&’ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UFiGs INSTITUTO DE QUIMICA

UNIVERSIDADE FEDERAL PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA UFRGS

DO RIO GRANDE DO SUL

CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DE ANTIOXIDANTES
EM MICROEMULSAO A/O DE BIODIESEL POR
ELETROFORESE CAPILAR E VOLTAMETRIA

Marcella Casagrande

Dissertagcdo de Mestrado

Porto Alegre
Dezembro de 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Marcella Casagrande

CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DE ANTIOXIDANTES
EM MICROEMULSAO A/O DE BIODIESEL POR
ELETROFORESE CAPILAR E VOLTAMETRIA

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para a

obtencdo do grau de Mestre em Quimica

Prof. Dr. Dimitrios Samios
Orientador

Porto Alegre
Dezembro de 2012



A presente dissertagdo foi realizada inteiramente pela autora, exceto as colaboragdes as quais
serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre julho de 2010 e dezembro de
2012, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob orientacao

do Professor Doutor Dimitrios Samios.

Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. Carla Rosane Barboza Mendonca Prof. Dr. Denise Schermann Azambuja

Prof. Dr. Silvio Luis Pereira Dias Prof. Dr. Dimitrios Samios

Marcella Casagrande



A minha familia, meus
amores incondicionais,

Marcia, Jodo e Vinicius.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco aos meus pais que, independentemente da distancia, sempre
me incentivaram e apoiaram, nos bons e maus momentos. Obrigada pelos abracos nas horas
de chegada e partida, pelas palavras de carinho e conforto que me deram, os telefonemas, as
oracdes. Em nenhum momento deixei de sentir falta de vocés e, ao mesmo tempo, sentir que
estavam comigo. Obrigada principalmente por tudo que me ensinaram durante minha vida,
que me fizeram ser quem sou hoje. Amo vocés com todo meu coragao!

Ao meu irmdo, de quem eu sempre senti muita falta nesse tempo, e que deixava
minhas idas para casa ainda mais alegres. Obrigada pelo seu apoio e carinho, pelas conversas
em casa, por sempre ter feito com que a hora da minha chegada fosse especial. Amo muito
meu irmao mais querido!

Aos meus avos por todo o carinho nesses anos em que estive longe; em especial as
minhas avos e madrinha, por todas as orac@es durante esse tempo e palavras de apoio que me
davam. Aos meus familiares que torceram por mim nessa etapa; sou grata a todos.

Agradego & minha sempre e querida amiga Andréia, que na verdade considero uma
irma, por todo o incentivo, o0 imenso carinho e, principalmente, por ser essa pessoa sincera e
companheira; torco muito por vocé e sou grata por ter te conhecido. VVocé e sua familia sdo
muito especiais para mim!

As companheiras e amigas de apartamento, Ligia e N(bia, que me receberam
literamente “de mala e cuia” sem nos conhecermos. Aprendi um pouco mais com as duas, €
agradeco pelos momentos que tivemos, pelos risos e conversas sérias, pelas experiéncias
partilhadas, por ter passado essa etapa da minha vida com vocés. E claro, a mais recente
companheira, Lu, pelos varios momentos de descontracdo e convivéncia, que com certeza
foram muito divertidos, 6xe! Muito obrigada!

Ao professor Dimitrios Samios, pela orientacdo e transmissédo de conhecimento, pela
receptividade, constante disponibilidade e atencdo para comigo, pelo profissionalismo e
enorme dedicacdo a vida académica. Sou muito grata pela oportunidade que me deste.

A professora Clarisse Piatnicki, por quem tenho grande admirac&o e respeito, por ter
me recebido tdo bem quando cheguei, por todos os ensinamentos e orientacdo, mas acima de
tudo, pela amizade e por ter sido uma mae para mim nesse periodo. Meu muito obrigada pela
oportunidade concedida e pelo carinho sempre presente!

Aos professores do Programa de Pos-Graduagdo em Quimica pelos ensinamentos

transmitidos.



A querida amiga Yara, por quem desenvolvi um enorme respeito, carinho e admiragao.
Sou grata por toda a atengdo e ajuda dadas por ti nesse trabalho, pela amizade, pelos bons
momentos, pelo companheirismo, por ter sido uma amiga ndo somente dentro do laboratdrio,
mas também fora dele. Tor¢o muito por ti e desejo sempre o melhor. Muito obrigada!

Aos ndo apenas colegas, mas amigos de laboratorio: Suelen (considere-se contemplada
com suas estrelinhas!), Livia, Carlos, Viviane, Stéfano, Taina, Fabiana, Bernardo, Rodrigo,
Milena e icaro (apesar de serem ex-K125), Fernanda, pelos bons momentos compartilhados,
pelos poucos (?) momentos do café passados na “rodinha do K125 (e fora dela também!),
pelos risos e brincadeiras, pela excelente convivéncia e, principalmente, pela amizade.

A CAPES pela bolsa concedida.

A FINEP, RBTB projeto ARMAZBIOD, convénio n° 01.06.1021.00, 2006-2010.

Ao CNPq e FAPERGS, PRONEX, “Petroleo e fontes biorenovaveis em cadeias
produtivas do Rio Grande do Sul: capacitacdo e exceléncia em caracterizacdo da matéria-
prima ao produto final”, 2010-2014.

A todos aqueles que, de uma forma ou de outra, contribuiram para minha formacéo e

conclusdo dessa dissertacao.

Vi



)

“Todas as vitorias ocultam uma abdicacdo.’

(Simone de Beauvoir)

vii



SUMARIO

Indice de Figuras X
indice de Tabelas Xiv
Glosséario XV
Resumo XVi
Abstract Xvii
IO [ 1 oo [ o= o TSRS 18
I @ ] o] 13 1 1Y 13PTSR 19
2. ReVISA0 BIDHOGIATICA. .. ...eiviiiiieiicieiee ettt eneas 20
2 O I = To o [T TP 20
2.2. IMIICTORIMUISDES. ... ettt bbbttt st e e neeneas 23
2.2.1. Teoria de Formacao das MiCroEMUISOES...........ccecveiueeiieeieciiece e 24
2.2.2. DIagrama 08 FASES.........coiiiiiriiiieieiie sttt bbbttt 25
2.2.3. TIPOS 08 MICIOBIMUISOES. ......ccveiiieiiiiieiiie sttt bbb 27
2.2.4. Técnicas de Caracterizacdo de MiCroemuISBES..........cccveiveriiiiieieeie e 28
2.3. Eletroforese Capilar...........cooiiiiiiie ettt 28
2.3.1. Equipamento para Eletroforese Capilar............cocooviiiiiiiiiiieic e 29
2.3.2. FIUXO EIEtrOOSMOLICO. .......eveiveeieciieieiesiese ettt e sneeneas 30
2.3.3. ETEITO StACKING.......iiiiiieic ittt re s 31
2.3.4. Cromatografia Capilar Eletrocinética em MicroemulS80.............ccoevvveivivieiiecieennenn, 32
2.4. Técnicas Eletroquimicas de ANALISE...........ccoiieiiiieiiereee e 33
2.4.1. TECNICAS VOIAMELIICAS. ......cveiviciiciiciieie ettt 33
2.4.2. URramICrOEIEIIOU0S. .. . eveeeieeie ettt aeeneesneenteeneesreenne s 34
3. Parte EXPerimental...........ccoviiiiiiiic et 36
TR Y - 1 0=] T TSRS 36
3.2, IMBTOAOIOGIA. ...ttt bbbt 37
3.2.1. Medidas por Eletroforese Capilar...........ocoviiiiiiiieiiseeeeee e 37
3.2.1.1. Preparo do Eletrolito de Corrida..........covviiiieviiiiecic e 37
3.2.1.2. Preparo das MICrOBMUISOES........c.eeiiiiiiiiiiecie et 38

3.2.1.3. Preparo das ME a/o Contendo Acido Salicilico e Acido Ftalico como Padrdes
101 (=] 0 [0 TSRO P P PPPRP 38
3.2.2. Medidas EIetroqUIMICAS. .........cc.ciiiiieiiiee et 38

viii



3.2.2.1. Voltametria de PUISO DIfErenCial.............ueueeeeeee e 38

3.2.2.2. Voltametria POteNCIOTINAMICA. ........cueiiiiieiiiie et 39

4. RESUITAA0S € DISCUSSAD. ... .eviieiiviitiariesieiesieste st sttt ettt st bbbt se st et e bbbt st ne e 40
4.1. TECNICAS VOITAMEATIICAS. ...c.vi ittt 40
4.1.1. Anélise da Variacdo da Concentracdo de TBHQ na Microemulséo.............cc.ccceuee. 40

4.1.2. Andlise da Variagdo da Concentracdo de TBHQ na Microemulsdo em Presenca de
LT o Tor =TT J PRSP UPROPRROTRN 44

4.1.3. Analise da Variacdo da Concentracdo de Ferroceno na Microemulsdo em Presenca de

=] (O OO 49
4.2. Eletroforese Capilar..........oooiiii e 52
4.2.1. Estudos de Condutividade das MiCrOBMUISOES...........ccoviiririeieieiene e 52
4.2.2. Estudos do Fluxo Eletroosmotico e Separacao de Solutos-Sonda...........cccccveeveiuennee. 53
4.2.3. Determinagdo de TBHQ por CE em ME @/0........ccoeiiiiiiniiiiiieeeese e 57
4.2.4. Estudos de AbSOrcdo N0 UV-VISIVEL.........ccooviiiiiiiicce e 75
5. CONCIUSBES. ...ttt sttt b ettt e s e s et et e st e s b be b e eneeneeneas 77
6. Referéncias BiblIOgrafiCas..........coveiieiiiic e 78



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Reacdo de transesterificacdo de triglicerideos, onde: R = cadeia carbbnica dos
acidos graxos; R’ = cadeia carbonica do alcool reagente...........ccvvvvvviiiiieiiiien e 20
Figura 2. Esquema geral do mecanismo de oxidagdo lipidica, onde: RH = acido graxo
insaturado; R = radical livre; ROO" = radical per6xido; ROOH = hidroperdxido................... 22
Figura 3. Estruturas fendlicas dos antioxidantes sintéticos: (a) BHA; (b) BHT; (c) PG;
(o)L = [ TSSOSO 23

Figura 4. Diagrama de fases pseudo-ternario para uma microemulsdo composta por agua,

0le0, SUrfactante € CO-SUIMTACTANTE. ........cceiiiiii et abee e sbae e 26

Figura 5. (a) Titulacdo com fase aquosa; (b) Representacdo dos pontos de transparéncia da

titulacdo e regido do diagrama correspondente a regido de microemulsao............c.ccceeveeennen. 27

Figura 6. Representacdo esquematica: (A) ME o/a, (B) ME a/o, (C) Microemulséo

07001 T 27
Figura 7. Esquema de um equipamento de eletroforese capilar..........c.ccooveiiiiniiiiicienn, 29

Figura 8. Representacdo esquematica: (a) Estrutura quimica da superficie de um capilar de
silica fundida; (b) Modelo para a interface capilar/solucdo aquosa e fluxo

Bl EEIOOSIIN O ICO. .ottt e e e ettt e e e e e e e et teeeee e e e e e e ————aaaeeeaaar————————— 30

Figura 9. Perfil do fluxo eletroosmoético (induzido por campo elétrico) comparado com o

fluxo gerado por pressdo, e seus respectivos efeitos nas bandas.............ccccevveveeiciiiiicieene 31

Figura 10. Representacdo esquematica do principio de separacdo por MEEKC em ME

Figura 11. (a) Acido salicilico; (b) Acido Ftalico; (c) Tolueno; (d) DMSO;
(B) FBITOCENO. ...ttt bbb bbbttt bbbt bbb et ettt eneene s 37
Figura 12. Voltamogramas de pulso diferencial do TBHQ na microemulsdo de biodiesel nas

concentracdes: (a) Branco; (b) 2,40x10° mol L™; (c) 3,60x10® mol L™; (d) 4,80x10 mol L%;
(8) B,00X107 MOI L.t 41

Figura 13. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas

concentracdes entre 2,40x10° mol L™ e 6,00x10° Mol L™ ..o 42



Figura 14. Voltamogramas potenciodindmicos do TBHQ na microemulsdo de biodiesel nas
concentracdes: (a) Branco; (b) 1,20x10° mol L*; (c) 2,40x10° mol L™; (d) 3,60x107 mol L™
(e) 4,80x107° Mol L™ () 6,00X10° MOl L. 43

Figura 15. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas
concentracdes entre 1,20x10° mol L™ e 6,00x10° Mol L™ ..o 44
Figura 16. Voltamogramas de pulso diferencial do TBHQ na microemulsdo de biodiesel
contendo ferroceno: (a) Auséncia de ferroceno e TBHQ; (b) Ferroceno & 2,50x10° mol LY
Ferroceno & 2,50x10° mol L* e TBHQ nas concentragdes: (c) 1,20x10° mol L*;
(d) 2,40x10° mol L% (e) 3,60x10° mol LY () 4,80x10° mol L%
(9) 6,00X107° MOI L™ ...ttt 46

Figura 17. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas
concentragdes entre 1,20x10° mol L e 6,00x10° mol L. Presenca de ferroceno a
2,50X102 MOI L™ ... 47

Figura 18. Voltamogramas potenciodinamicos da microemulsdo de biodiesel: (a) Auséncia
de ferroceno ou TBHQ; (b) Ferroceno & 2,50x10° mol L™; Ferroceno & 2,50x10° mol L™ e
TBHQ nas concentracgdes: (c) 1,20x10° mol L™; (d) 2,40x10° mol L™; (e) 3,60x10™ mol LY
(f) 4,80x10° mol L™; (g) 6,00X107° MOI L™ ......ovoeieeeeeeceeeeeeeese e 48

Figura 19. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel (branco) e concentracfes de
TBHQ entre 1,20x10° mol L* e 6,00x10° mol L™ Presenca de ferroceno a
2,50X10 2 MOI Lo 49

Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial da microemulséo de biodiesel: (a) Auséncia
de TBHQ ou ferroceno; (b) TBHQ & 3,00x10° mol L™; TBHQ & 3,00x10° mol L™ e ferroceno
nas concentragbes: (c) 1,00x10° mol L?; (d) 1,00x10* mol L™; (e) 1,00x10° mol L?;
(F) 1,00X1072 MOL Lottt ettt 50

Figura 21. Voltamogramas potenciodindmicos da microemulsdo de biodiesel: (a) Auséncia
de TBHQ ou ferroceno; (b) TBHQ & 3,00x10° mol L™; TBHQ & 3,00x10° mol L™ e ferroceno
nas concentragdes: (c) 1,00x10° mol L?; (d) 1,00x10* mol L™ (e) 1,00x10° mol L™;
(F) 1,00X1072 MOL L™ttt es e 51

Figura 22. Eletroferogramas de microemulsbes de biodiesel: (a) Auséncia de DMSO ou
tolueno; (b) DMSO & 6,40x10° mol L™*; (c) DMSO & 1,30x10% mol L™ e tolueno a
5,40x10° mol L™; (d) Tolueno & 1,10x10% mol L™ e DMSO & 6,40x10° mol L™.................. 54

Xi



Figura 23. Eletroferogramas de microemulsGes de biodiesel: (a) Auséncia e (b) Presenca de
biodiesel, contendo 1,30x10% mol L™ de DMSO e 1,10x10 mol L™ de tolueno.................... 56

Figura 24. Eletroferogramas de microemulsGes sem biodiesel: (a) Auséncia de padrdo ou
TBHQ; (b) Acido salicilico & 1,00x10° mol L™; Acido salicilico & 1,00x10° mol L™ e TBHQ
nas concentragdes: (c) 3,00x10™ mol L™, (d) 6,00x10™* mol L™ e (e) 1,20x10° mol L™......... 58
Figura 25. Eletroferogramas de microemulsdes sem biodiesel contendo &cido salicilico a
1,00x10° mol L™ e TBHQ nas concentracdes: (a) 2,40x10 mol L?; (b) 3,60x107 mol L?; (c)
4,80x107° Mol L™ (d) 6,00X10™ MOI L™ ... 59

Figura 26. Eletroferograma da microemulsdo sem biodiesel contendo &cido salicilico a
1,00x10° mol L™ e TBHQ & 1,50X107 MOI L™ ..o 60

Figura 27. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; (b) Acido salicilico
a 1,00x10° mol L% (c) Acido salicilico a 1,00x10° mol L* e TBHQ a
1,20X1072 MOI L™ oo 61

Figura 28. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel com acido salicilico a
1,00x10° mol L™ (a) Auséncia de TBHQ; (b) TBHQ & 1,20x10° mol L™ ......oovvevverieen, 62
Figura 29. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; (b) Acido salicilico
a 1,00x10° mol L*; Acido salicilico a 1,00x10° mol L™ e TBHQ nas concentragdes:
(c) 1,20x10°® mol L%; (d) 2,40x10° mol L™. Todas as microemulsdes contendo ciclodextrina &
1,00X107 MOI Lo 63

Figura 30. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; TBHQ a: (b)
6,00x10™ mol L™; (c) 1,20x10° mol L™; (d) 1,80x10° Mol L™ ..o, 64

Figura 31. Eletroferogramas das microemulsdes de biodiesel na auséncia de padréo interno:
(a) Branco; (b) TBHQ & 1,80X10™° MO L. ..o 65

Figura 32. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Acido salicilico a
1,00x10° mol L™ e 4cido ftalico a 5,00x10° mol L™*; (b) Acido salicilico & 5,00x10°mol L™ e
ACIdO FtAlICO & 1,00X102 MOI L oo, 66

Figura 33. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel contendo &cido salicilico e acido
ftalico & 1,00x10° mol L' cada: (a) BHA a 2,77x10° mol L% (b) BHT a
2,27X102 MOI L™ 68

Xii



Figura 34. Eletroferograma da microemuls&o de biodiesel com &cido salicilico e acido ftalico
a 1,00x10° mol L™ cada, contendo BHA, BHT, PG e TBHQ & 2,77x10° mol L™,
2,27x10° mol L, 2,35x10® mol L™ e 3,00x10 mol L™, respectivamente.............cocvvuen.... 69

Figura 35. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel contendo acidos salicilico e
ftalico a 1,00x10° mol L™ cada e TEA: (a) PG & 2,35x10° mol LY (b) TBHQ a
3,00XL10° MOI L™ 70

Figura 36. AmMpliaGao da FIGUIA 35.........ccviiiiiiiic e 71

Figura 37. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel contendo acido salicilico e acido
ftalico & 1,00x10° mol L' cada e TEA & 5%: (a) Auséncia de PG; (b) PG a

2,35X102 MOI L™ oooooooe e 72
Figura 38. Mecanismo proposto de reacdo acido-base entre 0 PGea TEA.........ccevvevvvennne. 73
Figura 39. Mecanismo proposto de reacdo acido-base entre 0o TBHQ e a TEA..........cccveene. 74

Figura 40. Modelo proposto para superficie do capilar apds contato com a microemulsdo....75
Figura 41. Espectros de absorcdo no UV-Vis da ME sem biodiesel, composta por 74% de
pseudo-fase e 20% de agua: (a) Branco; (b) PG a 1,17x10° mol L™; (c), (d), (e), (f), (), (h) e
(i) PG 2 1,17x10° mol L™ e 5% de TEA, sendo o0s espectros obtidos no momento da adicdo da

TEA, e em seguida em intervalos de 10 Minutos Cada...........c.orvevrirrerinenerisineees s 76

Xiii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Concentracbes de TBHQ e coeficientes de correlagdo linear determinados em
diferentes condicdes experimentais, conforme legenda das figuras indicadas......................... 52

Tabela I1. Condutividade elétrica das amostras analisadas por CE.............cccoecevivevviiicieenenn, 53

Xiv



BHA
BHT
CE

e.l.
EOF

GC
HPLC

i.d.
ME a/o
ME o/a

MEEKC

MEKC

PCP
PG
PTFE
SDS
TBHQ

TBS
TEA

ume

GLOSSARIO

Butil-hidroxi-anisol (Butylated Hydroxyanisole)
Butil-hidroxi-tolueno (Butylated Hydroxytoluene)
Eletroforese Capilar (Capillary Electrophoresis)

Comprimento efetivo (effective length)
Fluxo eletroosmético (Electroosmotic Flow)

Cromatografia em Fase Gasosa (Gas Chromatography)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography)

Diametro interno (internal diameter)

Microemulsdo de agua em 0leo

Microemulsdo de 6leo em agua

Cromatografia Capilar Eletrocinética em Microemulsdo (Microemulsion
Electrokinetic Chromatography)

Cromatografia  Eletrocinética Micelar  (Micellar  Electrokinetic
Chromatography)

Fase continua polar (Polar Continuous Phase)

Galato de propila (Propyl Gallate)

Politetrafluoroetileno

Dodecil sulfato de s6dio (Sodium Dodecyl Sulfate)
terc-butil-hidrogquinona (tert-Butylhydroquinone)

Tetraborato de sédio
Trietilamina

Ultramicroeletrodo

XV



RESUMO

Métodos voltamétricos e por cromatografia capilar eletrocinética em microemulséo
(MEEKC) com detec¢do UV foram empregados neste estudo para desenvolver metodologia
de analise direta dos antioxidantes BHA, TBHQ, BHT e PG em biodiesel, sem extracdo ou
pré-concentracdo, empregando a técnica de adicdo de padrdo. Agua, SDS e n-pentanol
constituem a microemulsdo do tipo agua em 6leo (ME a/o0) na qual foi dissolvida a amostra de
biodiesel. Nesse meio, a particdo dos analitos ocorre entre a fase continua da ME e as
goticulas de 4gua. Tanto medidas por voltametria potenciodindmica como de pulso diferencial
indicaram uma relacdo linear entre o teor de TBHQ no meio e a corrente de oxidagé&o,
obtendo-se, a partir das curvas analiticas, concentragdes em biodiesel de mesma ordem de
grandeza, o que evidencia a viabilidade dessa determinacao. Nos ensaios por MEEKC, néo foi
possivel separar os antioxidantes BHA, TBHQ e BHT, provavelmente por terem mobilidades
semelhantes as dos ésteres do biodiesel, nas condi¢cBes dos experimentos. A adicdo de
trietilamina (TEA) a ME a/o, visando obter o &nion correspondente ao PG, permitiu sua
separacdo e identificacdo com um tempo de retencdo de 17 minutos e tempo de migragédo
relativo 0,23. A reacdo entre o PG e a TEA foi confirmada por espectrometria de absorcéo no
UV-Vis. Ainda, as baixas condutividades das MEs a/o contendo biodiesel evitaram o efeito
antistacking, favorecendo seu uso na andlise direta de antioxidantes por voltametria e
MEEKC.
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ABSTRACT

Voltammetry and microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC) with UV
detection were employed in this study aiming the direct analysis of the antioxidants BHA,
TBHQ, BHT and PG in biodiesel, without pre-concentration or extraction, using the standard
addition method. The biodiesel sample was dissolved in a water-in-oil microemulsion (w/o
ME) containing water, n-pentanol and SDS. In this medium, the partitioning of the analytes
takes place between the w/o ME continuous phase and the disperded water droplets.
Determination of the TBHQ content in biodiesel, either through potentiodynamic
voltammetry or differential pulse voltammetry indicated a linear relationship between the
oxidation current and the concentration of the antioxidant. The results obtained from the
analytical curves showed concentrations of the analyte in biodiesel of the same order of
magnitude, evidencing the viability of the procedure. Separation of the antioxidants BHA,
BHT and TBHQ were not feasible through MEEKC, probably because their mobilities are
similar to those of the biodiesel esters under the experimental conditions employed. Addition
of triethylamine (TEA) to the w/o ME, in order to obtain the PG corresponding anion,
allowed its separation and identification with a retention time of 17 minutes and a relative
migration time of 0.23. The reaction between PG and TEA in the w/o ME was confirmed by
UV-Vis absorption spectroscopy. Still, the low conductivities of the w/o MEs containing
biodiesel avoided antistacking effect, thus favoring the direct analysis of antioxidants by
voltammetry and MEEKC.
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1. INTRODUCAO

A busca por fontes de energia renovavel, um desafio a fim de suprir a demanda
energética mundial, é de grande importancia devido a diminuicdo das reservas de petréleo e
ao crescente aumento da poluicdo ambiental; dentre as alternativas atualmente mais
pesquisadas encontra-se o0 biodiesel, fonte energética sustentavel, tanto sob o aspecto
ambiental como econémico e social'™*,

O biodiesel é um combustivel biodegradavel, produzido a partir de fontes renovaveis,
como gorduras animais ou 6leos vegetais*®; tecnicamente, o biodiesel é um alquil éster de
4cidos graxos, obtido pelo processo de transesterificacdo de 6leos ou gorduras®. Um aspecto
que restringe o uso do biodiesel é sua baixa estabilidade frente a oxidacdo, a qual é
intensificada com o aumento do nimero de insaturacdes na cadeia carbonica™®. Entretanto, é
possivel aumentar essa estabilidade com a adicdo de antioxidantes fendlicos sintéticos,
comumente usados em alimentos”®,

Diversos métodos sdo empregados para identificar e quantificar antioxidantes, dentre
0s quais métodos cromatograficos® e voltamétricos®*°. Dentre aqueles estéo as cromatografias
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e em
fase gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) e a eletroforese capilar (CE, do inglés
Capillary Electrophoresis), sendo as duas primeiras as técnicas mais utilizadas®. No entanto, a
eletroforese capilar apresenta diversas vantagens sobre as demais, tais como menor tempo de
analise, boa resolucdo, possibilidade de injecdo e deteccdo em fluxo e pequenos volumes de
amostra (da ordem de 1 a 10 nL)*. Quanto aos detectores, entre os mais utilizados em

V12—16 17-21

métodos cromatogréaficos estdo a detec¢do U , condutomeétrica

massa®?? e, ainda, fluorimétrica®.

, por espectrometria de

Para que o biodiesel seja efetivamente empregado como biocombustivel, faz-se
necessario conhecer suas caracteristicas e estabelecer padrdes de qualidade, a fim de preservar
0 motor e garantir a seguranca do consumidor.

As amostras para analise do biodiesel, seja para a determinacdo de glicerol?, cations
inorganicos* ou antioxidantes®?, sdo, em geral, preparadas por extracdo do analito de interesse
com solventes organicos ou com pré-concentracdo de analitos minoritarios; esses processos
aumentam o tempo de analise e o consumo de solventes e podem levar, por exemplo, a

contaminacdo da amostra. Por esse motivo, € importante o desenvolvimento de metodologias
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que permitam analisar o biodiesel de forma direta, como, por exemplo, empregando
microemulsdes de biodiesel em dgua ou de 4gua em biodiesel na preparacdo das amostras.

Microemulsdes sdo sistemas micro-heterogéneos formados por 6leo, agua, um
surfactante e, algumas vezes, um co-surfactante (um alcool de cadeia média). Além de serem
extremamente estaveis termodinamicamente, as microemulsdes apresentam condutividade
elétrica maior do que a maioria dos solventes orgéanicos, bem como alta capacidade de
solubilizacéo tanto de substancias hidrofilicas como hidrofébicas® 2.

As microemulsdes, sejam elas do tipo agua em oOleo ou 6leo em agua, tém sido
largamente estudadas nos Gltimos anos, pois além de diminuir gastos e consumo de solventes
organicos, elas possibilitam medidas eletroquimicas, ja que aumentam a condutividade do

meio??°

e diminuem a viscosidade, o que causa um decréscimo na resisténcia da solucéo ao
deslocamento de espécies presentes. Desse modo, o uso da voltametria empregando
ultramicroeletrodos se torna adequado, pois esses apresentam caracteristicas como baixa
queda 6hmica e rapido estabelecimento do estado estacionario, em razdo de suas dimensbes
geométricas, da ordem de micrémetros?®.

No presente estudo, empregaram-se a voltametria e a eletroforese capilar com
deteccdo UV como técnicas de caracterizacdo e quantificacdo de antioxidantes em amostras

de biodiesel, preparadas na forma de microemulsdes.

1.1. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivos:

1. Verificar a viabilidade do uso de microemulsdes de dgua em 6leo como meio solvente
para biodiesel;

2. Aplicar as técnicas de eletroforese capilar e voltametria para analise de antioxidantes
em biodiesel;

3. Desenvolver metodologia para analise direta de antioxidantes fendlicos sintéticos em
amostras de biodiesel, preparadas na forma de microemulsdes de agua em 6leo, por

eletroforese capilar, sem extracdo ou pré-concentracao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O BIODIESEL

Quimicamente, o biodiesel € um alquil éster de acidos graxos, obtido pelo processo de

transesterificacéo (Figura 1) de 6leos ou gorduras®™®

, com a utilizagdo de alcodis (metanol ou
etanol) e catalisadores (4cidos ou basicos)®. No Brasil, algumas oleaginosas que podem ser
usadas para produzir o biodiesel sdo a mamona, a soja o0 dendé, o girassol, o babacu, dentre

outras®.

HQC-O CO-R IOH ?H2OH

HC O0-COR + 3R-OH - HCOH + 3R-O0-CO-R

H2C—O CO-R CHZOH
TRIGLICERIDEOS ALCOOL GLICEROL ESTERES

Figura 1. Reacdo de transesterificacdo de triglicerideos, onde: R = cadeia carbénica dos

L : A . 2
acidos graxos; R’ = cadeia carbonica do lcool reagente™.

A Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, define o biodiesel como um
“biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustéo interna
com igni¢do por compressdo ou, conforme regulamento, para geracdo de outro tipo de
energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem f6ssil”*.

Essa lei introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira e, a partir dela, a
responsabilidade de regular e fiscalizar as atividades relativas a producdo, controle de
qualidade, distribuicdo, revenda e comercializacdo do biodiesel e da mistura 6leo diesel-
biodiesel (BX, e.g. B20 diz respeito a uma blenda com 20% de biodiesel) é da ANP (Agéncia
Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis).

Conforme a Resolucdo n° 6/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE), publicada no Diario Oficial da Unido em 26 de outubro de 2009, um teor de 5% de
biodiesel (quando adicionado) deve estar presente no oleo diesel comercializado no Brasil,
que esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo, cuja produgéo
anual, em 2010, foi de 2,4 bilhdes de litros e, em 2011, cerca de 2,5 bilhdes de litros*’.

Sabidamente, a producdo e o uso do biodiesel no Brasil possibilitam o

desenvolvimento de uma fonte energética sustentavel, tanto sob aspectos ambientais como
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econdmicos e sociais, além de também trazerem a perspectiva da reducao das importacfes de
6leo diesel, 0 que gera divisas para o pais®*'. Outros beneficios vindos do biodiesel incluem o
incremento a economias locais e regionais, tanto na etapa agricola como na industria de bens
e servicos, pois com a ampliacdo do mercado do biodiesel, milhares de familias brasileiras sdo
beneficiadas, principalmente agricultores da regido semirida brasileira, com o aumento de
renda proveniente do cultivo e comercializagdo das plantas oleaginosas utilizadas na producéo
do biodiesel. Além disso, um dos efeitos sobre 0 meio ambiente é a diminuigdo das principais
emissdes veiculares, em comparacéo ao diesel derivado do petréleo®.

O biodiesel apresenta ainda outras vantagens sobre o Oleo diesel, tais como:
biodegradabilidade, maiores viscosidade e ponto de fulgor, o que aumenta a lubricidade e a
seguranga no manuseio e armazenamento, respectivamente®®; pode ainda ser utilizado em

12433 s0zinho ou

motores convencionais, 0s quais necessitam de apenas algumas adaptacGes
em blendas com o diesel®,

Apesar das vantagens acima citadas, o biodiesel também possui algumas desvantagens
em relacdo ao diesel: em baixas temperaturas, o biodiesel tende a solidificar parcialmente,
levando & interrupcdo do fluxo do biocombustivel e entupimento do sistema de filtracdo®; é
solvente de compostos elastoméricos, como borrachas, o que exige que tais componentes
sejam substituidos ou adequadamente protegidos®; possui uma estabilidade baixa frente &
oxidacdo®, a qual é favorecida por fatores como 0 contato com o0 ar e o aumento de

insaturagBes na cadeia carbonica®”*®

, as quais sdo oriundas do proprio material do qual o
biodiesel é produzido®. Os processos oxidativos assim favorecidos causam um aumento
indesejavel na viscosidade do biocombustivel e, em estadgios mais avancados, levam a
formacdo de produtos insollveis que obstruem filtros e sistemas de injecdo. Além disso, o
aumento da acidez e da presenca de hidroperoxidos promovem a corrosdao dos componentes
do motor®®,

A baixa estabilidade oxidativa do biodiesel, durante 0 armazenamento, foi investigada
por Du Plessis®® e colaboradores que publicaram, em 1985, um estudo sobre a estabilidade
oxidativa de ésteres metilicos e etilicos de 6leo de semente de girassol. Os problemas
encontrados em relagdo a estocagem do biodiesel foram atribuidos a degradacéo hidrolitica e
oxidativa. A degradacéo hidrolitica (a qual gera produtos de oxidacgdo primarios) consiste na
hidrolise dos ésteres metilicos, podendo ser influenciada pelo teor de acidos no biodiesel.
Nesse caso, a agua atua como catalisador da reagdo e, dependendo da temperatura, pode
emulsificar ou separar as fases com precipitacdo. A degradacdo oxidativa (a qual gera

produtos de oxidacdo secundarios) é influenciada pela natureza da substancia gordurosa
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original (em termos do nimero de duplas ligacdes) e pela presenca de agentes pré-oxidantes
tais como a luz ultravioleta, o ar, umidade, metais e temperatura®”*. Os processos oxidativos
do biodiesel podem ocorrer por meio enzimatico, fotoxidativo ou por autoxidacdo (principal
mecanismo de oxidacéo de Oleos e gorduras), representado na Figura 2, a seguir.

Iniciagdo RH — R°'+H'

Propagacio R*+0, — ROO°

ROO*+RH — ROOH + R*

Término ROO*+R* —  ROOR
ROO*+ROO* — ROOR+0O,

Produtos
Estaveis

R*+R"* — RR

Figura 2. Esquema geral do mecanismo de oxidagdo lipidica, onde: RH = acido graxo

insaturado; R' = radical livre; ROO" = radical peréxido; ROOH = hidroperéxido®.

Sabe-se que os antioxidantes naturais (tocoferdis), ja presentes no material de origem
do biodiesel, sdo transferidos parcialmente para os ésteres produzidos, em concentracfes que
dependem da tecnologia usada na sintese do biocombustivel. Desse modo, dependendo do
quanto esses antioxidantes naturais foram removidos ou ainda do grau de insaturacdo dos
ésteres gerados, a adicdo de antioxidantes sintéticos, ou a reintroducdo dos naturais, ao
biodiesel, é fundamental para seu uso futuro®.

Os antioxidantes fenolicos sintéticos (também utilizados em alimentos), como butil-
hidroxi-anisol (BHA, do inglés Butylated Hydroxyanisole), butil-hidroxi-tolueno (BHT, do
inglés Butylated Hydroxytoluene), terc-butil-hidroguinona (TBHQ, do inglés tert-

Butylhydroquinone) e galato de propila (PG, do inglés Propyl Gallate)*"3*

, Cujas estruturas
fenolicas sdo mostradas na Figura 3, permitem a doacdo de um proton a um radical livre,

interrompendo o processo de oxidacdo do biocombustivel.
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Figura 3. Estruturas fenodlicas dos antioxidantes sintéticos: (a) BHA; (b) BHT; (¢) PG;

(d) TBHQ*.

A literatura reporta diversos métodos analiticos para detectar e quantificar essas
substancias (em sua maioria em alimentos): analise por injecdo em batelada com deteccédo
amperométrica’; voltametria com eletrodos convencionais®*® e ultramicroeletrodos®?;
HPLC®*: GC**? e, também, eletroforese capilar (CE)*?, sendo mais amplamente empregadas
as técnicas HPLC e GC®. A eletroforese capilar se apresenta como uma técnica complementar
as duas anteriores, ou até alternativa®.

Os métodos eletroquimicos empregados para analise de biodiesel também séo
vantajosos por fornecerem informagdes valiosas a respeito do meio em estudo e apresentar
vantagens como alta sensibilidade**; porém, em razdo da elevada viscosidade e baixa
condutividade elétrica do biodiesel, medidas eletroquimicas diretas necessitam de um meio
solvente que as viabilize.

N&o obstante, independentemente da técnica a ser empregada, 0 meio deve apresentar
caracteristicas adequadas. Nesse ponto, microemulsdes tém recebido forte atencdo por parte

de laboratérios industriais e académicos.
2.2. MICROEMULSOES

Tendo em vista as caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel, as microemulsdes se

apresentam como um meio solvente alternativo de analise.
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4446 o desde

As microemulsdes foram introduzidas em 1943 por Hoar e Schulman
entdo, encontram as mais variadas aplicacdes, como meio de polimerizagdo®’ e para
preparacdo de polimeros condutores®®; sintese de nanoparticulas*®>/nanocristais®*;
carreadores de farmacos*>3; e também como meio de analise, e.g. horménios em plantas™ e
antioxidantes alimenticios®.

Microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, opticamente transparentes,
isotropicos e micro-heterogéneos formados por particulas/canais nanométricos (na ordem de 5

28,29,46

a 100 nm) suspensas em uma fase continua . Sado formadas por dleo, agua, um

surfactante e, algumas vezes, por um co-surfactante (normalmente um alcool de cadeia curta

ou média**“).

2.2.1. Teoria de Formacéao das Microemulsbes

Uma das teorias a respeito da formacdo de microemulsdes ¢ a chamada “teoria
termodindmica das microemulsdes™ . Sabe-se que, quando se misturam dois liquidos
imisciveis, sob agitacdo constante, ha a formacdo de goticulas dispersas de ambos os liquidos,
um no outro; no entanto, a partir do momento em que a agitacdo é interrompida, os liquidos se
separam, causando a desestabilizacdo da emulsdo formada®.

A dispersdo de um dos liquidos no outro acarreta um aumento da area interfacial, e,
consequentemente, da variacdo da energia livre de Gibbs, a qual deve ser negativa para que
ocorra a formacéo espontanea da microemulsdo**°. A variacdo da energia livre associada a
dispersdo das goticulas, em condi¢fes de pressao e temperatura constantes, pode ser descrita

pela Equacdo 1 a seguir:

AG =i AA - TAS [1]

onde y; ¢ a tensdo interfacial entre as fases aquosa e oleosa, AA ¢ a variacdo da area
interfacial, T € a temperatura e AS ¢ a variacdo da entropia.

Para que uma emulsdo possa ser estabilizada, deve-se diminuir a tensdo interfacial da
disperséo, a fim de diminuir a energia livre de Gibbs, uma vez que aquela ndo pode ser nula.
O segundo termo da Equacao [1] diz respeito ao aumento da entropia, 0 qual é resultante do
aumento do nimero de goticulas dispersas. Pode-se verificar, pela Equacdo [1], que a
estabilidade da emulsdo é maior quanto menor for a energia livre, tendendo a um sistema

termodinamicamente estavel.
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Em uma mistura de dois liquidos, estando um disperso no outro, surge
espontaneamente uma pressao no interior das goticulas, denominada “pressdo de Laplace”,
que varia inversamente com o raio da goticula, sendo essa relagdo mostrada pela Equacao
[2”:

r [2]

onde vy ¢ a tensdo interfacial, AP é a variacdo da pressao no interior da goticula e r € o raio da
goticula. Como se pode observar, uma alta tensdo interfacial implica em uma maior pressao
no interior da goticula; também, como a relagdo entre a pressdo interna e o raio é
inversamente proporcional, um menor raio resulta em uma maior pressao. Aplicando essa
relacdo para uma emulsdo onde duas goticulas com a mesma tensdo interfacial estdo
proximas, a goticula de menor raio, por ter uma pressao interna maior, tende a coalescer com
a goticula de raio maior™.

Os surfactantes diminuem a tensdo interfacial entre as fases aquosa e oleosa, sendo,
portanto, fundamentais para estabilizar as goticulas nas microemulsées. Devido a repulsdo de
cargas dos grupos polares do surfactante, ndo é possivel obter um empacotamento eficiente
das goticulas, uma vez que ainda se tem alguma tensdo interfacial; com a adi¢do do co-
surfactante, a tensdo interfacial praticamente se anula, aumentando a estabilidade do sistema e

colaborando também na solubilizac&o das fases aquosa e oleosa***¢.

2.2.2. Diagrama de Fases
A mistura dos componentes da microemulsdo, dentro da regido de um diagrama de

fases (Figura 4), é capaz de formar diferentes estruturas internas®, influenciadas pelas

proporcdes dos componentes, bem como por suas propriedades fisico-quimicas.

25



surfactante/co-surfactante

S 2
- 00
;V/ ) D microemulsdo
//
]
W o W
emulsdo
/'\/
S/ .
] T | S ] I T T | L l T T T T I T I T T ]
dgua o 25 50 75 100 Oleo

Figura 4. Diagrama de fases pseudo-ternario para uma microemulsdo composta por agua,

6leo, surfactante e co-surfactante®”.

O diagrama de fases descreve as condi¢cBes experimentais nas quais é possivel obter
microemulsdes, bem como as regides limites de transicdo. O modo mais comum de
representar uma microemulsdo de quatro componentes é por meio de um diagrama de fases
pseudo-ternario, onde as fases puras aquosa e oleosa, bem como a mistura surfactante/co-
surfactante, sdo colocadas nos vértices do triangulo.

Para se obter um diagrama de fases, inicialmente misturam-se agua e 6leo com um
surfactante, titulando a emulsdo resultante com um co-surfactante até ocorrer a formacéo de
um sistema opticamente transparente, determinando-se a relacdo surfactante/co-surfactante
adequada para a obtencdo da microemulsdo. Em seguida, titula-se, com &gua, uma mistura de
6leo e surfactante/co-surfactante, tracando linhas convergentes ao vértice do diagrama
correspondente a fase aquosa. O mesmo € feito para uma titulacdo com 6leo da mistura de
agua com surfactante/co-surfactante (Figura 5a). Os pontos do diagrama de fases na Figura 5b
dizem respeito a modificacbes no sistema microemulsionado, e.g. separacdo de fases,

transparéncia, opacidade, etc.
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Figura 5. (a) Titulacdo com fase aquosa; (b) Representacdo dos pontos de transparéncia da

titulagdo e regido do diagrama correspondente & regido de microemulsio (adaptado)™.
2.2.3. Tipos de Microemulsdes

Quando moléculas lipossollveis estdo localizadas no interior das goticulas de 6leo, e
essas, por sua vez, estdo dispersas em uma fase continua aquosa, a microemulsdo é conhecida
como do tipo 6leo em &gua (ME o/a). Se o inverso ocorre, ou seja, moléculas hidrossoltveis
se encontram no interior de goticulas de agua, as quais estdo dispersas em uma fase continua
oleosa, tem-se uma microemulsdo de dgua em 6leo (ME a/o). Esses sdo 0s principais tipos de
microemulsdo®®. Um terceiro tipo de microemuls&o pode se formar, quando tanto o 6leo como
a agua sao fases continuas, originando uma rede na qual ambos sdo canais intercalados por
monocamadas de filme interfacial de surfactante/co-surfactante; esse tipo de microemulsdo é
conhecido como bicontinuo**.

A Figura 6 mostra uma representacao dos trés tipos de microemulsao.

O~ surfactante
e~ co-surfactante
w~— Oleo

(A) (B)
Figura 6. Representacdo esquemaética: (A) ME o/a; (B) ME alo (adaptado)®®;

(C) Microemuls&o bicontinua (adaptado)**.
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2.2.4. Técnicas de Caracterizacao de Microemulsdes

A elucidacdo da estrutura interna das microemulsdes € complexa e requer técnicas
sofisticadas de analise. Alguns métodos com esse propdésito incluem espalhamento de raios-X
a baixo angulo (SAXS, do inglés Small Angle X-Ray Scattering), espalhamento de néutrons a
baixo angulo (SANS, do inglés Small Angle Neutron Scattering), espalhamento de luz
dindmico (DLS, do inglés Dinamic Light Scattering), ressonancia magnética nuclear (NMR,
do inglés Nuclear Magnetic Resonance) e microscopia de transmisséo de elétrons (TEM, do
inglés Transmission Electron Microscopy)***®. Essas técnicas fornecem informagdes sobre o
ndcleo e a estrutura da monocamada de surfactante ou surfactante/co-surfactante na interface
das fases, distribuicdo de tamanho das particulas dispersas, polidispersdo, agregados de
goticulas e suas dindmicas de difusdo, bem como sobre a taxa de troca inter-goticulas e
fluidez da monocamada™.

Aind,a outros métodos, e.g. medidas de condutividade, viscosidade, tensdo interfacial
e turbidez, sdo utilizados para que se tenha uma melhor compreensdo das propriedades
condutoras, bem como reacGes quimicas e processos de transferéncia de massa que ocorrem

nas microemulsdes™.

2.3. ELETROFORESE CAPILAR

Nas ultimas décadas, grandes avancos tecnoldgicos foram feitos no que diz respeito a
ciéncia das separacdes, em termos de instrumentagdo analitica: implementaram-se as técnicas
GC e HPLC e, no final da década de 80, a eletroforese capilar (CE)*.

Historicamente, a eletroforese foi introduzida na década de 1930 por Tiselius, sendo
gue a primeira demonstracdo do uso de campos elétricos elevados na técnica foi feita por
Hjérten, na década de 1960. Jorgenson e colaboradores contribuiram significativamente, no
inicio da década de 1980, para o crescimento inicial da CE como técnica analitica
instrumental, a qual apresentou um rapido avanco devido a fatores como simplicidade
instrumental, diversidade de compostos que podem ser analisados (desde pequenos ions,
como o litio, até macromoléculas, como proteinas) e variedade dos modos de separacao que

>9%0 em uma tnica coluna capilar™.

podem ser realizados
A separacdo, na CE, se d& em capilares de silica fundida revestidos com um filme
polimérico, cujo diametro interno varia entre 15 e 100 um, que sdo preenchidos com um

eletrolito denominado eletrolito de corrida. O uso desses capilares oferece diversas vantagens
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sobre outros meios usuais na eletroforese (e.g. placas de gel), dentre elas uma eficiente
dissipacédo do calor gerado pela passagem de corrente elétrica (efeito Joule). Ainda, é possivel
a aplicacdo de campos elétricos (100 a 500 V cm™) e voltagens elevados (30 a 50 kV)*,
resultando em separacdes mais eficientes. Além disso, ao contrario de outros métodos
cromatograficos, o volume de amostra necessario para analise é extremamente baixo, entre 1 a
10 nL, havendo também a possibilidade de injecdo e deteccdo em fluxo'. Sua principal
desvantagem ¢é a baixa repetibilidade no processo de injecdo, fazendo-se necessario o uso de

padrdes internos na analise quantitativa®®.
2.3.1. Equipamento para Eletroforese Capilar

Em um aparelho para CE, o capilar € preenchido com o eletrdlito de corrida contido
em dois recipientes (vials), nos quais ambas as extremidades do capilar séo mergulhadas, e a
amostra € injetada na extremidade de entrada do capilar (comumente de modo hidrodindmico)
na forma de um plug. Por meio da aplicacdo de uma diferenca de potencial, é gerado um fluxo
no interior do capilar, que transporta a amostra até um detector, em geral de absorcdo no UV-
Visivel, gerando o registro gréfico de determinados componentes da amostra, chamado
eletroferograma. A Figura 7 mostra uma representacdo esquematica de um aparelho de CE.

Computador
Capilar
Entrada /:/— Detector \\ Saida
Tampdo Amostra Tampdo
Fonte de

alta voltagem

Figura 7. Esquema de um equipamento de eletroforese capilar (adaptado)*.
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O sentido em que os analitos se deslocam no capilar (do anodo para o catodo ou o
inverso) depende da voltagem aplicada (se positiva ou negativa, em relacdo a extremidade do

capilar na qual se encontra o detector) e influencia a magnitude do fluxo eletroosmotico.
2.3.2. Fluxo Eletroosmotico

Dentro do capilar, além da migracdo eletroforética dos analitos, ocorre outro
fendmeno de migracdo que confere a técnica parte de sua alta eficiéncia, a eletroosmose, ou
seja, 0 fluxo de solucdo induzido pelo campo elétrico aplicado!. O material do qual o capilar
é feito (silica fundida) caracteriza-se pela presenca de grupos silanois, de fraco carater cido,
mas que, em contato com o eletrélito de corrida, podem se ionizar, dando origem a uma dupla
camada elétrica na parede do capilar. Quando uma diferenca de potencial é aplicada, essa
dupla camada permanece imovel, enquanto os ions solvatados no centro do capilar deslocam-
se ao longo do mesmo, dando origem ao fluxo eletroosmético (EOF, do inglés electroosmotic
flow) (Figura 8)*.

O\ CAMADA
W silansis vicinals COMPACTA
s
i q: {ponte de hidrogénio) CAMADA
. DIFUSA

©

catodo

fluxo eletroosmético

SUPERFICIE
(b)

(a)
Figura 8. Representacdo esquematica: (a) Estrutura quimica da superficie de um capilar de

silica; (b) Modelo para interface capilar/solucdo aquosa e fluxo eletroosmético (adaptado)®™.
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A intensidade do EOF é governada pelo pH do eletrélito de corrida. Em valores de pH
baixos a ionizacdo dos grupos silanois é pequena e, portanto, o EOF é baixo; em
contrapartida, em altos valores de pH a ionizacdo dos grupos silanois € maior, resultando em
um elevado EOF**°*,

O EOF contribui sobremaneira para a alta eficiéncia de separacdo da CE, sendo
caracterizado por um perfil radial constante da velocidade, o que evita o alargamento das
bandas. Tal peculiaridade distingue a CE de outros métodos cromatograficos em fase liquida,
0s quais mostram variacdo parabdlica para o perfil radial da velocidade, tipica do fluxo
induzido por pressdo (Figura 9). Ainda, o EOF € responsavel, sem distingdo de carga, por
transportar solutos na direcdo do detector, possibilitando a analise de amostras contendo

cations, anions ou solutos neutros®?.

fluxo eletroosmoético fluxo por presséo
——— | — ———
|:::::::=" :::::_

J\

Figura 9. Perfil do fluxo eletroosmoético (induzido por campo elétrico) comparado com o
fluxo gerado por presséo, e seus respectivos efeitos nas bandas (adaptado)®".

Visto que o EOF influencia no resultado das separacdes, faz-se necessario ter controle
sobre o mesmo. Segundo Tavares™, o EOF pode ser modificado tanto pela alteragdo das
propriedades fisico-quimicas da solu¢do, e.g. pH, concentracdo, forca idnica, como pela

modificacdo quimica da superficie do capilar.
2.3.3. Efeito Stacking

O empilhamento (do inglés, stacking) € uma técnica de concentracdo de amostra
online usualmente empregada na CE*®, por dois motivos: o aumento do nimero de pratos

te6ricos causado pelo volume da injecdo e o enriquecimento da amostra®, aumentando a

sensibilidade da deteccéo.
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As diferencas entre as condutividades da amostra injetada e do eletrélito de corrida
alteram a forca do campo elétrico (e também a resisténcia) distribuido em cada zona do

capilar, em consequéncia da lei de Ohm (E = IR), que assume a forma:

E=IR; + IR, [3]

onde R; e R, representam, respectivamente, as resisténcias das zonas da amostra e do
eletrolito de corrida e E é a forca do campo elétrico, o qual é proporcional a velocidade de
migracdo ao longo do capilar. Quando amostras de condutividade menor que a do eletrdlito de
corrida séo injetadas, o stacking ocorre, permitindo a injecdo de volumes maiores de amostra
sem causar alargamento de banda devido a ocorréncia de compressdao de zona. Em
contrapartida, se amostras de condutividade maior que a do eletrolito de corrida séo injetadas,
ocorrera alargamento de banda, ou o efeito antistacking®.

Uma vez que a velocidade eletroforética de um soluto é proporcional a forga do campo
elétrico, velocidades diferentes podem ser obtidas em cada zona dentro do capilar, sendo
desejavel que o stacking ocorra na zona de injecdo. Tal efeito é alcancado com amostras de

baixa condutividade®.

2.3.4. Cromatografia Capilar Eletrocinética em Microemulséo

A técnica que utiliza microemulsGes como meio de separacdo em CE foi desenvolvida
em 1991 por Watarai, e possibilita uma eficiente separacdo de solutos neutros e carregados,
com base em suas hidrofobicidade e mobilidade eletroforética®*®*,

Na cromatografia capilar eletrocinética em microemulsao (MEEKC, do inglés
Microemulsion Electrokinetic Chromatography), as goticulas dispersas atuam como uma fase
pseudo-estacionaria, permitindo a separacdo tanto de solutos carregados como neutros. Os
solutos sofrem particdo entre as fases que constituem as microemulsdes (goticulas e fase
continua), que migram com diferentes velocidades. Por exemplo, em uma ME o/a, quanto
mais hidrofobico o soluto, mais ele ira sofrer particdo para dentro da goticula da
microemulsdo, levando mais tempo para migrar; ja os solutos hidrofilicos permanecerdo na
fase continua da microemulsdo e migrardo mais rapidamente em direcdo ao detector’®. A

Figura 10 apresenta o esquema do principio de separacdo da MEEKC em uma ME o/a.
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Figura 10. Representacdo esquematica do principio de separacdo por MEEKC em ME o/a
(adaptado)®*.

As microemulsdes, ao contrario das micelas, ndo possuem uma estrutura tao rigida, o
que facilita a penetracdo dos solutos. Tal caracteristica permite que a MEEKC encontre uma
gama de aplicacBes maior do que a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés
Micellar Electrokinetic Chromatography)®, e.g. determinacdo de vitaminas®®, bioanalises®®,

analise de produtos naturais®’ e antibi6ticos®®.
2.4. TECNICAS ELETROQUIMICAS DE ANALISE

Como j& mencionado anteriormente, as microemulsdes possuem uma alta
condutividade elétrica quando comparadas ao biodiesel puro, o que possibilita a realizacao de

medidas eletroguimicas, dentre elas a voltametria.
2.4.1. Técnicas Voltamétricas

As técnicas eletroanaliticas de analise encontram vasta aplicacdo em campos tédo
distintos como quimica ambiental®, bioquimica’, biologia molecular™ e fisico-quimica’
visando o estudo de propriedades de certas substancias. Tais estudos sdo feitos a partir de
medidas como corrente, potencial, carga, condutividade, e outras, as quais se relacionam com

a concentracdo do analito”.
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Uma importante caracteristica dessas técnicas, e também grande vantagem, é a
possibilidade de se realizar medidas diretamente na amostra, sem a necessidade de etapas
como extracdo ou purificacdo, o que lhes confere baixo custo e diminuicdo do tempo de
analise. Outro ponto a ser considerado € a baixa sensibilidade a interferentes, ampliando sua
utilizagdo™.

Tantas vantagens levaram a um rapido desenvolvimento de técnicas cada vez mais
sensiveis e sofisticadas, com a utilizacdo de eletrodos cada vez menores, principalmente
devido & enorme aplicacéo encontrada para estudos biolégicos’*®. Os ultramicroeletrodos, ou
seja, eletrodos com dimensdes micrométricas’’ (pelo menos uma dimens&o menor que 25 pm)

879 como em diversas outras areas®%%,

sdo empregados tanto em bioquimica

Sabe-se que a condutividade de uma ME o/a é maior se comparada com a
condutividade de uma ME a/o, a qual, por sua vez, é maior do que a de solventes apolares ou
do proprio biodiesel, o que viabiliza a utilizacdo das técnicas voltamétricas nesses sistemas.
No entanto, a literatura ainda € escassa no que diz respeito a estudos empregando ME a/o.
Considerando que, ndo somente os antioxidantes, mas as espécies a serem estudadas no
biodiesel se encontram na fase oleosa, é desejavel que a quantidade de biodiesel seja a maior

possivel para que se facam determinacGes analiticas quantitativas.
2.4.2. Ultramicroeletrodos

Os primeiros trabalhos utilizando ultramicroeletrodos (ume) foram feitos no final da
década de 1960 por Fleischmann e colaboradores, sendo mais amplamente empregados em
estudos eletroanaliticos e bioeletroquimicos no inicio da década de 1980%.

Os ume, por possuirem dimensdes menores que o0s eletrodos convencionais,
apresentam algumas peculiaridades. Reduzir a area de um eletrodo acarreta em consequéncias
como:

i.  As velocidades de transporte de massa da superficie do eletrodo para o seio da solucao

e desta para o eletrodo aumentam;

ii. A capacitancia da dupla camada elétrica diminui;
iii.  Devido a diminuigéo da corrente, a queda 6hmica é reduzida.

Uma grande vantagem dos ume é a possibilidade de realizar experimentos em meios
altamente resistivos. Além disso, é possivel conduzir experimentos em solugdes congeladas e,
ainda, em fase gasosa®. Os ume exibem altas densidades de corrente, mas as correntes totais

sdo baixas em razdo da area micrométrica, permitindo que o estado estacionario seja
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alcancado em condicBes que, com eletrodos convencionais, ndo seria possivel, e.g. na
auséncia de um eletrolito suporte®?,

Como ja mencionado, a velocidade de transporte de massa (por difusdo e conveccéo)
para um ume ¢ diferente da de um eletrodo convencional. As pequenas dimenses do ume
fazem com que a velocidade do transporte de massa por difusdo seja maior do que para um
eletrodo convencional, o que, por sua vez, faz com que o estado estacionério seja atingido
mais rapidamente. Em contrapartida, a velocidade do transporte de massa por conveccao, se
comparada a por difusdo, é negligenciavel, permitindo que medidas em fluxo sejam
realizadas™*®.

A célula eletroquimica pode ser comparada a um circuito RC em série, onde R € a
resisténcia da solucdo e C é a capacitdncia da dupla camada elétrica, se uma espécie

eletroativa se faz ausente. Nesse caso, ao aplicar uma diferenga de potencial (AE) durante um

dado tempo t surge uma corrente capacitiva, ic, representada por:

ic = (AE/R) exp (-t/RC) [4]

No entanto, caso haja na solugdo uma espécie eletroativa, surgird também uma
corrente faradaica, ir, 0 que resultara em uma corrente total dada pela soma de i € ic. No
estado estacionario, ir € diretamente proporcional ao raio de um eletrodo de disco ao
quadrado, ou seja, em relacdo a um eletrodo convencional, a razéo (ig/ic) € maior em um ume,
favorecendo a anélise de tragos™*.

Para um ume de disco, a expressao da corrente limite, ijim, € dada por:

i|im =4nrFDC [5]

onde n é o numero de elétrons envolvidos na reacdo redox, r € o raio do ume, F € a constante
de Faraday, e D e C sdo, respectivamente, o coeficiente de difusdo e a concentracdo da
espécie eletroativa na solugdo™.

No que diz respeito ao formato e material dos ume, é possivel encontra-los nas mais

81,82

diversas formas geométricas, como disco, tubular, anel e esfera’hemisfera® ", e em diversos

materiais, como Pt, Cu, Au e C%.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS

O biodiesel de o6leo de soja usado nos experimentos foi cedido por uma usina do
municipio de Passo Fundo/RS. Outros reagentes utilizados foram: n-pentanol (Sigma-Aldrich,
> 99%), dodecil sulfato de sodio (SDS, do inglés, sodium dodecyl sulfate) (Invitrogen,
99,5%), tolueno (Merck, > 99,5%), dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, > 99,5%), hidroxido de
sodio (Synth, 97%), acido salicilico (Merck, PA), acido ftalico (Carlo Erba Milano, > 99%),
tetraborato de sodio anidro (TBS) (Ecibra, 99,95%), ferroceno (Fluka, > 98%), y-ciclodextrina
(Merck, 98%) e &gua deionizada previamente destilada. Os antioxidantes empregados foram
TBHQ (Fluka, > 98%), BHA (Sigma-Aldrich, > 98 %), BHT (Fluka, > 99%) e PG (Sigma-
Aldrich, > 98%).

Utilizou-se um aparelho para CE Agilent Technologies 7100 Capillary Electrophoresis
com detector UV-Vis e arranjo de diodo. Foi empregado um capilar de silica fundida,
revestido com poliamida, com 50 um de diametro interno (i.d., do inglés internal diameter) e
48,5 cm de comprimento, sendo 40 cm até o detector (comprimento efetivo, e.l., do inglés
effective length). Membranas de politetrafluoroetileno (PTFE) de porosidade 0,45 pm
(CHROMAFIL Xtra) foram empregadas na filtragem das solucdes injetadas na coluna. Nas
medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato JAUTOLAB TYPE 11
com o software GPES (do inglés, General Purpose Electrochemical System). Como célula
eletroquimica para analise voltamétrica, utilizaram-se trés eletrodos, sendo eles um ume de Pt
(PAR, r =5 um) como eletrodo de trabalho e duas fitas de Pt como contra-eletrodo e quase-
referéncia, sendo as medidas realizadas em uma gaiola de Faraday, & 25 °C.

As medidas de condutividade foram realizadas em um condutivimetro Metrohm 712
Conductometer, com constante de célula 1 cm™, calibrado com solucéo de KCI 0,01 mol L™
(1,413 mS cm™ & 25 °C).

Os espectros de absor¢do no UV-Vis foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian,
modelo Cary 50 UV-Visible Spectrophotometer, na faixa de comprimentos de onda de 200 a
800 nm.

Na Figura 11 estdo representadas as estruturas dos acidos salicilico e ftalico (padrdes
internos nas analises por CE), bem como do tolueno e DMSO (solutos-sonda nas analises por

CE) e ferroceno (sonda eletroquimicas nas medidas voltamétricas).
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Figura 11. (a) Acido salicilico; (b) Acido ftalico; (c) Tolueno; (d) DMSO; (e) Ferroceno.
3.2. METODOLOGIA
3.2.1. Medidas por Eletroforese Capilar

Antes e ap6s as medidas, a limpeza do capilar foi realizada com NaOH 1 e 0,1 mol L™
e agua deionizada, por 5 minutos cada. Além disso, ao finalizar as medidas, o capilar era seco
com fluxo de ar. Para o pré-condicionamento do capilar entre cada medida, utilizaram-se
solucBes de NaOH 1 e 0,1 mol L™, 4gua deionizada e o eletrélito de corrida, sendo cada uma
injetada no capilar durante 5 minutos. As amostras foram injetadas hidrodinamicamente por
5 s a 50 mbar, sob um potencial de -30 kV, corrente de 300 LA e poténcia de 6 W, a 25 °C.

Todas as solugbes injetadas foram previamente filtradas com membrana de PTFE de

porosidade 0,45 pum.

3.2.1.1. Preparo do Eletrélito de Corrida

O eletrdlito de corrida consistiu de uma ME a/o composta de 74% de pseudo-fase
(SDS/n-pentanol 1:4 m/m) e 26% de tamp&o TBS 5x10° mol L, apresentando caracteristicas
similares as amostras microemulsionadas a fim de ndo desestabilizar o plug da amostra no

interior do capilar.
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3.2.1.2. Preparo das Microemulsdes

Foram empregadas ME a/o de biodiesel (com e sem adi¢do de antioxidante) contendo
20% de biodiesel, 20% de agua e 60% de pseudo-fase (48% de n-pentanol e 12% de SDS).
Essa microemulsao foi empregada na preparacdo de uma microemulséo diluicdo, MEp, e de
uma microemulséo estoque, MEg, contendo o antioxidante TBHQ em estudo na concentragéo
de 6,00x10°® mol L™; as microemulsées com concentracdes mais baixas de antioxidante foram

obtidas por diluicdo da MEg com a MEp.

3.2.1.3. Preparo das ME a/o contendo Acidos Salicilico e Ftalico como Padrdes Internos

As ME a/o contendo somente &cido salicilico na concentracdo 1,00x10°° mol L™ foram
preparadas da mesma forma descrita no item 3.2.1.2. Empregando essa microemulsdo, foram
obtidas ME a/o com concentracdes variaveis de antioxidante, por adicdo de volumes
conhecidos da MEg mantendo-se constante a concentracdo do &cido salicilico. Posteriormente,
0 &cido ftalico foi adicionado como segundo padrdo interno, também na concentracdo de

1,00x10°° mol L, sendo as microemulses preparadas da mesma forma.
3.2.2. Medidas Eletroquimicas

3.2.2.1. Voltametria de Pulso Diferencial

Para investigar o comportamento eletroquimico do TBHQ nas microemulsdes
utilizadas nas analises por CE, foram realizadas medidas de voltametria de pulso diferencial,
na auséncia e presenca de 1,20x107, 2,40x107, 3,60x103, 4,80x10 e 6,00x10° mol L™ do
antioxidante. As amostras foram medidas em triplicata com varreduras realizadas a um
potencial inicial de 0,000 V e final de 1,800 V e amplitude de 100 mV.

O primeiro experimento consistiu de uma analise da variagdo da concentracdo de
TBHQ na microemulsdo. Para tal, preparou-se uma microemulsdo composta por 60% de
pseudo-fase, 20% de agua e 20% de biodiesel, sendo separada uma aliquota para a medida do
branco; & outra aliquota adicionou-se TBHQ na concentragdo 6,00x10° mol L™ e, a partir
dessa concentragédo, obtiveram-se concentragdes mais baixas de TBHQ por diluicdo com a
microemulsdo sem antioxidante.

O segundo experimento foi uma analise da variacdo da concentracdo de TBHQ na
mesma microemulsdo em presenca de ferroceno & 2,50x10® mol L, seguindo procedimento

similar ao anterior.
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Em seguida foi feita uma analise da variacdo da concentracdo de ferroceno na
microemulsdo em presenca de 3,00x10° mol L? de TBHQ. Igualmente, preparou-se a
microemulsdo como descrito acima e, a uma aliquota da mesma, adicionou-se 3,00x107
mol L™ de TBHQ. O ferroceno foi adicionado & microemulsdo, contendo o antioxidante, em
uma concentracéo de 1,00x10% mol L™ para, a partir desse valor, obter concentracdes mais
baixas de ferroceno (1,00x10°, 1,00x10* e 1,00x10° mol L™) por diluicdo com a

microemulsdo contendo apenas TBHQ.

3.2.2.2. Voltametria Potenciodindmica
Foram realizados trés experimentos de voltametria potenciodindmica com as
microemulsdes utilizadas no item 3.2.2.1, na faixa de potenciais de -0,800 a 3,000 V e

velocidade de varredura de 20 mVv s,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TECNICAS VOLTAMETRICAS

4.1.1. Analise da Variacao da Concentracdo de TBHQ na Microemulséo

As quinonas e hidroquinonas constituem um grupo amplamente investigado no que diz
respeito a processos de transferéncia de prétons e elétrons e, apesar de diversos estudos terem
sido realizados com o proposito de elucidar tais mecanismos de reagdo, novos aspectos de seu
comportamento continuam sendo investigados. Um desses estudos € 0 mecanismo de reacao
de transferéncia de prétons e elétrons que ocorre entre as quinonas e/ou hidroguinonas em
meios prético e aprotico®.

Para se analisar o comportamento eletroquimico do TBHQ, bem como investigar a
sensibilidade das técnicas voltamétricas na deteccdo do antioxidante em biodiesel, foram
feitas varreduras por voltametria de pulso diferencial e voltametria potenciodinamica na
microemulsdo em estudo contendo concentracGes conhecidas de TBHQ. Trata-se, portanto, de
ensaios com adicdo de padrdo TBHQ, permitindo estimar a concentracdo desse antioxidante
na amostra de biodiesel presente na microemulséo.

A Figura 12 mostra os voltamogramas de pulso diferencial na auséncia e presenca de
TBHQ na microemulséo, nas concentracdes entre 2,40x10° e 6,00x10° mol L™, sendo os
potenciais de pico observados em 0,570, 0,550, 0,550 e 0,560 V.
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Figura 12. Voltamogramas de pulso diferencial do TBHQ na microemulséo de biodiesel nas
concentragdes: (a) Branco; (b) 2,40x10° mol L?; (c) 3,60x10° mol L™; (d) 4,80x10° mol L?;
(e) 6,00x10° mol L. Condi¢des: ume de trabalho (r = 5 pm), contra-eletrodo e quase-
referéncia de Pt, E; = 0,000V, Ef = 1,800 V, amplitude de 100 mV.

Pode-se observar um padrdo praticamente linear de comportamento da corrente
faradaica, que aumenta com o aumento da concentracdo de TBHQ na microemulsdo, o que
indica que o antioxidante esta sendo oxidado.

Com base nos dados da Figura 12, foram plotados os valores de concentragdo X
corrente (Figura 13) no pico de oxidacdo em 0,560 V, para se obter a curva analitica e uma
estimativa do valor do coeficiente de correlacdo linear, R®.

41



y=1,42x10° x + 1,75x10”
2,6x10° 1 R® = 0,957 .

2,4x10°

A)

< 2,2x10°

Corrente
N
o
X
o
1

1,8x10°

1,6x10°

' 1 ' 1 ' 1
0,0 2,0x10™ 4,0x10° 6,0x10™

Concentragao (mol L'1)

Figura 13. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas

concentragdes entre 2,40x10° mol L™ e 6,00x10°° mol L™.

A extrapolacdo da reta correspondente a esses dados indica uma concentracdo de
antioxidante no biodiesel, possivelmente TBHQ, na ordem de 4,00x10° mol L, feita a
devida correcdo pelo fator de diluicdo da amostra.

Em seguida, foram feitas varreduras potenciodindmicas na mesma amostra, para
confirmar a detec¢do do antioxidante (Figura 14). Pode-se observar duas ondas anddicas nos
potenciais de meia-onda 0,280 e 0,760 V, indicando a oxidacdo da molécula do TBHQ em
duas etapas, correspondendo aos dois grupamentos hidroxila, provavelmente em razdo do
carater anfiprotico do n-pentanol, o qual esta presente no meio continuo da microemulséo, e
da possibilidade de formacdo de ligacdo hidrogénio. Esses picos aumentam conforme a
concentracdo do antioxidante aumenta, sugerindo que o mesmo € facilmente detectado pela

técnica.
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Figura 14. Voltamogramas potenciodinamicos do TBHQ na microemulsdo de biodiesel nas
concentragdes: (a) Branco; (b) 1,20x10° mol LY; (c) 2,40x10° mol L; (d) 3,60x107 mol L?;
(e) 4,80x10° mol L™; (f) 6,00x10° mol L™. Condigdes: ume de trabalho (r = 5 um), contra-
eletrodo e quase-referéncia de Pt, E; = -0,800V, E; = 3,000 V, velocidade de varredura
20mVv st

Pelos dados da Figura 14, plotaram-se os valores de concentracdo x corrente (Figura
15), correspondente a segunda etapa de oxidacdo em 1,000 V, para se obter a curva analitica e
o valor do coeficiente de correlacéo linear, R?, evidenciando o aumento linear da corrente

com a concentracdo do antioxidante.
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Figura 15. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas

concentracdes entre 1,20x10° mol L™ e 6,00x10°° mol L™.

A extrapolacdo da reta correspondente a esses dados indica uma concentracdo de
antioxidante no biodiesel, possivelmente TBHQ, na ordem de 6,50x10° mol L, feita a

devida correcdo pelo fator de diluicdo da amostra.

4.1.2. Andlise da Variacdo da Concentracdo de TBHQ na Microemulsdo em Presenca de

Ferroceno

Para definir os potenciais de oxidagdo do TBHQ em um ume de Pt foram realizados
ensaios em presenca de ferroceno, o qual se caracteriza por ser uma sonda adequada em meios
ndo-aquosos, devido a sua boa solubilidade nesses meios, baixa solubilidade em agua e
adsorcdo negligenciavel na superficie do eletrodo*®®°. Adicionalmente, as caracteristicas
das microemulsdes ndo sdo afetadas significativamente pela presenca desse composto**®.
Inicialmente, o ferroceno foi adicionado a microemulsédo e mantido em concentracao

constante (2,50x10° mol L™), enquanto o TBHQ teve sua concentracédo variada, entre 0,00 e
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6,00x10° mol L™, com acréscimos de 1,20x10° mol L™ para cada amostra. O voltamograma
(a) da Figura 16 corresponde a uma varredura da microemulsdo na auséncia de ferroceno e de
TBHQ, enquanto que o voltamograma (b) corresponde a uma microemulsdo adicionada de
ferroceno. Os resultados mostram que hd uma reacdo anddica na amostra da microemulséo
pura, indicando, provavelmente, a presenca de algum componente do biodiesel, talvez um
antioxidante residual do processo industrial de obtencdo do produto.

A partir da curva (b) observa-se um potencial de pico referente ao ferroceno em
0,140 V; o mesmo pico é visto nas outras curvas, de (c) até (g), nas quais as correntes sao
praticamente constantes. A partir da concentragdo do TBHQ correspondente ao voltamograma
(c), nota-se a presenca de um segundo pico anodico em 0,650 V; esses voltamogramas
correspondem as sucessivas adicdes do TBHQ na microemulsdo, o que € evidenciado pelo
aumento da corrente com a concentragdo do mesmo.

Um ponto importante a ser considerado é o potencial de oxidacdo do ferroceno no
meio em questdo. Enquanto no presente trabalho ele foi detectado em um potencial de
0,140 V, em estudos anteriores realizados no laboratério™ o valor observado foi em torno de
0,500 V. O meio anteriormente estudado consistiu de uma microemulsdo composta por 40%
de 6leo, 6% de agua e 54% de pseudo-fase, contra 20% de 6leo, 20% de agua e 60% de
pseudo-fase no presente estudo. Essa diminui¢do no potencial de oxidacdo provavelmente é
devido ao fato de a condutividade do meio ter aumentado em razdo do maior teor de agua,
bem como da diminuicdo da quantidade de Oleo e, consequentemente, da viscosidade do
meio, favorecendo a oxidacdo do ferroceno a um potencial andédico menos positivo. Esses

ensaios colocam em evidéncia a sensibilidade da voltametria de pulso diferencial.
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Figura 16. Voltamogramas de pulso diferencial do TBHQ na microemulsdo de biodiesel
contendo ferroceno: (a) Auséncia de ferroceno e TBHQ; (b) Ferroceno a 2,50x10° mol LY
Ferroceno & 2,50x10° mol L* e TBHQ nas concentragdes: (c) 1,20x10° mol L*;
(d) 2,40x10° mol L™; (e) 3,60x10° mol L (f) 4,80x10° mol L™; (g) 6,00x10° mol L™
Condicdes: ume de trabalho (r = 5 um), contra-eletrodo e quase-referéncia de Pt, amplitude de
100 mV.

Observa-se também que, em concentra¢es maiores de TBHQ, o pico de oxidacdo do
mesmo é deslocado para valores menos positivos, mostrando que a reacao de oxidacdo ocorre
com mais facilidade. Além disso, as correntes de oxidacdo do ferroceno apresentam valores
maiores em presenca do antioxidante. Esses acontecimentos demandam estudos mais
aprofundados, bem como sugerem que o meio em estudo, uma ME a/o, € de grande
complexidade.

Com os valores de corrente encontrados para o pico de oxida¢do do TBHQ em torno
de 0,500 V, plotaram-se os valores de concentracdo X corrente para a obtencdo da curva
analitica e do valor do coeficiente de correlacéo linear, R?, conforme mostrado na Figura 17.
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Figura 17. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel sem e com TBHQ nas
concentragdes entre 1,20x10° mol L e 6,00x10° mol L. Presenca de ferroceno a
2,50x10° mol L™

A extrapolacdo da reta correspondente a esses dados indica uma concentracdo de
antioxidante no biodiesel, possivelmente TBHQ, da ordem de 8,50x10° mol L*, feita a
devida correcdo pelo fator de diluicdo da amostra.

Em seguida, foram feitas, com a mesma microemulsdo utilizada nas medidas de pulso
diferencial, varreduras potenciodindmicas (Figura 18). Nota-se, comparando 0s
voltamogramas (a) e (b), que a presenca de ferroceno em (b) apresenta um sinal de oxidagéo
em torno de 0,036 V. Esse sinal aparece também nos outros voltamogramas, apresentando
correntes anddicas praticamente constantes, uma vez que a concentracdo do ferroceno é
mantida constante em todas as amostras. Observa-se também a presenca de dois picos
anodicos nos potenciais de meia-onda de 0,450 e 0,820 V, a partir do voltamograma (b).
Além disso, pode-se notar um padrdo constante do aumento da corrente limite nas duas ondas
anodicas com o aumento do teor de TBHQ, sugerindo que sua detecgdo € possivel.

Novamente, mesmo 0 TBHQ estando ausente nas curvas (a) e (b), observam-se correntes de
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oxidagdo na mesma regido de potenciais de deteccdo do antioxidante, sugerindo que

antioxidantes presentes no biodiesel tenham sido detectados nesses potenciais.
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Figura 18. Voltamogramas potenciodindmicos da microemulséo de biodiesel: (a) Auséncia
de ferroceno ou TBHQ; (b) Ferroceno a 2,50x10° mol L™; Ferroceno a 2,50x10° mol L™ e
TBHQ nas concentracdes: (c) 1,20x10° mol L™; (d) 2,40x10° mol L™; (e) 3,60x10™ mol L?;
(f) 4,80x10° mol L*; (g) 6,00x10° mol L™. Condicdes: ume de trabalho (r = 5 pm), contra-

eletrodo e quase-referéncia de Pt, velocidade de varredura de 20 mV s™.
Com base nos valores de corrente encontrados para o pico de oxida¢do do TBHQ em

1,000 V na Figura 18, plotaram-se os valores de concentragdo x corrente, conforme mostrado

na Figura 19.

48



y =2,89x10" x + 3,16x10”
R* = 0,98692
5,0x10° -
<
()
c
o
5 4,0x10°
O
3,0x10” T

' 1 ' 1 ' 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

Concentracao (mol L)

Figura 19. Curva analitica para a microemulsdo de biodiesel (branco) e concentragdes de
TBHQ entre 1,20x10°° mol L™ e 6,00x10° mol L™. Presenca de ferroceno & 2,50x10°° mol L™

Como se pode notar novamente, a linearidade também € baixa assim como as
mostradas nas Figuras 13 e 17. A extrapolacdo da reta correspondente a esses dados indica
uma concentracdo de antioxidante no biodiesel, possivelmente TBHQ, na ordem de
3,50x10° mol L, feita a devida correcdo pelo fator de diluicdo da amostra. Portanto, da

mesma ordem de grandeza daquelas determinadas a partir dos dados das Figuras 13, 15 e 17.
4.1.3. Analise da Variacao da Concentracdo de Fc na ME em Presenca de TBHQ

Ensaios por voltametria de pulso diferencial foram realizados variando a concentragdo
de ferroceno e mantendo a concentragdo de TBHQ constante (3,00x10° mol L™).
Comparando os voltamogramas (a) e (b) da Figura 20, nota-se a presenca em (b) de uma onda
de oxidacdo em torno de 0,500 V, devido a presenca do antioxidante; essa onda apresenta
correntes anddicas praticamente constantes nos demais voltamogramas, uma vez que a

concentragdo de TBHQ foi mantida constante em todas as microemulsdes. Os voltamogramas
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(c) a (f) correspondem a adi¢Ges de ferroceno na microemulsdo; o sinal de oxidacdo do
ferroceno ndo é observado para baixas concentragdes e se apresenta como um pico em torno
de 0,200 V nos voltamogramas (e) e (f). Observa-se, ainda, no voltamograma (f), um pico de

oxidacdo em torno de 1,500 V, possivelmente devido a alguma impureza presente na amostra.
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Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial da microemulsdo de biodiesel: (a) Auséncia
de TBHQ ou ferroceno; (b) TBHQ & 3,00x10° mol L™; TBHQ a 3,00x10° mol L™ e ferroceno
nas concentragbes: (c) 1,00x10° mol L?; (d) 1,00x10* mol L™ (e) 1,00x10° mol L™;
(f) 1,00x10% mol L™. CondicBes: ume de trabalho (r = 5 pm), contra-eletrodo e quase-
referéncia de Pt, amplitude de 100 mV.

Também foram feitas varreduras potenciodinamicas na mesma amostra, obtendo-se 0s
seguintes voltamogramas (Figura 21):
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Figura 21. Voltamogramas potenciodindmicos da microemulséo de biodiesel: (a) Auséncia
de TBHQ ou ferroceno; (b) TBHQ & 3,00x10° mol L™; TBHQ 4 3,00x10° mol L™ e ferroceno
nas concentragbes: (c) 1,00x10° mol L% (d) 1,00x10* mol L™; (e) 1,00x10° mol L,
(f) 1,00x10% mol L™ CondicBes: ume de trabalho (r = 5 pm), contra-eletrodo e quase-
referéncia de Pt, velocidade de varredura de 20 mV s™.

Observam-se duas ondas de oxidacdo nos potenciais de meia-onda em torno de 0,340 e
0,780 V em todas as curvas, inclusive na que nao contétm TBHQ. Na curva (f) ainda é
possivel observar a presenca do pico de oxidagdo em 1,500 V, atribuido a alguma impureza
na amostra.

Comparando os voltamogramas de pulso diferencial com o0s voltamogramas
potenciodindmicos, nota-se que aqueles apresentaram apenas um pico de oxidacdo para o
TBHQ, enquanto os ultimos apresentaram duas ondas anodicas. Provavelmente a técnica de
pulso detectou a oxidagcdo do TBHQ em duas etapas, assim como a potenciodinamica, no

entanto, o aparecimento de apenas um pico sugere a ocorréncia de uma convolucéo.
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A Tabela | resume os resultados comparativos das curvas analiticas obtidas nos

ensaios realizados, observando-se uma boa concordéncia entre eles, quer por voltametria de

pulso diferencial ou potenciodindmica, em presencga ou auséncia de ferroceno.

Tabela I. Concentracdes de TBHQ e coeficientes de correlacdo linear determinados em

diferentes condigOes experimentais, conforme legenda das figuras indicadas

Curva Concentracéo de Coeficiente de Ferroceno Técnica
analitica antioxidante (mol L™) correlagéo linear (R? voltamétrica
Figura 13 4,00x107 0,957 Ausente  Pulso Diferencial
Figura 15 6,50x107 0,9944 Ausente  Potenciodinamica
Figura 17 8,50x107 0,98495 Presente  Pulso Diferencial
Figura 19 3,50x107 0,98692 Presente  Potenciodinamica

Os resultados dos experimentos descritos pelas Figuras 13 e 15, nos quais o ferroceno

esta ausente, evidenciam a maior sensibilidade da técnica de pulso. Por outro lado, pelos

resultados descritos pelas Figuras 17 e 19, nas quais o ferroceno esta presente, a técnica

potenciodindmica apresentou uma maior sensibilidade. Comparando os valores dos

coeficientes de correlagdo linear mostrados na Tabela I, observa-se que a voltametria

potenciodindmica mostrou o melhor valor, independente se na auséncia ou presenca do

ferroceno.

Ainda que preliminares, os resultados encontrados por extrapolacdo da concentracao

do antioxidante sdo da mesma ordem de grandeza e indicam, apesar de uma provavel

interferéncia do ferroceno, que a determinacdo voltamétrica de TBHQ em microemulsdo de

biodiesel é viavel.

4.2. ELETROFORESE CAPILAR

4.2.1. Estudos de Condutividade das Microemulsdes

Para melhor caracterizar o meio solvente empregado na CE, mediu-se a condutividade

elétrica das microemulsdes e amostras utilizadas, anteriormente a qualquer medida, a fim de

52



verificar a possibilidade de ocorréncia do efeito stacking. Os resultados sdo mostrados na
Tabela Il.

Tabela Il. Condutividade elétrica das amostras analisadas por CE

Solucéo Condutividade (uS cm™)
Agua deionizada 68,43
Tampé&o aquoso TBS 5x10° mol L™ 613,8
Eletrdlito de corrida 1365,0
Biodiesel 37,06
ME a/o [74% pseudo-fase, 26% agua] 1261,0
ME a/o [60% pseudo-fase, 20% agua, 20% biodiesel] 519,2
ME" + 4cido salicilico 431,6
ME" + 4cido salicilico + 4cido ftalico 4452
ME” + 4cido salicilico + TBHQ? 444.9
ME ™ + 4cido salicilico + 4cido ftalico + TBHQ 463,2
ME" + &cido salicilico + PG® 325,3
ME" + 4cido salicilico + acido ftalico + PG 452,6
ME" + 4cido salicilico + 4cido ftalico + TEA® 455,3
ME” + 4cido salicilico + &cido ftalico + TEA + PG 438,2
ME + 4cido salicilico + acido ftalico + TEA + TBHQ 461,7

"MEs com biodiesel.
! Acidos salicilico e ftalico na concentracdo de 1x107 mol L™ cada.
2 TBHQ e PG 4 5,85x10™ mol L™ cada.

* TEA & 5% da concentracdo dos antioxidantes.

Pode-se observar que as condutividades de todas as microemulsdes contendo biodiesel
sdo menores gque a condutividade do eletrélito de corrida, o que evita o efeito antistacking, ou
seja, 0 alargamento das bandas dos eletroferogramas; desse modo, as microemulsdes

utilizadas sdo adequadas para se obter boas resolucGes de picos.
4.2.2. Estudos do Fluxo Eletroosmético e Separacéo de Solutos-Sonda

A fim de se estudar o EOF existente no capilar, foram empregados dois solutos-sonda
j& estudados anteriormente®, tolueno (marcador hidrofébico inerte) e DMSO (dipolar
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aprético), ambos solutos neutros, adicionados em diferentes concentra¢fes na microemuls&o,

na auséncia de antioxidante. Os eletroferogramas obtidos s&o mostrados na Figura 22 a seguir.
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Figura 22. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Auséncia de DMSO ou
tolueno; (b) DMSO & 6,40x10™ mol L™*; (c) DMSO & 1,30x10% mol L™ e tolueno a
5,40x10° mol L; (d) DMSO & 6,40x10™ mol L™ e tolueno & 1,10x10% mol L. Detecgdo UV
a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm);
voltagem —30 kV; corrente 300 YA; poténcia 6 W; temperatura do cassete 25 °C; capilar de
50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Um primeiro pico no tempo de retencdo de 12 minutos, com intensidade elevada, é
atribuido aos ésteres presentes no biodiesel. Pode-se observar um pico de baixa intensidade
em torno de 13,5 minutos no eletroferograma (b), estando ausente no eletroferograma (a), o
qual corresponde ao branco. O mesmo pico também esta presente nos eletroferogramas (c) e
(d), em diferentes intensidades, devido as diferencas nas concentra¢gdes com que o analito foi
adicionado, indicando que esse pico diz respeito ao DMSO. O tolueno ndo é detectado
isoladamente, porém o0s picos que aparecem em torno de 12 minutos nos quatro

eletroferogramas tem sua intensidade aumentada nos eletroferogramas (c) e (d), os quais
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correspondem as microemulsdes contendo tolueno, indicando que ele se desloca juntamente
com os ésteres do biodiesel, previamente ao DMSO.

Em estudo anterior** verificou-se que, em microemulsdes constituidas por 4gua, SDS e
n-pentanol, ou seja, com fase continua polar (PCP, do inglés polar continuous phase), as
goticulas ttm uma mobilidade catddica liquida, e, em consequéncia, 0 mecanismo de particdo
entre as fases contribui para a separacdo dos solutos neutros. Utilizando essa microemulséo no
modo de polaridade reversa (catodo na extremidade de entrada do capilar e &nodo proximo do
detector), os cations aprisionados dentro das goticulas sofrem um retardo de tempo em relacéo
aos solutos neutros hidrofdbicos. Solutos neutros e ani6nicos (se estiverem presentes na fase
continua) sdo acelerados em direcdo ao detector, tanto mais quanto maior a hidrofobicidade
do soluto e, em razdo da carga, 0s anions migram primeiro. De acordo com esse estudo, a
separacdo de solutos neutros em ME a/o de PCP se daria por particdo entre as fases em um
meio onde as goticulas de agua tém uma carga liquida positiva, portanto, uma mobilidade
catddica; haveria, ainda, a associacdo dos solutos hidrofébicos com os ions livres do
surfactante na fase continua.

Para confirmar essa hipdtese, foi avaliado o comportamento de duas microemulsdes,
na auséncia e presenca de biodiesel, ambas com os solutos-sonda tolueno e DMSO. Os
eletroferogramas obtidos estdo representados na Figura 23.
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Figura 23. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Auséncia e (b) Presenca de
biodiesel, contendo 1,30x10 mol L™ de DMSO e 1,10x102 mol L™ de tolueno. Deteccéo UV
a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm);
voltagem —30 kV; corrente 300 pA; poténcia 6 W; temperatura do cassete de 25 °C; capilar de
50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Os eletroferogramas (a) e (b) mostram um pico de intensidade baixa e constante em
torno de 12 minutos e outro em torno de 11 minutos, de baixa intensidade, no eletroferograma
(@), tendo sua altura aumentada abruptamente na presenca do biodiesel, confirmando a
hipo6tese de que esse pico corresponde ao tolueno e o segundo pico ao DMSO.

Analisando a estrutura da ME a/o utilizada, em que o biodiesel encontra-se na fase
continua da microemulsdo, sugere-se que o tolueno, sendo um marcador hidrofobico, também
se encontra, preferencialmente, nessa fase. Ja 0 DMSO, por possuir hidrofilicidade maior que
0 tolueno, possivelmente sofre particdo com as goticulas da microemulséo, e,
consequentemente, seu sinal aparece apés o sinal do tolueno™.

Um ponto importante a se observar é que o uso de polaridade negativa causa uma

inversdo na posicdo do catodo e do anodo; com tal polaridade, o anodo passa a estar
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localizado préximo ao detector. Como ja discutido, o tolueno apresenta um tempo de
migracdo menor se comparado ao DMSO e, uma vez que ele se encontra na fase continua da
microemulsdo, tem-se que essa fase possui velocidade de deslocamento no capilar maior do
que a das goticulas da microemulsdo, as quais sdo retardadas pelo catodo; desse modo, 0s
solutos que estdo localizados na fase continua chegardo mais rapidamente ao detector.
Consequentemente, o EOF esta direcionado para o &nodo, fato confirmado por experimentos
anteriores no laboratério®*.

De acordo com os resultados experimentais obtidos no presente trabalho, no que diz
respeito aos tempos de migracdo dos solutos-sonda tolueno e DMSO, o EOF esté direcionado
para o0 anodo, o que sugere uma complexidade maior do que para ME o/a no que se refere aos

mecanismos de separacdo no interior do capilar.

4.2.3. Determinacgdo de TBHQ por CE em ME a/o

Inicialmente, fez-se uma avaliacdo da adequacdo da técnica de CE para detectar o
antioxidante na auséncia do efeito da matriz de biodiesel. Para tal, injetou-se uma amostra de
uma microemulsdo, na auséncia de biodiesel, com 74% de pseudo-fase e 26% de &gua. Na
Figura 24 sdo mostrados os eletroferogramas correspondentes a diferentes concentracdes de
TBHQ presentes na microemulsdo, na auséncia de biodiesel e presenca do padrdo interno
acido salicilico; observam-se dois picos, sendo um de altura relativamente constante em torno
de 8 minutos e outro, de altura variavel, em torno de 9 minutos. O primeiro pico € atribuido
ao padrédo interno &acido salicilico, por dois motivos: o acido foi mantido em concentracao
constante, o que explica a semelhanca nas alturas dos picos; por outro lado, a auséncia desse
pico no branco (eletroferograma “a”), e em seguida sua presenca na amostra contendo apenas
ele proprio (eletroferograma “b”). O segundo pico, em torno de 9 minutos, apresenta altura
crescente com 0 aumento da concentragdo do analito; como o TBHQ foi adicionado em
concentragdes crescentes, tal pico é atribuido ao antioxidante.
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Figura 24. Eletroferogramas de microemulsdes sem biodiesel: (a) Auséncia de padrdo ou
TBHQ; (b) Acido salicilico & 1,00x10° mol L™; Acido salicilico & 1,00x10° mol L™ e TBHQ
nas concentracdes: (c) 3,00x10™* mol L™, (d) 6,00x10“ mol L™ e (e) 1,20x10° mol L™
Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda
40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de
25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

A Figura 25 mostra os eletroferogramas para concentragdes maiores de TBHQ na

microemulsdo. Tais medidas serviram para confirmar que o pico em torno de 9 minutos

corresponde, de fato, ao antioxidante.
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Figura 25. Eletroferogramas de microemulsdes sem biodiesel contendo acido salicilico a
1,00x10° mol L™ e TBHQ nas concentracdes: (a) 2,40x107 mol L?; (b) 3,60x107 mol L?; (c)
4,80x10° mol L™; (d) 6,00x10° mol L. Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm)
com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de

300 pA,; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm
(e.l. 40 cm).

Para avaliar a sensibilidade da técnica, foi analisada uma amostra contendo apenas
1,50x10™ mol L do antioxidante. O eletroferograma obtido estd mostrado na Figura 26 a

sequir.
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Figura 26. Eletroferograma da microemulsdo sem biodiesel contendo &cido salicilico a
1,00x10° mol L™ e TBHQ & 1,50x10™* mol L. Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda
10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de
300 pA,; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm
(e.l. 40 cm).

Observa-se um pico de baixa intensidade em torno de 9,5 minutos, correspondente ao
antioxidante. Essa capacidade de detectar uma quantidade tdo baixa de analito comprova a
alta sensibilidade da CE, podendo ser empregada para determinar e quantificar substancias
presentes em niveis extremamente baixos.

A partir desses resultados, que mostraram a possibilidade de determinar antioxidantes
nesse meio, passou-se a investigar a resposta do detector na presenca da matriz biodiesel, ou
seja, em uma microemulsdo composta pela pseudo-fase, d4gua e o biocombustivel. Foram
realizadas medidas nesse meio, na auséncia e presenca de diferentes concentractes de TBHQ.

Para esse trabalho, foi utilizada uma ME a/o, sendo que o componente em maior
guantidade é o n-pentanol (48%), solvente polar com permissividade relativa e

polarizabilidade intermediarias, resultando em uma microemulsdo com PCP. Nesse tipo de
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microemulsdo ha a possibilidade de ions livres estarem presentes na fase continua, pois
podem ser solvatados pela PCP. Desse modo, as cargas negativas do surfactante na interface
al/o das goticulas sdo compensadas pelos cations no interior das mesmas. Isso resulta em uma
mobilidade das goticulas da microemulsdo diferente de zero, porém pequena; também, 0s
solutos i6nicos solvatados pela PCP poderiam ser separados pela particdo entre goticulas e
fase continua. Ainda, como foi observado no item 4.2.2 e de acordo com resultados anteriores
obtidos pelo laboratério, 0 menor tempo de migracédo do tolueno e o maior tempo de migracao
do DMSO sugerem que as goticulas s&o retardadas pelo catodo™,

De acordo com a Figura 27 a seguir, o eletroferograma (a), que corresponde a
microemulsdo sem adicdo de TBHQ ou do padrédo interno &cido salicilico, apresenta um pico
bem resolvido em aproximadamente 12 minutos, correspondendo a uma substancia ja
presente no biodiesel. De acordo com a discussdo constante no item 4.2.2, o pico em 12

minutos diz respeito, provavelmente, a separacdo dos ésteres do biodiesel.
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Figura 27. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; (b) Acido salicilico
a 1,00x10° mol L™; (c) Acido salicilico & 1,00x10° mol L™ e TBHQ & 1,20x10° mol L™
Detecgdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda
40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de
25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).
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O eletroferograma (b) apresenta dois picos bem resolvidos, um em torno de 10
minutos e outro em torno de 12 minutos; o primeiro corresponde ao padrdo interno &cido
salicilico, ausente no eletroferograma (a), o qual ndo continha o padrdo. O segundo pico é
equivalente ao observado no eletroferograma (a), estando também presente no
eletroferograma (c), que corresponde a microemulsdo contendo TBHQ.

Esperar-se-ia 0 aparecimento de um terceiro pico correspondente ao antioxidante, o
que, no entanto, ndo ocorreu. Uma hipotese seria que o antioxidante saisse em um tempo
maior, ou seja, acima de 20 minutos; sendo assim, foram feitas novas analises, com as
mesmas microemulsdes, para obter os eletroferogramas da Figura 27, com um novo tempo de
corrida (40 minutos) e um capilar de maior comprimento (e.l. 72 cm). Os resultados sdo

mostrados na Figura 28.
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Figura 28. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel com acido salicilico a
1,00x10° mol L™: (a) Auséncia de TBHQ; (b) TBHQ & 1,20x10° mol L™. Deteccdo UV a
290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm);
voltagem de — 30 kV; corrente de 300 pHA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C;

capilar de 50 um (i.d.) e 80 cm (e.l. 72 cm).
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Pode-se observar, na Figura 28, a presenca dos mesmos picos obtidos na Figura 27,
com deslocamento para tempos maiores, indicando que nem o aumento do tempo de corrida
ou do comprimento do capilar viabilizaram a separacdo do TBHQ.

Considerando que o sinal do TBHQ poderia estar saindo junto do sinal dos ésteres do
biodiesel, foi feita uma tentativa de separagdo empregando uma ciclodextrina, com as
condigdes experimentais originais. A ciclodextrina foi utilizada devido a possibilidade de
encapsular o TBHQ na sua cavidade hidrofébica, sendo os eletroferogramas obtidos

apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; (b) Acido salicilico
a 1,00x10° mol L*; Acido salicilico & 1,00x10° mol L™ e TBHQ nas concentracdes: (c)
1,20x10° mol L (d) 2,40x10° mol L™. Todas as microemulsdes contendo ciclodextrina a
1,00x10° mol L. Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de
450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W;
temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Analisando a Figura 29, pode-se observar que ndo ha o aparecimento de um terceiro
pico, indicando que né&o houve separacdo do TBHQ empregando a ciclodextrina. No entanto,

0 pico correspondente ao acido salicilico (entre 7,5 e 8,5 minutos) apresentou uma queda
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brusca de absorbancia (se comparado a Figura 27), aproximadamente de 600 para 30 mAu,
sugerindo que, possivelmente, houve algum tipo de interacdo entre esse padrdo e a
ciclodextrina adicionada as microemulsdes. Pode-se, ainda, observar nos eletroferogramas (c)
e (d) um aumento linear dos picos relativos ao acido salicilico com o aumento do teor de
TBHQ, sugerindo que esse poderia estar saindo junto do padréo. De fato, se essa hipotese é
valida, uma vez que a cavidade hidrofébica da ciclodextrina aprisionaria 0 TBHQ, enquanto
que seu exterior interagiria com o padrdo, fazendo com que ambos 0s sinais saissem no
mesmo tempo, o que inviabiliza o uso da ciclodextrina como agente de separacéo.

Uma nova abordagem foi feita na tentativa de separar o TBHQ, dessa vez com o
aumento da temperatura para 60 °C. O tempo de analise também foi aumentado (de 20 para
25 minutos), e as medidas foram feitas na auséncia do padrdo interno acido salicilico. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 30 abaixo.
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Figura 30. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Branco; TBHQ a: (b)
6,00x10 mol L™ (c) 1,20x10° mol L™; (d) 1,80x10° mol L. Deteccdo UV a 290 nm
(largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de
—-30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 60 °C; capilar de
50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).
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Pode-se observar que, com o aumento das concentragdes do TBHQ, a intensidade dos
picos correspondentes aos ésteres do biodiesel também aumentou, indicando que a variagdo
da temperatura ndo influenciou na separacdo do antioxidante. No entanto, comparando 0s
eletroferogramas da Figura 30 com os eletroferogramas da Figura 27, o pico que antes
aparecia em 12 minutos teve seu tempo de migracdo diminuido para cerca de 7 minutos,
devido a diminuicdo da viscosidade da microemulséo decorrente do aumento da temperatura
do cassete™.

Na tentativa de separar o TBHQ, variou-se ainda a voltagem aplicada na andlise. Ao

invés de -30 kV, empregou-se -20 kV, e os resultados obtidos séo apresentados na Figura 31 a

sequir.
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Figura 31. Eletroferogramas das microemuls@es de biodiesel na auséncia de padrdo interno:
(a) Branco; (b) TBHQ & 1,80x10 mol L™. Detecgdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm)
com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —20 kV; corrente de
300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm
(e.l. 40 cm).
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Pode-se observar que ndo houve separacdo dos picos, indicando que a mudanga na
voltagem n&o influiu nem na separagdo nem no tempo de migragéo.

Para que se pudesse ter uma repetibilidade melhor dos resultados e,
consequentemente, uma maior confiabilidade nos mesmos, um segundo padrao interno foi
adicionado: o acido ftalico. Esse soluto ja foi utilizado em estudos prévios feitos no
laboratério™ e mostrou ter o maior tempo de migracdo entre os compostos investigados,
enquanto o acido salicilico apresentou o menor tempo de migracdo. O acido ftalico foi
adicionado juntamente com o acido salicilico em uma microemulsdo contendo biodiesel,
sendo ambos adicionados em duas concentragdes, 1,00x10° mol L™ e 5,00x10° mol L™
(Figura 32).
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Figura 32. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel: (a) Acido salicilico a
1,00x10° mol L™ e 4cido ftalico & 5,00x10 mol L™*; (b) Acido salicilico & 5,00x10°mol L™ e
4cido ftalico & 1,00x10° mol L. Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com
referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA,
poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l.
40 cm).
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Observa-se que o tempo de retengdo para o 4cido ftélico, cujo anion apresenta dupla
carga negativa, € maior do que para o &cido salicilico, cujo anion é monovalente. A alta
mobilidade dos anions monocarregados em microemulsdao com PCP é explicada como devida
a sua particdo entre 0 meio continuo e as goticulas, sendo os de dupla carga retidos dentro das
mesmas por um tempo mais longo. Além disso, a estrutura do salicilato possibilita uma ponte
de hidrogénio intramolecular, o que impede a solvatagdo pela PCP, fazendo-o migrar mais
rapido que o ftalato, cuja estrutura ndo viabiliza uma ponte de hidrogénio, facilitando a
solvatacdo do mesmo e o retardo de sua migracao.

A partir dos resultados mostrados acima, pode-se confirmar que os picos em torno de
11 e em torno de 15 minutos, em ambos os eletroferogramas, correspondem, respectivamente,
aos acidos salicilico e ftalico, devido as diferentes concentracdes empregadas. Ja o pico de em
torno de 14 minutos é atribuido aos ésteres do biodiesel.

Foi feita uma tentativa de separacdo com dois outros antioxidantes, BHA e BHT,
adicionados a microemulsao contendo biodiesel (Figura 33). Pode-se observar a presenca dos
picos dos dois padrdes, sendo que o acido salicilico é visto em torno de 14,5 e 16 minutos e 0
acido ftalico em torno de 23 e 27,5 minutos. Em ambos os eletroferogramas nota-se a
presenca de um Unico pico pronunciado em torno de 19 e 22,5 minutos, atribuido aos ésteres
do biodiesel. Novamente, ndo houve a separacdo de picos, mesmo com 0 emprego de

diferentes antioxidantes.
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Figura 33. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel contendo acido salicilico e acido
ftalico & 1,00x10° mol L™ cada: (a) BHA & 2,77x10° mol L (b) BHT & 2,27x10™° mol L™.
Detecgdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda
40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de

25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Seguindo os mesmos parametros acima, foi feita uma analise com ambos os padrées e
a adicdo de quatro antioxidantes (BHA, BHT, PG e TBHQ), mostrada na Figura 34.
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Figura 34. Eletroferograma da microemulsdo de biodiesel com &cido salicilico e &cido ftalico
a 1,00x10° mol L™ cada, contendo BHA, BHT, PG e TBHQ a 2,77x10° mol L™,
2,27x10° mol L%, 2,35x10° mol L e 3,00x10° mol L™, respectivamente. Deteccdo UV a
290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda 40 nm);
voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de 25 °C;
capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Pode-se observar que ndo houve separacdo de nenhum dos antioxidantes, sendo
possivel a visualizacdo apenas dos picos dos acidos salicilico (15 minutos) e ftalico (22,5
minutos) e dos ésteres do biodiesel (19 minutos).

Outra abordagem para se obter a separacdo dos antioxidantes foi testada. Visto que
ndo foi possivel a sua separacdo na forma neutra, e, considerando que 0s mesmos estdo na
fase continua da microemulsdo, uma possibilidade de separagdo seria a obtencdo dos anions
correspondentes através de uma reacdo acido-base. Para isso, foi adicionada trietilamina
(TEA) a microemulsdo, cujo pK, em agua é de 2,99; essa base foi adicionada em uma

concentracdo de 5% em relacdo a concentragdo do antioxidante.
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Inicialmente, foram analisadas duas microemulsdes, uma contendo PG a
2,35x10™ mol L™ e outra contendo TBHQ & 3,00x10 mol L. Os eletroferogramas obtidos

sdo mostrados na Figura 35.
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Figura 35. Eletroferogramas de microemulsdes de biodiesel contendo &cidos salicilico e
ftalico & 1,00x10° mol L™ cada e TEA: (a) PG & 2,35x10° mol L™; (b) TBHQ a
3,00x10° mol L™. Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de
450 nm (largura de banda 40 nm); voltagem de —30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W,

temperatura do cassete de 25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Ampliando a Figura 35, temos:
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Figura 36. Ampliacdo da Figura 35.

Pode-se observar que ndo ha separacdo de picos no eletroferograma (b), que
corresponde ao antioxidante TBHQ); no entanto, nota-se que o pico em torno de 15 minutos no

eletroferograma (a) apresenta um certo grau de separacdo, indicando que o PG foi

identificado.
Para confirmar a separacdo do PG, foi feita uma nova andlise de duas microemulsfes

contendo a amina, na auséncia e presenca do antioxidante. Os resultados sdo mostrados na

Figura 37.
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Figura 37. Eletroferogramas de microemuls6es de biodiesel contendo &cido salicilico e &cido
ftalico & 1,00x10° mol L™ cada e TEA a 5%: (a) Auséncia de PG; (b) PG & 2,35x10° mol L™.
Deteccdo UV a 290 nm (largura de banda 10 nm) com referéncia de 450 nm (largura de banda
40 nm); voltagem de -30 kV; corrente de 300 pA; poténcia de 6 W; temperatura do cassete de
25 °C; capilar de 50 um (i.d.) e 48,5 cm (e.l. 40 cm).

Pode-se observar uma nitida separacdo de picos em torno de 17 minutos no
eletroferograma (b), indicando que o PG foi identificado. O eletroferograma (a) corresponde a
microemulsdo sem antioxidante, somente com a amina. Comparando o pico em torno de 22,5
minutos do eletroferograma (a) com o pico acentuado em torno de 17 minutos (cuja
absorbancia se encontra em cerca de 600 mAu) do eletroferograma (b), pode-se notar que a
presenca da amina fez com que esse pico mostrasse uma maior intensidade quando junto do
antioxidante; tal pico diz respeito ao proprio biodiesel, e esse fato pode sugerir que o PG nao
foi totalmente separado dessa matriz, devido a grande intensidade observada no pico em 17
minutos.

Com base nessa separacdo do PG, utilizou-se a Equagéo [6]* para calcular o tempo de

migracao relativo (tz ) do antioxidante:
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"= (tu-tg)/(tu—1t1) [6]

onde tg, t; e t; sdo os tempos de migracdo do soluto, do salicilato e do ftalato,
respectivamente, sendo eles 16,8, 12,75 e 18 minutos. Desse modo, tem-se que o tempo de
migracao relativo do PG é 0,23.

Analisando a proporcdo de TEA adicionada a microemulsdo em relacdo a quantidade
de PG (5% da amina em relagdo a concentracdo do antioxidante), o que se conclui é que essa
quantidade de amina foi insuficiente para que a reagdo com o antioxidante acontecesse de
forma completa.

Foi observado na Figura 34 a impossibilidade de separar os quatro antioxidantes; no
entanto, quando se adicionou a amina a microemulsdo contendo somente PG, a separacdo do
mesmo foi realizada. Com base na reagdo entre PG e 4gua reportada na literatura®’, propde-se
uma reacdo semelhante do PG com TEA, resultando em uma estrutura carregada
negativamente (Figura 38), capaz de sofrer particao entre a goticula (positivamente carregada)

e a fase continua da microemuls&o, possibilitando sua identificagéo.

)H )

HO OH HO OH

TEA
E—— + TEAT

COOC,H, COOC;H,
PG

Figura 38. Mecanismo proposto de reacdo acido-base entre o PG e a TEA (adaptado)®”.

Essa reacdo gera um anion fendlico, o qual é atraido pelo &nodo, onde estd o detector
(ver item 4.2.2).

Com base no mecanismo apresentado na Figura 38, pode-se compreender a razdo pela
qual o TBHQ néo foi identificado (Figura 39).
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Figura 39. Mecanismo proposto de reacdo acido-base entre o0 TBHQ e a TEA (adaptado)®’.

Analisando a reacdo mostrada na Figura 39, observa-se que a reacdo do TBHQ com a
amina gera uma quinona neutra, a qual esté na fase continua da microemuls&o. Por outro lado,
a reacdo da TEA com PG leva a formacdo de um anion fenolico monovalente, o qual, como
evidenciado no eletroferograma da Figura 37, pode ser separado dos ésteres do biodiesel. Em
contrapartida, a quinona neutra resultante da reacdo da TEA com o TBHQ néo sofre partigéo,
estando provavelmente mascarada pelos ésteres no pico em aproximadamente 22 minutos (ver
Figura 37).

Com base nos resultados acima apresentados e na discussao no item 4.2.2, foi proposto

um modelo para a superficie do capilar apds contato com a microemulsdo (Figura 40).
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Figura 40. Modelo proposto para superficie do capilar apos contato com a microemulséo.

4.2.4. Estudos de Absorc¢édo no UV-Visivel

Para melhor compreender a reacdo entre a TEA e o PG na microemulsdo, foram

obtidos os espectros de absor¢do no UV-Visivel da microemulsdo sem biodiesel, ou seja,
composta por 74% de pseudo-fase e 26% de agua, posteriormente aditivada com

1,17x10° mol L™ de PG e 5% de TEA (Figura 41).
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Figura 41. Espectros de absorcdo no UV-Vis da ME sem biodiesel, composta por 74% de
pseudofase e 20% de agua: (a) branco; (b) PG & 1,17x10°° mol L™; (c), (d), (e), (f), (g), (h) e
(i) PG a1,17x10° mol L™ e 5% de TEA, sendo os espectros obtidos no momento da adigdo da

TEA, e em seguida em intervalos de 10 minutos cada.

Pode-se observar no espectro (b) que o antioxidante na microemulsdo apresenta
absorcdo em torno de 200 nm; ja no espectro (c), apos a adi¢do de TEA, uma nova absorcao
em torno de 450 nm é vista, o que significa que a amina esta reagindo com o antioxidante.
Nos espectros subsequentes, obtidos em intervalos de 10 minutos cada, nota-se um aumento
gradual no patamar entre 400 e 500 nm, indicando que a reacdo entre a amina e 0 PG
apresenta controle cinético; apds um periodo de 40 minutos, a reacdo se torna mais lenta,
aparentemente cessando apds 50 minutos.

Esperar-se-ia uma diminuicdo no patamar correspondente ao PG, uma vez que ele
reage com a amina; no entanto, sua intensidade continua elevada, mesmo apds o término da
reacdo. Isso confirma que o teor de TEA adicionado a microemulsdo contendo o PG foi
insuficiente para a conversao completa do PG ao anion correspondente; desse modo, apenas

uma parte dele pdde ser identificada e quantificada.
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5. CONCLUSOES

As medidas voltamétricas, realizadas em microemulséo de &gua, SDS e n-pentanol
contendo biodiesel, mostraram que, na voltametria potenciodinamica, a oxidacdo do TBHQ
aconteceu em duas etapas, nos potenciais de meia-onda 0,14 e 0,62 V vs. ferroceno,
respectivamente, enquanto apenas um pico de oxidacao foi observado na voltametria de pulso
diferencial.

Os resultados das medidas voltamétricas empregando a técnica de adi¢do de padréo a
amostra de biodiesel em ME a/o mostraram, para ambas as técnicas eletroquimicas, uma
relacdo linear entre o teor de antioxidante TBHQ adicionado e a corrente de oxidagdo. As
curvas analiticas obtidas forneceram resultados da mesma ordem de grandeza para as
concentracgdes, indicando que é possivel a determinacédo voltamétrica de TBHQ em ME a/o de
biodiesel.

Nos ensaios por MEEKC, ndo ocorreu a separagdo dos antioxidantes BHA, TBHQ e
BHT nas microemulsdes contendo biodiesel, provavelmente por, nas condi¢des dos
experimentos, suas mobilidades serem semelhantes as dos ésteres. Essas medidas, realizadas
no modo de polaridade reversa, evidenciaram o carater polar da fase continua. Nela, as
goticulas apresentam uma mobilidade catddica liquida e 0 mecanismo de particdo entre as
fases favorece a separagdo entre solutos neutros e anidnicos. Sendo assim, faz-se necessaria a
conversdo das moléculas dos antioxidantes nos anions correspondentes. Essa hipétese foi
confirmada com a adicdo de TEA a ME a/o visando obter o anion do PG, o que efetivamente
ocorreu, permitido sua separacao e identificagio com um tempo de retencdo de 17 minutos e
tempo de migragéo relativo de 0,23. Medidas por espectrometria de absor¢cdo molecular no
UV-Vis confirmaram a reacdo entre PG e TEA no meio, indicando um controle cinético.

Ainda, as baixas condutividades das ME a/o contendo biodiesel evitaram o efeito
antistacking, favorecendo seu uso na andlise direta de antioxidantes por voltametria e
eletroforese capilar MEEKC.

Conclui-se, portanto, a viabilidade do uso de microemulsfes de agua em éleo como
meio solvente para a analise direta de antioxidantes em biodiesel, sem extragdo ou pré-

concentracdo, empregando métodos por eletroforese capilar e voltametria.
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