a
migracdo em RMEEKC. Assim, admitindo ftalato como um marcador adequado para as

goticulas, a mobilidade aparente das goticulas seria aproximadamente dada por:

Hoe = Mg T Hpor = % =-3,1x10" m* V's" (4.6)

I

onde L' ¢ o comprimento do capilar do extremo de inje¢do até a janela de deteccdo; £ € o

campo elétrico, calculado como a razdo entre a voltagem aplicada e o comprimento total do
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capilar; o sinal negativo indica o0 movimento global anddico da goticula. A diferenca entre

as mobilidades eletroforéticas dos solutos e das goticulas pode ser calculada como:

L'f1 1
Hre = Hr = Hg = Hag = Mo = E(g - Ej (4.7)

onde p,z € a mobilidade aparente do soluto. Valores pequenos de ' na Tabela XIII,
correspondem a solutos com baixos valores de ., ou seja, aqueles que apresentam
mobilidades eletroforéticas positivas (cationica) pequenas, proxima a das goticulas,
enquanto que os grandes valores de ' € .,z dos anions de carga simples, indicam altas
mobilidade eletroforéticas anddicas. O valor excepcionalmente alto de #z' = 1 do salicilato
poderia ser explicado devido ao pequeno tamanho do anion, no qual a solvatagdo ¢ inibida
por uma ponte de hidrogénio intramolecular. Este ndo ¢ um valor maximo absoluto de
mobilidade anidnica, mas pode ser convenientemente usado como um valor de referéncia
que aumenta a reprodutibilidade dos dados obtidos em diferentes inje¢des. Usando-se a Eq.

(4.7) para calcular o valor de pg para o salicilato (pger) € dividindo pgg por prei, tem-se:

4

Hre _ bt 1 b
Ir

4
Urar =t Iy

= [R'

(4.8)

onde pgar = -1,3 x 107 m? v! s'; os outros solutos mostram mobilidades de ordem de
grandeza igual aquela das goticulas. De acordo com a Eq. (4.8), a corre¢do dos valores de
tr' pelo fator ¢/ tz origina as mobilidades relativas (). Os valores de p, calculados através

da Eq. (4.8) para os demais solutos, sdo mostrados na Tabela XIII.

4.7.2 Estudos utilizando meios ndo aquosos

A injecdo direta de amostras de 6leos vegetais em um sistema NACE, sem

prévia extra¢do, usando um BGE miscivel em o6leo ainda ndo foi investigada. Neste
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trabalho estudou-se o uso de uma mistura de propanol com moderadas quantidades de
metanol, que foi capaz de suportar a injegdo direta do 6leo vegetal no capilar. Considerando

4748
os estudos executados em metanol *”

e o carater acido dos alcoois primarios quando
comparados com agua, esperava-se que valores muito altos de pH seriam necessarios para
ionizar fenois em misturas de metanol/ propanol. Assim, as misturas foram preparadas com
KOH, a fim de torna-las condutivas e¢ fortemente alcalinas. Diversos acidos carboxilicos e
antioxidantes sintéticos adicionados as amostras foram separados em um curto intervalo de
tempo, bem como biofendis e outros compostos hidroxiaromaticos naturalmente presentes

em Oleos vegetais, ainda, realizou-se a quantificagdo dos tocoferdis presentes em 6leo de

soja.

4.7.2.1 Selecio da mistura de solventes

Constatou-se que o 6leo de soja ¢ miscivel na razdo minima de 1:1 v/v com os
seguintes solventes polares: propanol, 1-pentanol, acetona, tetrahidrofurano e 1,4-dioxano,
mas nao ¢ miscivel com metanol, etanol ou acetonitrila. Algumas propriedades fisicas do
metanol e dos solventes nos quais o 6leo ¢ miscivel e, que sao importante no contexto de
NACE, sdo apresentadas na Tabela XV. As mobilidades dos ions sdo mais altas em
solventes de baixas viscosidades e a constante dielétrica ¢ essencial para manter os ions
separados. Uma grande condutividade térmica e uma baixa condutividade elétrica, na
presenca de tampdes moderadamente concentrados, sdo caracteristicas desejaveis para
minimizar efeitos produzidos por aquecimento devido ao efeito Joule. Finalmente, um
baixo corte Otico ¢ necessario para a detec¢do direta por UV-vis da maioria dos solutos
organicos. Como pode ser deduzido dos dados da Tabela XV, entre os solventes polares
que mostram boa miscibilidade com o 6leo, tetrahidrofurano e dioxano t€ém uma constante
dielétrica muito baixa, acetona absorve fortemente abaixo de 340 nm, e 1-pentanol ¢ o mais
viscoso de todos. Assim, propanol mostrou o melhor balango entre as caracteristicas
requeridas, e portanto, foi o solvente selecionado. Outras caracteristicas apropriadas
apresentadas por propanol sdo o alto ponto de ebuli¢do (97 °C) e um grande momento

dipolar (3,1 Debye).
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Tabela XV - Constantes fisicas do netanol e de outros
sol ventes polares que apresentam mscibilidade com pel o
menos 50 % de 6l eo de soja

Solvente Viscosidade Constante Condutividade Corte Optico
(cP)* ? dielétrica®  clétrica (uS cm™)® (nm)“ *°

Metanol 0,544 33 (20 °C) 1830 210
15:85/metanol:propanol 1,680 - 200 215
Propanol 1,945 20,8 (20 °C) 130 215
1-pentanol 3,619 15,1 (25 °C) 14 220
Acetona 0,306 21,0 (20 °C) 36 340
Tetrahidrofurano 0,456 7,5 (25 °C) 0,11 240
1,4-dioxano 1,177 2,2(20°C) 0,04 230

" Vi scosi dade dinanmica a 25° C.

® Condutividade elétrica a 25 °C para um tanpio 80 nM de
di pentilam na + 40 mM de &ci do acéti co.

© Conprimento de onda de corte Optico no U/ para o qual a
transmtancia T € 50 %

As propriedades do propanol podem ser ainda melhoradas, por exemplo, a
viscosidade pode ser reduzida, enquanto que a constante dielétrica pode ser aumentada, sem
perda da miscibilidade com o 6leo, por mistura com moderadas quantidades de metanol.
Um grafico mostrando a miscibilidade do 6leo na mistura metanol — propanol ¢ apresentado
na Figura 4.29. A miscibilidade do 6leo na mistura dos dois solventes decresce rapidamente
com mais de 15 % de metanol; desta maneira, exceto nos estudos de influéncia da
concentracdo de metanol, os BGEs foram preparados com a mistura 15:85 v/v, metanol/

propanol.
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Figura 4.29 — Miscibilidade do 6leo de soja com a mistura propanol - metanol a 25 °C.

4.7.2.2 Otimizac¢ao das condi¢oes de separacio

Um BGE alcalino constituido por 8 102 mol L de dietilamina ¢ 2 10? mol L™
de 4acido acético foi primeiramente experimentado. O pKa da dietilamina ¢ 10,8 em dgua a
25 °C, considerando o que ocorre com amodnia e outras aminas em metanol, o
correspondente pKa ¢ provavelmente cerca de 1 unidade maior em metanol e outros alcoois
primarios.*’*° Usando polaridade negativa (4nodo proximo ao detector), obtiveram-se picos
bem resolvidos de acido salicilico, acido benzoico e acido tri-metoxibenzoico, além de um
pico intenso entre 22-25 min, que corresponde aos triacilglicerdis (TAGs) do 6leo de soja
(Figura 4.30). Entretanto, a reprodutibilidade foi baixa e os picos dos tocoferdis naturais do
0leo nao foram observados com este BGE. Resultados similares foram obtidos quando
dietilamina foi substituida por etanolamina, butilamina ou dodecilamina. Assim, os acidos

carboxilicos foram separados pelos tampdes de aminas, mas os fenois ndo, provavelmente
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devido ao aumento no valor de pKa (4 a 5 unidades) dos mesmos em meio alcodlico em

~ : 47,50
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Figura 4.30 — Eletroferograma obtido com um BGE constituido por uma solu¢do 8
102 mol L' de dietilamina e 2 10 mol L™ de 4cido acético em uma mistura de metanol/
propanol (15:85, v/v); monitoramento feito a 220 nm. As solugdes dos acidos salicilico
(SA), trimetoxibenzdico (TMBA) e benzdico (BA) foram preparadas em oleo de soja

refinado (1000 pg mL™"' cada), diluidas 1:1 com propanol e injetadas.

A reprodutibilidade foi bastante melhorada por substituicdo do tampao de
alquilamina/ acido acético por 2 10” mol L' de KOH. De acordo com a teoria, a solugio de
um alcali forte tem uma grande capacidade tamponante,”’ assim, julgou-se que a adigdo de
um acido ou base fracos seria desnecessaria. A Figura 4.31 mostra um eletroferograma
obtido por injecdo de 6leo de soja aditivado com acido salicilico, BHA e BHT, onde se
pode observar os picos bem resolvidos do acido salicilico e do BHA e, a auséncia do pico
do BHT, além do pico devido aos TAGs do 6leo. Além destes, foram também observados
diversos picos de menor intensidade, que foram atribuidos a a-tocoferol, d-tocoferol, y-

tocoferol e B-tocoferol (ndo resolvidos), e outros compostos hidroxiaromaticos do dleo.
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Figura 4.31 — Eletroferograma obtido com um BGE constituido por uma solugdo 2
102 mol L' KOH em uma mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v); monitoramento feito
a 220 nm. As solugdes de acido salicilico (SA), BHA e BHT foram preparadas em 6leo de
soja refinado (1000 pg mL™ cada), diluidas 1:1 com propanol e injetadas.

A presenga dos picos do TAG indica que o EOF tem sentido anddico, ainda,
confirmando este fato, verificou-se uma perturbacdo na linha base, na auséncia de 6leo, em
aproximadamente 26 min, que foi provavelmente produzida pela auséncia de metanol na
solugdo injetada, indicando assim, o tempo de migracdo do EOF. Os tempos de migragao
dos solutos diminuiram por aumento da temperatura do capilar de 25 para 35 e 45 °C; sendo
este fato atribuido a mais baixa viscosidade do BGE que produziu maiores mobilidades
eletroforéticas e eletroosmdtica. A resolugdo foi levemente reduzida por aumento da
temperatura, assim, 25 °C foi a temperatura adotada. Uma amostra de o6leo de soja,

aditivada com acido salicilico e com os antioxidantes sintéticos BHA e BHT, foi usada para
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estudar a influéncia da concentracdo de KOH. No eletroferograma da Figura 4.31,

obtido com 2 10? mol L' de KOH, BHT nio foi resolvido do pico dos TAGs.

TAGs
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Figura 4.32 — Eletroferograma obtido por inje¢do de 6leo de soja refinado aditivado com
acido salicilico (SA), BHA e BHT; BGE constituido por uma solugdo 4 10 mol L KOH

em uma mistura de metanol/ propanol (15:85, v/v); monitoramento feito a 220 nm.

Como mostrado na Figura 4.32, os picos dos solutos adicionados, acido
salicilico, BHA e BHT, e aqueles dos tocofero6is naturais do o6leo, i.e. a-tocoferol, (y+p)-
tocoferdis (par ndo resolvido) e O-tocoferol, foram bem resolvidos por aumento da
concentracio de KOH para 4 102 mol L. Entretanto, diferencas significativas nio foram
observadas quando se incrementou a concentragio de KOH até 6 102 mol L. Por outro
lado, o0 uso de uma concentragio de 1 10 mol L' de KOH aumentou o tempo de anélise e
diminuiu a reprodutibilidade, assim, 4 102 mol L de KOH foi a concentracéo selecionada.
Eletroferogramas similares aos da Figura 4.32 foram obtidos por uso de 4 102 mol L de
KOH e por injecdo de amostras de 6leo de oliva aditivado com d&cido salicilico e
antioxidantes sintéticos. Estes eletroferogramas mostraram uma perturbagdo na linha base

em aproximadamente 21 min.
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A influéncia da concentracdo de metanol € mostrada na Figura 4.33. Em relagao

ao uso de 100 % de propanol, tanto o tempo de andlise quanto a resolu¢do foram

incrementados pela adi¢do de 10 % metanol ao BGE. O tempo de anélise diminuiu pelo

aumento da concentracdo de metanol até 15 % (Figura 4.32) e 20 % (Figura 4.33), mas

aumentou novamente quando se usou 25 % de metanol. Isto indica a presenca de fatores

opostos que influenciam o EOF, como redugdo de viscosidade com pequenas concentragdes

de metanol, e adsor¢cdo dos TAGs nas paredes do capilar com concentra¢des de metanol

superiores a 20 %. Uma corrente instavel e pouco reprodutivel foi observada com 25 % de

metanol. De acordo com a Figura 4.29, este fato foi atribuido a separacdo de fases dentro

do capilar. Desta maneira, 15 % de metanol, foi o percentual adotado, levando em conta

resolu¢do, curto tempo de andlise e reprodutibilidade.

Absorbancia (mAU)

TAGs

BHA 25 % metanol

B-T+y-T

20 % metanol

T4uT BHT 10 % metanol
I4o mAU B- ' BHA

100 % propanol

10 20 30
t (min)

Figura 4.33 — Eletroferogramas obtidos por inje¢do de 6leo de soja com BHA e BHT;

BGE constituido por uma solu¢io 4 107 mol L' KOH em propanol/metanol, com

concentragdes variadas de metanol (indicadas nos tragos); monitoramento feito a 220 nm.
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4.7.2.3 Separacio de componentes naturais de 0leos vegetais

Objetivando-se verificar a potencialidade dos procedimentos para caracterizacao
de 6leos vegetais, injetou-se no capilar 6leo de palma virgem, azeite de oliva extra virgem,
6leo de gérmen de trigo e oleo de soja bruto, diluidos 1:1 com propanol. Como mostrado na
Figura 4.34, os picos dos quatro tocoferdis, bem como do tirosol e outros compostos

hidroxiaromaticos, foram identificados nos respectivos eletroferogramas.
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5 mAU

Oleo de palma virgem

o-T

Absorbancia

Oleo de oliva extra virgem

B-T +v-T

Oleo de gérmen de trigo

Absorbancia

Oleo de soja bruto
[ T [ T [

10 15 20
t (min)

Figura 4.34 — Eletroferogramas obtidos por injecao de diversos 6leos, usando um BGE 4
10? mol L"! KOH em uma mistura de propanol/ metanol (85:15 v/v), monitorando-se a 220
nm. O numero nos picos indica metil parabeno (1), 2,4-dihidroxibenzoato (2), tirosol (3), p-

comarato (4), trans-cinamato e p-anisato (pico ndo resolvido) (5), e ferulato (sobreposto ao

5-T) (6).
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A polaridade dos tocoferdis aumenta na seguinte ordem: a < =y < J, a medida
que o numero de grupos metil em seus anéis cromanol diminuiu. A ordem do tempo de
migragdo observada nos eletroferogramas foi 6 < f = y < a, indicando assim uma maior
mobilidade anddica para as vitaminas-E mais polares. A polaridade de B e y-tocoferois ¢é
quase a mesma, considerando que a Unica diferenca estrutural entre eles é a posicao dos 2
grupos metil, que explicam a falta de resolucao deste par; entretanto, a resolucdo entre os
pares O-T/ (B + v)-T e (B + y)-T/ a-T foi acentuadamente grande. Em funcao da dupla
ligacdo na cadeia lateral, tocotriendis sdo levemente mais polares que os correspondentes
tocoferois.”® Assim, seguindo a tendéncia de polaridade observada com os tocoferdis, os
tocotrienois deveriam aparecer localizados em tempos de migracdo menores que aqueles
dos tocoferois analogos. Diversos picos nao identificados nos eletroferogramas dos 6leos
de palma virgem e gérmen de trigo (Figura 4.34) referem-se provavelmente aos

tocotrienois.

Como mostrado na Figura 4.35, os tocoferois e diversos hidroxiaromaticos nao
identificados foram separados de um protetor labial contendo 6leo de ricino e tocoferdis
adicionados (Lipolevres, La Roche-Posay); por ser uma amostra solida, esta foi diluida com
propanol na propogao respectiva de 1:4. As figuras 4.34 e 4.35 mostram a capacidade de
aplicacdo deste procedimento para o controle de qualidade de matérias primas e produtos

industriais contendo 6leos vegetais.
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B-T +y-T

5 mAU

o-T
o—T

Absorbance

T T |
8 12 1R 20
Titn  (min)

Figura 4.35 — Eletroferograma do protetor labial dissolvido em propanol (1:4), obtido com

um BGE constituido por uma solugdo 4 10% mol L' KOH em uma mistura de metanol/

propanol (15:85, v/v); monitoramento feito a 220 nm.

Eletroferogramas similares ao da Figura 4.35, também mostrando os picos dos
tocoferdis e outros hidroxiaromaticos nao identificados foram obtidos por diluicdo com
propanol (1:1p/v) de produtos farmacéuticos contendo 6leo de amendoim (Progeffik,
progesterona, Effik), 6leo de ricino e terebentina (Otocerum, gotas para ouvido, Reig
Jofré), também tendo-se observado o pico de B + y tocoferdis em suplemento alimentar

contendo 6leo de plantas das familias Onagraceae e Boraginaceae (Primuvit, Diet-SES). Na
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Tabela XVI estdo mostrados os tocoferdis e demais picos observados em preparacdes

farmacéuticas contendo 6leos vegetais variados.

Tabela XVI — Picos observados em diversas preparagdes farmacéuticas
contendo oleos vegetais
Preparagdes (Laboratorio) Oleos Picos observados
Li pol evres, protetor ricino comtocoferol a-T,(B+ v)-T,
| abi al adi ci onado 5-T e 9 nio
(La Roche- Posay) i denti fi cados
Progeffi k, amendoi m a-T,(B+ v)-T,

progesterona (Effik) 5-T e 2 nio

i dentifi cados

O ocerum gotas para ricino e terebentina a-T,(B+ v)-T,
ouvido (Reig Jofré) 5-T e 8 nio

i dentificados

Primuvit, suplenento plantas das familias Onagraceae e (B+7vy)-T
alimentar (Diet-SES) Boraginaceae

4.7.2.4 Estudos quantitativos

Foram construidas curvas de calibracdo utilizando amostras de 6leo de soja
aditivadas com concentragdes crescentes de a-tocoferol (6 pontos: de 120 até 720 pg mL™)
e 8-tocoferol (6 pontos de 200 até 1200 pg mL™"). Empregou-se como padrio interno 1-
naftol, que produziu um pico nitido com tempo de migra¢ao de aproximadamente 7 min,
portanto, menor que aqueles mostrados pelos componentes naturais do 6leo. Assim,
preparou-se uma solugio a 500 pg mL™' de 1-naftol em propanol e diluiram-se as amostras

de 6leo na propor¢do de 1:1 com esta solucdo, sendo realizada na sequéncia a injecdo no

capilar.

Obtiveram-se relagdes lineares entre a area dos picos e a concentracdo, sendo

determinados os coeficientes de correlacao = 0,992 e 0,999 para a-tocoferol e o-
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tocoferol, respectivamente, ¢ as inclinagdes das duas curvas de calibragdo foram
estatisticamente as mesmas. Desta forma, uma unica curva de calibragao obtida com um
dos tocoferois pode ser usada para avaliar a concentragdo dos outros componentes da série.
As concentragdes encontradas no 6leo de soja refinado, aplicando-se o método da adi¢ao de
padrdo foram 29, 269 ¢ 96 pg mL™ para a-tocoferol, (B + y)-tocoferol e 8-tocoferol,
respectivamente. Tomando-se as variagdes na linha base entre os picos, estimou-se o limite
de detecgdo para os tocoferdis entre 3 ¢ 5 ug mL™, o qual ¢ menor do que os valores
descritos pelos procedimentos de cromatografia eletrocinética capilar para os quais este

limite é de 10 pg mL™.>?
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Capitulo 5

CONCLUSOES

5.1 CARACTERIZACAO DAS MICROEMULSOES

Microemulsdes de agua em oleo de soja contendo diversos co-surfactantes,
apresentaram goticulas de dimensdes nanométricas. Quando preparadas com o0s co-
surfactantes 3-metil-1-butanol, pentanol e hexanol, sua estabilidade termodinamica se
manteve entre 10 e pelo menos 70 °C, para os dois primeiros compostos e entre 18 e pelo
menos 70 °C para o Gltimo. A estabilidade termodindmica das microemulsdes depende
ainda da concentracao de eletrdlitos dissolvidos no meio, havendo, para cada composigao,
uma concentra¢do limite acima da qual ocorre a desestabilizagdo. De modo geral, o
aumento do teor de co-surfactante em relacdo ao surfactante conferiu maior estabilidade

termodinamica as diferentes composi¢des de microemulsoes.

As goticulas mostraram um carater de difusdo translacional, ndo sendo detectada
a influéncia de movimento rotacional nos resultados de espalhamento de luz. O menor raio
hidrodindmico das goticulas nas microemulsdes preparadas com 3-metil-1-butanol, 2-
pentanol e ciclohexanol em relagdo aos demais 4lcoois investigados, evidenciou a
influéncia de efeitos estéricos na interface goticula/6leo, bem como da polaridade da fase
oleosa. Com o aumento da temperatura o raio hidrodindmico diminui, indicando que as

goticulas ndo tendem a se agregar.

Os valores de condutividade elétrica aumentaram com a temperatura ¢ com 0
conteudo de 4gua na microemulsdo. Entretanto, para o mesmo conteudo de agua o valor da

condutividade elétrica foi maior para a microemulsdo preparada com pentanol, do que para
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qualquer outro alcool testado, indicando que a geometria, a viscosidade, a solubilidade do
alcool em agua e a constante dielétrica influenciaram na condutividade da microemulsao.

5.2 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

Valores de condutividade elétrica maiores que os obtidos para o 6leo de soja e
para a agua deionizada e uma janela eletroquimica de aproximadamente 3 V foram
encontrados tanto para a microemulsao preparada com o pentanol como para aquela com o

3-metil-1-butanol nas condig¢des experimentais deste estudo.

Medidas eletroquimicas realizadas na microemulsdo evidenciaram a oxidagao
da agua das goticulas e do ferroceno e a redug¢do do acido oléico. Os menores valores de
Dy obtidos a partir das medidas eletroquimicas, em relagao aos obtidos por espalhamento
de luz dinamico, mostraram que o transporte das moléculas de agua até a superficie do
eletrodo ¢ provavelmente dificultado, simultaneamente, por um componente de migracao
desfavoravel conferido por uma carga liquida positiva nas goticulas; pela barreira apolar em
torno das mesmas e pela difusdo das moléculas de agua do interior das goticulas para a

superficie do eletrodo, antes da reagdo de transferéncia de carga acontecer.

Também esta relacionada com a migracao desfavoravel das goticulas, uma taxa
de oxidagcdo mais baixa para as moléculas de dgua na presenca de ferroceno, que ¢
acentuada pelo incremento da concentracdo de ferricinio proximo ao eletrodo, evidenciando

novamente, a presenga de uma carga positiva na goticula da microemulsio.

Os valores de corrente limite para a oxidacdo da dgua sdo menores quando 3-
metil-1-butanol ¢ utilizado como co-surfactante, do que quando pentanol ¢ empregado,
mostrando assim que a cinética dos processos de transferéncia de carga ¢ menos favoravel

para a primeira microemulsao.

Ensaios de oxidagdo do ferroceno em microemulsdo w/o por voltametria ciclica
em um ultramicroeletrodo de Pt, empregando velocidades de varredura convencionais,
evidenciaram que os baixos coeficientes de difusdo neste meio permitem a realizacdo de

medidas em estado transiente, o que ndo ¢ possivel em meio aquoso. Estes ensaios
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evidenciaram ainda que a oxida¢do do ferroceno na microemulsdo se aproxima das
condigdes de quasi-reversibilidade.

A dependéncia linear com a concentragdo das correntes limites anoddica e
catodica, respectivamente, na oxidacdo do ferroceno e na reducdo do acido oléico, indica
que determinacdes eletroanaliticas quantitativas, empregando ultramicroeletrodos, podem

ser conduzidas em microemulsdes de dgua em 6leo de soja.

5.3 ESTUDOS POR ELETROFORESE CAPILAR

5.3.1 Empregando micromulsoes

Utilizando cromatografia eletrocinética de microemulsdes reversas, obteve-se a
separagdo eficiente de uma ampla variedade de solutos neutros e anionicos de diferentes

hidrofobicidades.

Empregando-se uma microemulsdo de w/o produziram-se separagdes dentro de
uma grande janela de tempos de migracdo (6,5 ¢ 10 min a pHs 8,4 e 7,0). Esta
microemulsdo exibiu alta condutividade (mesmo na auséncia de tampao), correntes muito
estaveis e uma tolerancia superior a dos tampdes aquosos a flutuagdes de temperatura e de

voltagem.

Obteve-se uma adequada reprodutibilidade dos tempos de migragao relativos
através do condicionamento do capilar com um sal quaternario de amoénio e uso dos picos
do salicilato e do ftalato como referéncia, minimizando assim, as oscilagcdes nos tempos de

migracao devidas as variagdes do EOF.

Ftalato e piromelitato mostraram ser os marcadores mais adequados do tempo
de migra¢do das goticulas aquosas e, na auséncia de marcadores confiaveis do EOF, ¢
possivel usar as mobilidades dos solutos em relacdo a mobilidade aparente das goticulas;
ainda, reduziu-se a incerteza devida as variagdes do EOF, expressando a mobilidade dos

solutos como uma fragao da mobilidade do ftalato, o que conferiu um significado fisico-



205

quimico para o uso dos picos do salicilato e do ftalato como referéncias dos tempos de
migragao.

Tanto amostras hidrofébicas como hidrofilicas podem ser injetadas nas
microemulsdes estudadas, que apresentaram ainda como caracteristica a compatibilidade
com Oleos vegetais e outras amostras de gordura, as quais podem ser diretamente injetadas
apo6s uma simples diluigdo com a microemulsdo (até 30 % de gordura ¢ tolerada sem

segregacao de fase).

5.3.2 Empregando meios nio aquosos

O procedimento de injecdo direta descrito neste trabalho, permitiu obter
rapidamente um perfil caracteristico e reprodutivel dos biofendis presentes em oleos

vegetais, o qual pode ser 1til para a caracterizagdo e proposito de deteccao de fraudes.

Tocoferodis, acidos carboxilicos aromaticos e antioxidantes sintéticos, como
BHA e BHT, também podem ser resolvidos. O procedimento pode ainda ser usado para

quantificar estes compostos.

A injecdo direta apresenta como vantagem, em relagdo a extra¢do prévia, a
reducdo da manipulagdo da amostra, responsavel muita vezes por baixas recuperagdes dos

analitos e, conseqiiente minimizagao dos riscos de alterar sua concentragao.
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ANEXO



