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RESUMO

A separacdo cromatografica de misturas de compostos hidrofébicos, com cadeias
carbonicas longas, apresenta dificuldades como, por exemplo, o entupimento da coluna de
separacdo. Assim, técnicas alternativas de separacdo e quantificacdo destes compostos t€m
sido investigadas.

O aumento da cadeia carbOnica diminui drasticamente a solubilidade dos 4cidos
graxos em meios solventes, porém esta limitacdo é contornada preparando a amostra de éleo
na forma de microemulsdo (ME), permitindo o emprego de técnicas eletroanaliticas em razdo
da elevada condutividade caracteristica desses sistemas.

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de metodologia analitica para a
quantificacdo de dcidos graxos livres presentes em 6leo de soja diretamente na amostra, sem a
necessidade de extracdo prévia, empregando cromatografia eletrocinética capilar em
microemulsdes (MEEKC) e eletroforese capilar em solventes organicos, ambas com detec¢ao
oscilométrica. Foi investigado o comportamento eletroquimico de MEs constituidas de
dodecil sulfato de sédio, SDS, pentanol e dgua, cujo diagrama de fases apresenta uma ampla
regido de miscibilidade, bem como de microemulsdes contendo 6leo de soja. Nessa regido,
para uma faixa de composi¢des correspondendo a diferentes tipos de microemulsdes, foram
estudadas propriedades como o comportamento das fases e a influéncia da natureza do co-
surfactante e quantificados parametros fisico-quimicos ainda desconhecidos nesses meios, por
exemplo, sua condutividade, raio, carga elétrica e coeficiente de difusdo das goticulas. Na
caracterizacdo das MEs foram empregadas as técnicas de espalhamento de luz dindmico
(DLS), espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS), voltametria potenciodinamica,
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e condutometria.

A identificagdo dos é4cidos oléico e palmitico foi realizada em corridas individuais,
usando como eletrdlito de corrida uma mistura de NaOH, DMF e butanol, com um tempo de
andlise em torno de 50 minutos, aproximadamente. Ja para a ME utilizando como eletrdlito de
corrida octano, 1-butanol e SDS em tetraborato de s6dio aquoso, nao houve a separacio dos
acidos mencionados. O eletrdlito de corrida que melhor atendeu aos requisitos necessarios
para a determinacdo da concentragdao do acido oléico livre em 6leo de soja foi uma mistura
contendo 4 x 107 mol L' de KOH em metanol:propanol na propor¢io de 1:6, ¢ 10 % em
etilenoglicol, com um tempo de andlise relativamente pequeno, comparativamente ao sistema

hidroorganico.
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ABSTRACT

The chromatographic separation of hydrophobic compounds from mixtures presents
some difficulties such as the occlusion of the column. Therefore, alternative techniques to
separate and quantify these compounds have been investigated.

Although the solubility of fatty acids in most solvents falls significantly with
increasing carbon chain length this difficulty can be surmounted by preparing the oil sample
as a microemulsion (ME) which allows carrying on electroanalytical measurements due to the
higher conductivity these systems present as compared to oils and fats.

The aim of this study is to develop analytical methodology in order to quantify free
fatty acids in soybean oil, without previous extraction, by microemulsion electrokinetic
capillary chromatography (MEEKC) and capillary electrophoresis, both with oscillometric
detection. The electrochemical behavior of microemulsions (MEs) prepared with n-pentanol,
SDS and water, the phase diagram of which presents a large miscibility region, as well as
MEs containing soybean oil, have been investigated. In this region, for composition ranges
corresponding to different types of MEs, the behaviour of the phases and the role of the
cosurfactant nature have been investigated. Moreover, some physical-chemical parameters, up
to now unknown in the studied media, such as conductivity, radii of the particles and their
diffusion coefficient were quantified.

Techniques such as dynamic light scattering (DLS) and small angle x-ray scattering
(SAXS), linear voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy and conductometry
were employed in the characterization of the ME:s.

A carrier electrolyte prepared with a mixture of NaOH, DMF and butanol evidenced
the presence of either oleic and palmitic acids in individual runs with a time analysis around
50 minutes. For a soybean oil ME using octane, 1-butanol and SDS in aqueous sodium
tetraborate as carrier electrolyte there was no separation of the mentioned fatty acids. Finally,
the carrier electrolyte prepared with 4 x 10% mol L' KOH in metanol:propanol 1:6 and, w/w,
and 10 % ethileneglycol allowed the determination of the free oleic acid content in a soybean

oil sample with a quite short time of analysis as compared to the previous system.
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INTRODUCAO

Os o6leos vegetais constituem uma matéria-prima alternativa para a producdo de
biocombustiveis, seja em substitui¢do ao Diesel ou em “blendas” com este. Presentemente, a
producdo industrial de biodiesel a partir de 6leos vegetais estd em expansao no Brasil, o que
torna necessdrio estabelecer parametros de qualidade para essas matérias-primas. Entre estes é
de interesse o teor de dcidos graxos livres no 6leo vegetal como, por exemplo, os dcidos
oléico, linoléico, linolénico e palmitico presentes no 6leo de soja.

Na andlise de amostras oleosas em geral, a questdo essencial diante da qual se coloca o
analista € saber se os modelos tedricos consagrados da Quimica Analitica sd@o transponiveis a
estes meios, e, se afirmativo, em que condi¢des experimentais, em particular no que se refere
aos métodos eletroanaliticos, em geral de menor custo e maior rapidez em razdo de sua
especificidade.

A proposta deste estudo € desenvolver metodologias de separacdo, identificacdo e
quantificacdo de 4cidos graxos livres presentes em 6leo de soja, diretamente nas amostras de
6leo, ou seja, sem a necessidade de extragdes prévias.

A separacdo de misturas de compostos hidrofébicos com cadeias carbdnicas longas
por cromatografia em fase gasosa ou liquida apresenta dificuldades como, por exemplo, o
entupimento da coluna de separacdo. Assim, técnicas alternativas de separacdo e identificacdao
dos mesmos tém sido investigadas, entre elas a eletroforese capilar, objeto do presente
trabalho.

Analitos eletricamente neutros, como € o caso de grande parte dos componentes de
combustiveis e 6leos, ndo podem ser separados por eletroforese capilar, tornando necessaria a
utilizagdo de surfactantes em concentracdo suficientemente elevada para formar micelas.
Neste caso, os solutos sofrem um processo de parti¢do entre a fase continua e as micelas e
podem ser separados segundo fatores de retencao.

O modo de operacdo da eletroforese capilar que emprega micelas ¢ denominado
Cromatografia Eletrocinética Capilar com Micelas (MEKC), a qual tem sido aplicada a varios
tipos de analitos. A literatura reporta a separacdo eficiente de compostos hidrofébicos de
cadeias longas, tanto por MEKC (do inglés Micellar Electrokinetic Chromatography) como
por MEEKC (do inglés Microemulsion Electrokinetic Chromatography), enfatizando a

otimizacdo dos meios de separagdo, entre os quais se destacam as microemulsdes.



Microemulsdes (MEs) sdo sistemas compostos por, no minimo, trés componentes:
dgua, um composto hidrofébico e um surfactante, sendo necesséria, frequentemente, a adi¢ao
de um cosurfactante, normalmente um alcool de cadeia média. Os sistemas sdo estaveis,
apresentam boas propriedades condutoras e dissolvem simultaneamente substincias
hidrofébicas e hidrofilicas.

Com o aumento da cadeia carbdnica, a solubilidade no meio solvente bem como a
condutividade da solucdo diminui drasticamente, porém, a preparagdo da amostra de 6leo na
forma de microemulsdo supera estas limitagcdes ampliando as possibilidades de emprego de
técnicas eletroanaliticas.

No primeiro capitulo deste estudo € apresentada, resumidamente, a fundamentacao

tedrica das técnicas de ensaios fisicos, fisico-quimicos e eletroanaliticos empregados para a

caracterizacdo dos meios solventes investigados.

O segundo capitulo apresenta os procedimentos de preparacdo e ensaios de
caracterizacdo de microemulsdes. Diante da complexidade dos processos envolvidos e
dificuldades de interpretacdo dos resultados, estes estudos foram realizados de modo a
aprofundar o conhecimento sobre a estrutura e o0 comportamento do meio solvente bem como
sobre os mecanismos de separacdo de analitos no mesmo. Neste caso, as amostras foram
preparadas na forma de microemulsdes de dodecilsulfato de sédio (SDS) pentanol e dgua e
SDS-pentanol-dgua-6leo de soja, bem como por diluicdo em meios solventes hidroorganicos.
Em seguida, as MEs foram caracterizadas através da determinacdo de parametros fisico-
quimicos cuja ordem de grandeza era, até entdo, desconhecida em microemulsdes, como, por

exemplo, os coeficientes de difusdo de espécies moleculares no meio.

Finalmente, o terceiro capitulo apresenta a metodologia desenvolvida para identificar e
quantificar os dcidos oléico e palmitico em amostra de 6leo de soja. Espera-se, a partir dos
resultados alcancados, que a separacao de analitos em microemulsdes por eletroforese capilar
venha, em futuro préximo, a apresentar as caracteristicas de rapidez, sensibilidade e

confiabilidade desejdveis no controle de qualidade de 6leos e gorduras.



OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo desenvolver metodologia analitica para a determinacao
de acidos graxos derivados de triacilglicerdis presentes em Oleos vegetais, diretamente nas
amostras de 6leo, ou seja, sem a necessidade de extracdes prévias, empregando eletroforese
capilar em solventes organicos e cromatografia eletrocinética capilar em microemulsoes
(MEEKC), ambas com detector oscilométrico.

Para avaliar a viabilidade do emprego de microemulsdes na determinacio de analitos
em Oleo de soja utilizando cromatografia eletrocinética capilar em microemulsdes, torna-se
necessaria a investigacdo de seu comportamento eletroquimico num = sistema
microemulsionado simples constituido de dodecilsulfato de sédio (SDS), pentanol e dgua
empregando espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS), espalhamento de luz dinidmico

(DLS), voltametria potenciodindmica e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS

I.1 Introducao

As microemulsdes (ME) sdo liquidos micro-heterogéneos constituidos de 6leo, dgua e
surfactante, freqlientemente em combinagdo com um cosurfactante, que apresentam
caracteristicas tais como transparéncia optica, estabilidade termodinamica e alto poder de
solubilizacdo'.

O conceito de ME foi introduzido em meados da década de 1940 por Hoar e
Schulman® os quais obtiveram uma solucdo transparente por titulacdo de leite com hexanol.
Do ponto de vista micro estrutural, as ME podem ser do tipo 4gua em 6leo (A/O), bicontinua
ou 6leo em agua (O/A) (Figura 1). As ME apresentam uma ampla variedade de aplica¢des, na
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Figura 1. Representacdo esquemadtica de microemulsdes, d4gua em Oleo (a); bicontinua (b) e

6leo em agua (c).

Na prética, a principal diferenca entre emulsdes e microemulsdes estd no fato de que
as emulsoes exibem excelente estabilidade cinética, instabilidade termodinidmica e tendéncia a
separacdo das fases® enquanto MEs s@o termodinamicamente estdveis. Outra diferenca
importante é que as emulsdes sdo opacas enquanto as MEs sdo transparentes, devido ao
tamanho das goticulas, cuja ordem de grandeza € bem menor do que a dos comprimentos de

onda da luz visivel.



Quanto ao método de preparacdo, devido a instabilidade termodinamica que leva a
separagdo de fases, a producao comercial das emulsdes envolve um custo relativamente maior
em comparacdo 2 producdo comercial de microemulsdes®.

Os surfactantes i0nicos empregados na preparagdo de MEs apresentam uma
extremidade polar e uma cauda apolar cujo volume € consideravelmente maior. Dispersos em
agua, os fons do surfactante associam-se mutuamente, formando uma variedade de fases em
equilibrio, cuja natureza depende de interagdes de forcas intra e interiOnicas, bem como da
variacdo de entropia. Em solventes ndo aquosos como os alcanos, por exemplo, os
surfactantes também podem se associar. Neste caso, a orientagdo das moléculas do surfactante
ocorre de maneira inversa a que ocorre em solucdo aquosa. Esta reorientacdo otimiza a
solvatacdo do surfactante e minimiza a energia livre do sistema. Em uma mistura 6leo e agua,
a localizacdo termodinamicamente favordvel das moléculas do surfactante é na interface
Oleo/dgua. O nimero de fases resultante pode se estruturar em escalas macroscépica e
microscopica sendo esta dltima uma solucdo opticamente isotrépica. Alguns exemplos de
fases presentes em microemulsdes sdo: micelas esféricas, cilindricas, hexagonais e lamelares,
denominadas normais (6leo em dgua) ou reversas (dgua em 6leo). Segundo Lawrence e col?,
as MEs podem apresentar-se ainda na forma assimétrica adotando, freqlientemente, a forma
elipséide prolato.

A variagdo da energia livre de formacao das MEs depende de quanto o surfactante
minimiza a tensao superficial da interface 6leo-dgua. Como a pressao e o volume do sistema
mantém-se constantes, a variacdo de entalpia (AH) na formagdo das goticulas € igual a
variagdo da energia da superficie da goticula (AU,), que por sua vez esta relacionada com a
tensdo superficial e a drea da goticula. Os autores” propdem uma relacdo termodinamica

simples em que a varia¢do de energia livre € expressa por:

AG, =ydA—T AS (1)

onde AGy € a energia livre de formagdo da ME, vy a tensdo superficial da interface oleo-dgua,
dA a variacdo da drea da micro emulsificacdo, AS a variacdo da entropia do sistema ou seja,
efetivamente, a entropia de dispersdo, e T a temperatura.

E interessante observar que, devido a maior liberdade de direcionamento da cauda do
surfactante, é entropicamente mais favoravel acomodar uma molécula de surfactante numa

interface de alta curvatura, ou seja, goticulas menores de dgua em 6leo (A/O), onde a cauda



do surfactante fica exposta na fase continua apolar. Com isto, a tensdo interfacial tende a ser
menor para MEs A/O do que O/A, facilitando o processo de preparacdo. Por outro lado, ha
uma barreira cinética na formacao de microemulsdes, sendo necessario observar a ordem de
adicado dos componentes € o uso de agitacdo ou calor para viabilizar sua preparagdo.
Surfactantes i6nicos e ndo idnicos tém sido empregados na preparagdo de microemulsdes,
porém os ultimos t€m evidenciado uma tensdo interfacial significativamente maior.

As transi¢coes de sistemas A/O para O/A podem ocorrer de forma gradual em certo
ndmero de diferentes estruturas, incluindo bicontinua, lamelar e sistemas multifsicos?.

Gradzielski e col’ realizaram um estudo para a determinacdo da carga elétrica das
goticulas das microemulsdes variando a natureza e a concentracdo do surfactante. Num
experimento de espalhamento de luz estdtico, os autores observaram que, quanto maior a
concentracdo de surfactante idnico, menor a intensidade de espalhamento da radiagcdo
eletromagnética. Isto porque a repulsdo eletrostitica aumenta a organizacdo dos agregados de
ions do surfactante na ME resultando em estruturas menores. No entanto, para a concentragao
maxima possivel de surfactante na ME, o fator determinante para a repulsao entre as goticulas
€ seu volume, num comportamento semelhante ao de esferas densamente empacotadas. Neste
caso, a estrutura da goticula independe de sua carga elétrica, a qual é determinada pela

concentracdo do surfactante i6nico.

1.2 Condutividade Elétrica de Microemulsoes

O modelo de cargas flutuantes' foi proposto para quantificar a condutividade elétrica
de solugdes neutras diluidas de ME A/O. Goticulas eletricamente carregadas contendo dgua
seriam o resultado de uma flutuagcdo espontdnea no nimero de contra-ions presentes na dgua
os quais, em razdo da localizagdo das extremidades carregadas do surfactante na interface
agua/dleo, ora estdo na dgua, ora ligados ao surfactante. A maior condutividade elétrica de
microemulsdes tem sido explicada pelo fato de goticulas nanométricas admitirem um excesso
de carga, negativa ou positiva, as quais migram sob a a¢do de um campo elétrico. A
magnitude da condutividade deve permanecer constante frente a diluigdes, porque estd
diretamente relacionada com o valor médio das cargas no interior da goticula. Se em cada
goticula houver, aproximadamente, 10" moléculas de surfactante, poderfamos esperar, a partir
do modelo proposto, que cada goticula suporte em torno de 10* cargas elementares (a raiz
quadrada do ndmero de ions). Porém, um calculo menos abrangente mostra um valor tedrico

de condutividade duas vezes maior do que o valor determinado experimentalmente. Portanto,



se essa abordagem fisico-quimica estiver correta, deve haver em contrapartida um mecanismo
que reduz drasticamente a carga total das goticulas. Este mecanismo € bem conhecido na

101112 mostrou

teoria de solvatacdo, na qual, com um argumento eletrostitico simples, Born
que, para carregar um 4tomo ou uma molécula em um solvente, é necessdrio uma
considerdvel quantidade de energia de ativacdo. O modelo foi explorado no estudo de Eicke e
col'” para quantificar a condutividade de microemulsdes de dgua em Gleo tendo os resultados
obtidos experimentalmente se mostrado consistentes com os valores tedricos.

A condutividade elétrica k, dada pela Equacao 2, é evidenciada pela migracdo das

goticulas, idealmente sem interacdo umas com as outras, sob a acdo de um campo elétrico e €

proporcional a fragdo volumétrica ¢ das goticulas na ME"?

g, ek, T
o _ £ EkTP

3 2
2xnr @
onde & ¢é a permissividade do véacuo, kg a constante de Boltzmann, 7 a temperatura absoluta, r

o raio das goticulas, £ a permissividade relativa do solvente e 77 sua viscosidade.
1.3 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A acdo de um campo elétrico (proveniente da radiagdo eletromagnética) sobre uma
particula induzird um momento de dipolo, gerando consequentemente um movimento
oscilatério, que produzird luz espalhada em todas as direcoes (Figura 2). Diversas
informacdes sdo obtidas da luz espalhada pela amostra, entre elas, a heterogeneidade do
sistema, pois, caso contrario, ndo havera espalhamento da onda eletromalgnc’:tical.13

Somente apds o surgimento de sistemas de deteccdo do tipo fotomultiplicadores
aliados a fontes de laser com alta intensidade, coeréncia e estabilidade de frequéncia, tornou-
se possivel executar medidas relativamente simples sobre a variacdo dos deslocamentos de
frequéncia da luz espalhada.'

No espalhamento de luz dinamico, DLS (do inglés Dynamic Light Scattering), as
flutuagdes na intensidade da luz espalhada devem-se a variacdes pontuais do indice de
refracdo da solugdo, decorrentes dos gradientes locais de concentragdo da solugdo que, por sua

vez, tem origem na difusdo translacional e rotacional das espécies na solugdo.
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Figura 2. Geometria de espalhamento em um experimento de espalhamento de luz. O vetor

resultante entre k. (feixe espalhado) e k; (feixe transmitido) € igual ao vetor de espalhamento

(q). O feixe incidente é representado por ki,

O nimero de fétons que chegam ao detector num certo intervalo de tempo €
contado repetidamente, por meio de um correlator, e a funcdo de correlagdo temporal das
flutuagdes de intensidade da luz espalhada é computada. Através desta fungdo, tem-se a
correlagdo dos sinais de intensidade obtidos durante certo tempo, os quais sdo ordenados de

forma periédica’.
1.4 Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

O Espalhamento de Raios-X a baixo angulo, SAXS, (do inglés Small Angle X-ray
Scattering) permite determinar em MEs, com confiabilidade, o raio de goticulas com
magnitude inferior a 3 nm. Isto ndo € possivel através da técnica por espalhamento de luz
dinamico, pois neste caso o limite de incerteza da medida € da mesma ordem de grandeza do
raio da goticulal13 . Supondo que as MEs A/O de 6leo de soja, investigadas no presente estudo,
sejam sistemas de goticulas monodispersas, a intensidade de espalhamento de raios-X pode
ser obtida por contraste da densidade eletronica e da intensidade relativa de espalhamento, I,

expressa em fungdo do vetor de espalhamento (q), como segue:

q= 4—73tsin9 3)



onde © é o angulo de espalhamento e A é o comprimento de onda dos raios-X. O vetor de
espalhamento € obtido de forma semelhante ao do método DLS, conforme ilustrado na Figura
2 no item [.3.

Para o cdlculo de I, a intensidade correspondente ao reservatorio da amostra vazio (Iy)
¢ subtraida das intensidades da amostra (In) e do branco (Ig), considerando-se ainda a
correcdo de volume. A variagdo da magnitude das goticulas e o deslocamento do pico mdximo
da funcdo sdo evidenciados através do gréafico de I vs. q. A dimensdo caracteristica das
goticulas (d), correlacionada com os valores correspondentes ao pico maximo (¢"), pode ser

obtida através da relacdo de Bragg'”:

g =" )
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Finalmente, admitindo-se que na ME A/O as goticulas sdo esféricas °, o raio

geométrico caracteristico (R) € calculado como sendo a metade do valor de d.
L.5 Voltametria Linear em Ultramicroeletrodo

A técnica voltamperométrica emprega, em geral, uma célula eletroquimica constituida
de 3 eletrodos, ou seja, de trabalho (WE), de referéncia (RE) e auxiliar (CE). O eletrodo de
referéncia tem seu potencial constante e conhecido, sendo os eletrodos de calomelano
saturado e de prata/cloreto de prata os mais freqiientemente utilizados, enquanto o eletrodo
auxiliar, normalmente de platina, é quimicamente inerte € com drea suficiente para prover o
nimero de elétrons requerido pelos processos de oxidagdo ou redugﬁo”.

A técnica baseia-se na variagcdo com o tempo do potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho, a uma taxa constante. O valor do potencial € controlado através do eletrodo de
referéncia, registrando-se a corrente que circula entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar'’. A
passagem de corrente elétrica através da célula eletroquimica provoca reagdes de transferéncia
de carga, que sdo investigadas através da curva corrente versus potencial do eletrodo de
trabalho, denominada voltamograma.

O emprego de ultramicroeletrodos apresenta diversas vantagens sobre os eletrodos
convencionais, permitindo o estudo de reagdes eletrédicas em meios altamente

18,19,20

resistivos como, por exemplo, os 6leos vegetais’', onde o valor do potencial de um

eletrodo de dimensdes convencionais, € afetado por uma queda 6hmica significativa.



O termo ultramicroeletrodo (ume) é empregado para eletrodos com pelo menos uma
das dimensdes menor do que 25 um”’. Comparados aos eletrodos convencionais (com
dimensdes milimétricas), os ultramicroeletrodos apresentam vantagens como o rapido
estabelecimento do estado estaciondrio, taxas de transporte de massa elevadas, devido a
configuracdo esférica da camada de difusdo, elevada razdo sinal/ruido (corrente
faradaica/corrente capacitiva), baixa queda Ohmica e valores de corrente extremamente
baixos, da ordem de pA a nA!"Y,

Estas caracteristicas permitem realizar medidas voltamétricas em solventes organicos,
na presenca de baixas concentracdes de eletrdlito suporte, ou mesmo na auséncia deste'.
Também em solugdes aquosas com baixa forca idnica, é possivel realizar medidas com alta
sensibilidade, sem influéncia do transporte de massa por convec¢do, especialmente, quando

sdo empregados eletrodos de dimensdes inferiores a 1 pm>.
1.6 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Em termos gerais, a impedancia € a medida da habilidade de um circuito em limitar a
passagem da corrente elétrica, quando aplicado um sinal harmonico. Ela confere uma resposta
resultante de contribui¢des capacitivas e indutivas decorrentes da aplicacdio de um sinal
harmonico varidvel, a qual € adicional a resisténcia elétrica. O sinal de excita¢do do circuito é
expresso como fungdo temporal,

E(t)=E, cos(ax) (5)
onde E € o potencial no tempo t, com sua amplitude E, em uma frequéncia radial ®. A
relacdo entre a frequéncia radial e a frequénciafé w =27 f .

Quando o sistema € linear, a resposta do sinal I; estard em fase com o sinal aplicado,

mas com diferente amplitude I,

I(t) =1, cos(ax — @) (6)

onde ¢ ¢ o angulo de fase.

A impedancia pode ser expressa por uma equagdo andloga a Lei de Ohm como:

7 - EW) _ E, cos(ar) _ 5 cos(ar)
I(t) I, cos(ax—¢) ° cos(ax—¢)

(7)
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Na espectroscopia de impedancia eletroquimica uma perturbacdo de potencial é
aplicada ao sistema em estudo, e o comportamento do sinal de resposta da corrente pode ser
explicado através de um circuito elétrico equivalente, o que possibilita avaliar propriedades
fisico-quimicas, como condutividade do meio e coeficiente de difusdo de solutos™* .

A expressdao da impedancia em funcdo da frequéncia radial é composta por dois
termos, um real e outro imaginario. Um exemplo do gréafico de Nyquist, na Figura 3, € obtido

pela relacdo entre o termo real (Z’, representado no eixo das abscissas e o imagindrio (Z’ no

eixo das ordenadas, sendo a impedancia representada por um fasor.

2"(Q)

Ry

R Rg+ Rye Z'(Q)
X FRN )
i R
cinético difusional

Figura 3. Representacdo de um grafico de Nyquist de um circuito RC em paralelo e uma
resisténcia difusional Ry associada. Rs e Ry s@o a resist€éncia Ohmica da solucdo e a
resisténcia a transferéncia de carga, respectivamente. Cq € a capacitiancia da dupla camada

elétrica.

Através do arco capacitivo obtém-se informacdes da capacitancia da dupla camada
elétrica, Cq;, e das resisténcias 0hmica, Rg e de transferéncia de carga, Ry, na regido de
controle cinético do sistema. Na regido difusional, ou seja, em baixas frequéncias, quando o
processo estd sendo governado por difusdo, o valor da resisténcia difusional, Ry, pode ser
obtido quando a inclinacdo linear for de 45°.

A capacitancia da dupla camada elétrica, Cgy, pode ser obtida pelo valor maximo do

arco capacitivo. Esta informacdo estd relacionada com a impedancia pela expressao:

Cdl=— (8)
27f 7

onde f;, € o valor da frequéncia no ponto maximo do arco.
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O grafico de Nyquist apresenta algumas vantagens como:

a) Vé-se facilmente os efeitos de resisténcia 6hmica Rs, ou seja, a forma do
semicirculo ndo varia quando a resisténcia Ohmica varia. Assim, torna-se possivel a
comparacdo de resultados de dois experimentos separados, que diferem somente na posi¢ao
do eletrodo de referéncia.

b) Enfatiza os componentes do circuito que estio em série, como a resisténcia
Ohmica.

Outra forma de representar o comportamento da impedancia € através do grafico de
Bode, log | Z | versus log f ou log f versus angulo da diferenca de fase. Normalmente os dois

gréaficos sdo plotados juntos, como visto na Figura 4.

carater
capacitivo
Cdl > Lapa
R.

P—> b
a

N

o) )

= o
=
oo

log f

Figura 4. Gréficos de Bode, log | Z | versus log f (—e—) e log f versus angulo da diferenca

de fase (——). R, € aresisténcia a polarizagdo e Cq a capacitancia da dupla camada elétrica.

versus log f é possivel obter o valor da resisténcia a

Na representagdo grafica log | Z
polarizagdo, R, que € a soma das resisténcias 6hmica e de transferéncia de carga, bem como
informacdes da Cq pela relagdo na Equacao 8 utilizando-se o valor da impedancia Z, quando
log f =0, ou seja, f = 1. Na representacdo log f versus angulo da diferenca de fase é possivel
obter-se informagdes sobre o carater capacitivo do sistema, ou seja, num patamar em angulo
de 90°, o sistema possui um cardter puramente capacitivo, ja para valores menores, O
comportamento ¢ delineado por contribui¢des capacitivas e resistivas. Para patamares com

N 0 . . . .
angulo de 45, o sistema mostra um comportamento predominantemente difusional.
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O gréfico de Bode apresenta algumas caracteristicas como:
a) A facilidade de observar como a impedancia depende da frequéncia.
b) A utilizac@o de escala logaritmica permite investigar uma ampla faixa de valores de

impedanica e de frequéncia.

1.7 Analise por Eletroforese Capilar

I.7.1 Cromatografia Eletrocinética com Micelas e Microemulsoes na Separacao

de Compostos de Cadeias Longas

Os métodos de Eletroforese Capilar (EC) constituem uma ferramenta analitica
importante. No entanto, sua aplicacdo na separagdo e quantificacdo de dcidos graxos de
cadeias longas ainda estd em desenvolvimento, em razdo da baixa solubilidade desses
compostos em dgua e em tampdes aquosos.

Os triacilglicerdis, glicerideos formados pela esterificacdo do glicerol com trés dcidos
graxos, sao os componentes majoritarios dos 6leos vegetais, como por exemplo, o de soja.

(Figura 5).

]
HzT—D)cJJ\NWW\A
HC—::)M/\AR/\/\/\/

Figura 5. Representacdo de uma molécula de triacilglicerol. As ramifica¢des de cima para

baixo correspondem aos dcidos palmitico, oléico e a-linolénico, respectivamente.

Os triacilglicerdis presentes no 6leo de soja sdo formados a partir dos acidos oléico,
linoléico, linolénico e palmitico, respectivamente, 21,4; 56,1; 7,2; e 15,3 %, sendo que estes
podem ser encontrados livres no 6leo”®. A mobilidade eletroforética de dcidos graxos bem
como sua solubilidade decrescem com o aumento da cadeia carbOnica linear. Os d4cidos
graxos com cadeias de 8 a 11 carbonos podem ser separados por eletroforese capilar de zona,

diferentemente daqueles contendo entre 11 e 20 carbonos na cadeia, porque nestes a diferenca
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entre os valores de mobilidade é muito pequena. Por outro lado, em um meio micelar, a
solubilidade dos dcidos graxos varia, tornando possivel sua separacdo em uma mistura, de
acordo com o comprimento da cadeia carbonica, ou seja, com sua hidrofobicidade®’.

Para aumentar a seletividade na separacdo de 4dcidos graxos de misturas, a literatura
reporta o emprego intensivo de ciclodextrinas. Neste caso, as constantes de formagdo dos
complexos envolvidos dependem tanto do comprimento da cadeia alquila, como do nimero e
posicdo das ligacdes duplas carbono-carbono. Mesmo assim, a solubilidade é limitada aos
acidos graxos livres com aproximadamente 18 dtomos de carbono, que corresponde, em uma
configuracdo de estiramento, a um comprimento de cadeia da ordem de 3 nm, enquanto a
profundidade da cavidade hidrofébica de uma ciclodextrina é préxima de 0,8 nm. Portanto,
deste ponto de vista, os dcidos graxos mais pesados sdo mais facilmente solubilizados por um
sistema micelar do que por ciclodextrinas®.

Erim e col?’ analisaram quantitativamente amostras de manteigas e gorduras vegetais
saponificadas empregando MEKC com detec¢do indireta por UV. No entanto, o procedimento
nao evidenciou a resolucdo de dcidos graxos livres, resultando em uma sobreposicao de picos
relativos a dcidos graxos saturados e insaturados.

A separacdo de analitos neutros na presenca de micelas aniOnicas, técnica utilizada

.. 29
inicialmente por Terabe e col

em 1984, ¢ a forma usual de MEKC, na qual a injecdo da
amostra ¢ feita na extremidade anddica do capilar e a detec¢do, na extremidade catddica.
Neste caso, o processo de particao dos analitos ocorre entre as micelas e o eletrélito de corrida
na fase continua, sendo a magnitude do fluxo eletrosmético no sentido do cdtodo superior a
velocidade das micelas no sentido do anodo.

A MEEKC ¢ uma variacdo da MEKC em que a parti¢do dos analitos ocorre entre um
eletr6lito de corrida em fase continua e as goticulas méveis de 6leo presentes num eletrélito

de corrida microemulsionado. A Figura 6 a) e b) representa através de um diagrama a

separacdo nestes dois meios.
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DETECCAQ

DETECCAQ

Figura 6. Representacdo simplificada dos processos de separagao de dcidos graxos livres por
cromatografia eletrocinética, a) em meio micelar b) em microemulsido. Vmc e Vme
representam a velocidade das micelas e goticulas de microemulsdes, respectivamente e Vfeo,

a velocidade do fluxo eletrosmoético.

A separacdo por MEKC de analitos neutros na presenga de micelas anidnicas e de
analitos anidnicos na presenca de micelas neutras foi investigada por Collet e col” em uma
mistura de acidos graxos livres (AGL) saturados e insaturados. Segundo o autor, os dcidos
graxos se distribuem entre a micela e a fase continua do eletrdlito de corrida. Portanto, sendo
o interior das micelas hidrofébico, a quantidade de AGL na fase micelar aumenta com o
aumento da cadeia alquila, resultando num maior tempo de permanéncia na micela.
Conseqiientemente, devido a diminui¢cdo da mobilidade eletroforética, micelas de AGL de
cadeias maiores terdo um tempo de migragdo maior, o que por sua vez diminui o tempo de
retencao: ou seja, elas serdo mais facilmente arrastadas pelo fluxo eletroosmético (FEO).

A adicio de wum surfactante neutro como, por exemplo, éter dodecil
polioxietilenoglicol (Brij), a um sistema contendo um surfactante anidnico, forma uma micela
mista, com a consequente diminui¢do da densidade de carga. Com isto, o tempo de migragcao
torna-se ainda menor do que no caso acima descrito, devido ao aumento da mobilidade
eletroforética da micela (arraste pelo FEO). Porém, neste caso, poderd haver uma diminui¢do
da janela de separacao, afetando a resolugdo dos picos do eletroferograma28.

A cromatografia eletrocinética em sistemas de microemulsdes (MEEKC) é uma
metodologia analitica relativamente recente e foi introduzida por Watarai em 1991 para a
separacdo de compostos aromaticos fluorescentes’. Terabe e col’' usaram-na para separar
misturas de compostos aromdticos e fiarmacos empregando dodecilsulfato de sddio,

comparando os resultados com aqueles obtidos por MEKC. Outros autores empregaram
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eletroforese capilar em microemulsdo na separacdo de compostos, como por exemplo: graxas
e vitaminas soliveis em &agua, esterdides, analgésicos e antipiréticos, difenilhidrazonas e
actucares dicarbonilicos e glicosideos cardfacos™. As microemulsdes Gleo em dgua, de acordo
com Terabe e col’', consistem num cerne de solvente organico envolto pelo surfactante e
cosurfactante, cuja fung¢do € estabilizar a goticula. Assim, aparentemente, a estrutura da
microemulsdao € semelhante a da micela, ou seja, o surfactante e o cosurfactante estdao
localizados na superficie da goticula de 6leo.

Eletrélitos de corrida com pH elevado, como solugdes aquosas de borato e fosfato, sao
geralmente utilizados em MEEKC por gerar um fluxo eletroosmético significativo. Devido ao
recobrimento com SDS, a goticula de 6leo estd carregada negativamente e o sentido de sua
migragao tende a opor-se ao do fluxo eletroosmético (Figura 6b).

O tempo de migracdo de um soluto neutro em separagdo por MEEKC € diretamente
proporcional a sua hidrofobicidade (log P)*. Assim, a particao de solutos hidrofébicos se da
preferencialmente na goticula oleosa onde eles sdo mais retidos do que solutos hidrofilicos.
Estes, por sua vez, possuem uma tendéncia muito pequena a particao na goticula de 6leo.

Da mesma forma que em MEKC, um efeito similar tem sido observado em MEEKC.
Ao se injetar a amostra oleosa no capilar, a presenca do solvente organico no qual ela estad
dissolvida deforma a estrutura do meio microemulsionado adjacente 2 zona da amostra.”> O
uso de tempos de inje¢do menores do que 3 s a 0,1 p.s.i. (1 p.s.i.=6894.76 Pa) em MEEKC,
permite uma melhor detec¢do para amostras contendo altos teores de solventes organicos
enquanto tempos de injecdes maiores, bem como altas pressoes, resultam em maiores tempos
de anilise e baixa resolucdo.”*

Em relacao a MEKC, vdrios fatores evidenciam vantagens da técnica por MEEKC,
tida como uma op¢do extremamente ttil em andlises farmacéuticas.”*

A seletividade de separagdo em MEEKC foi comparada com MEKC por Boso e col,'
empregando trés misturas padrdao. Na separacdo por MEEKC observou-se uma melhor
afinidade de compostos apolares com as goticulas do que com micelas de SDS, bem como um
aumento da janela do tempo de migracao e melhor eficiéncia de separacao.

A vantagem da utilizagdo de um sistema microemulsionado na separacdo de ésteres
fenacilicos, comparativamente aos resultados obtidos por MEKC foi evidenciada por Miksyk
e col.’® O uso de microemulsdo como pseudofase em conjunto com um reagente de
derivatizacdo mais hidrofébico resultou em melhor seletividade e eficiéncia de separagdo.
Neste caso, o estudo da influéncia do solvente organico e do surfactante indicou ser vantajosa

a substituicdo do octanol por heptano e do SDS por colato. Assim, enquanto o sistema micelar
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contendo colato permitiu a separacdo de dcidos graxos até Cj,, o sistema microemulsionado
apresentou uma separagao praticamente completa de todos os componentes da mistura teste

contendo compostos de C, até Cy.

1.7.2 Cromatografia Eletrocinética Capilar em Microemulsoes de Agua em Oleo

Recentemente, a separacao de espécies hidrofébicas em meio microemulsionado A/O
e fase continua constituida de alcanos de cadeias longas ou dlcoois pouco soldveis em 4gua,
como por exemplo, pentanol e butanol, tem se mostrado eficaz.”> Estas microemulsdes
contém agua, surfactante e possivelmente um cosurfactante ou uma fase oleosa adicional. A
fase oleosa adicional (localizada no exterior da goticula de 4gua, envolta pelo surfactante)
diminui a tensdo superficial das goticulas aumentando sua estabilidade. A capacidade de
solubilizacdo do cosurfactante em dgua depende da propor¢do surfactante/cosurfactante. Se a
concentracdo de cosurfactante é muito elevada ocorrerd uma separacdo em duas fases,
enquanto um excesso de surfactante causard a formagao de uma fase liquida cristalina.

A vantagem no emprego de microemulsdes A/O € a dissolu¢do de analitos insoliveis
em 4gua, em razdo da alta concentragdo de 6leo na ME, porém o grau de separacdo dos
analitos no meio nao esta diretamente relacionado com sua hidrofobicidade. Isto porque, em
razdo da diversidade dos processos de parti¢do e dissociacdo, a seletividade para cada analito
¢ diferente daquela obtida pelo método convencional de MEEKC.

A hidrofobicidade dos analitos € um importante parametro fisico-quimico para os
métodos de eletroforese capilar em microemulsdes (MEEKC), tanto A/O como O/A sendo
esperado que compostos hidrofilicos sejam mais retidos em MEEKC A/O devido a sua maior
solubilizacdo pela dgua no interior das goticulas. Essa metodologia oferece vantagens na
reducdo do tempo de preparo da amostra e na diversidade de solventes organicos disponiveis
para a solubilizacdo de compostos insoliveis em dgua.”

O uso de butanol e pentanol como cosurfactantes, bem como de heptano e octano
como 6leos foi investigado por Broderick e col.’*® As MEs contendo butanol apresentaram
melhor separacdo dos analitos quando comparadas aquelas contendo pentanol. A viscosidade
do butanol ¢ menor do que a do pentanol e, em conseqiiéncia, sua condutividade ¢é
significativamente maior. Em relagdo a natureza do dleo, os picos dos analitos testados
praticamente ficaram sobrepostos no sistema pentanol/octano enquanto para pentanol/heptano
a separacdo e resolucao foram evidenciadas. J4 num sistema butanol/octano a troca do octano

por heptano como fase oleosa adicional, reduziu bruscamente a seletividade e diminuiu
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levemente o tempo de migracdo. Segundo os autores, a soma dos comprimentos das cadeias
carbonicas de ambos, heptano e pentanol (ou mistura butanol/octano), é igual ao comprimento
da molécula do surfactante SDS, que contém 12 carbonos. Portanto, dependendo do
comprimento da cadeia carbonica dos componentes oleosos, a adicdo de uma fase oleosa
adicional a ME torna-a mais estdvel, favorecendo a seletividade e uma melhor separacao dos

componentes da mistura.

1.7.3 Eletroforese Capilar em Meio Hidroorganico

A visdo mais simples da solvatagdo de um soluto ionéforo ou ionogénio consiste no
processo de quebra das ligacdes entre os dtomos das moléculas por interacdes com as
moléculas do solvente de modo a promover a dispersdo dos fons no meio de forma
homogénea. Para que a dissolu¢do ocorra é preciso que as forgas das ligagdes quimicas no
soluto sejam sobrepujadas por forcas de interagdo soluto-solvente, expressas pela energia de
solvatacdo da substancias dissolvidas. Em geral, os pardmetros que mais influem na
magnitude das interagdes solvente-soluto sdo a permissividade relativa, momento dipolar,
momento quadrupolar, polarizabilidade e estrutura do solvente.

Em termos gerais, as substincias idnicas sdo mais soliveis em meios com
permissividade relativa mais elevada, momento dipolar elevado, formagdo de ligacdes
hidrogénio com o solvente e capacidade de coordenagdo. Ja substancias apolares sdo mais
soldveis em solventes de alta polarizabilidade.”’

Por outro lado, a solvatacdo de moléculas neutras e apolares deve-se a formacao de
cavidades no solvente ou mistura de solventes, suficientemente grandes para acomodar a
molécula do soluto e alguma outra molécula de solvente associada ao mesmo. Ndo havendo
reacdo quimica, a molécula serd estabilizada na cavidade por for¢as de London ou de
dispersdo, relacionadas com a polarizabilidade do solvente. No caso de solventes altamente
estruturados como a dgua, as moléculas neutras e apolares ndo se dissolvem em razdo da
elevada energia necessdria para a quebra das ligacdes entre as moléculas de soluto. Uma
explicacdo mais detalhada desta inviabilidade estd no fato das moléculas de dgua formarem
um encapsulamento em torno das moléculas do soluto o que diminui a entropia da solucdo e
aumenta a energia livre de solvatacdo.”®
A mistura de solventes leva a interagdes solvente-soluto bastante complexas. A adicao

de solutos ndo polares a uma mistura de 4gua e uma pequena quantidade de solvente (abaixo
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de 10% em peso) como, por exemplo, dlcool, acetona, dioxano ou tetrahidrofurano, reforca a
estrutura da dgua. Neste caso sdo observados os valores maximos de propriedades como
viscosidade, produto de Walden e entalpias de solu¢do. Presumivelmente, para teores mais
elevados do solvente ndo aquoso ocorre uma maior desorganizacdo da estrutura da 4gua,
como evidenciado para o caso de etanol em &dgua pela formagdo de fortes ligagdes dgua-
alcool. Em suma, o papel do solvente deve ser avaliado considerando parametros
macroscopicos como permissividade relativa e constantes de equilibrio e propriedades
microscopicas das moléculas do solvente individualmente como momento de dipolo,
momento de quadrupolo, polarizabilidade, ligacdes de hidrogénio, capacidade de coordenagdo
e estrutura das moléculas.

Em eletroforese capilar, além de solubilizar os analitos investigados, a sele¢ao do
solvente organico ou mistura de solventes deve obedecer alguns requisitos,3 ? tais como:

- ponto de ebuli¢cdo e de fusdo moderados;

- permissividade relativa preferivelmente maior do que 30;

- baixa viscosidade, para promover o aumento da mobilidade i6nica, melhorar o

preenchimento do capilar pela solucdo e evitar a formagdo de bolhas;

- condutividade térmica elevada, para minimizar o efeito Joule;

- menores tempos de separacdo dos componentes da mistura.

Os solventes aproticos, por ndo apresentarem ligacoes de hidrogénio, ndo estabilizam

os anions e, geralmente, elevam significativamente o pKa de 4cidos neutros.
A partir dos dados da literatura discutidos até aqui, varias composicdes de eletrdlitos

de corrida e de condi¢des de preparacdo de amostras e padrdes foram investigados, por

diversas técnicas, como descrito a seguir.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACAO DE MICROEMULSOES

I1.1 Introducao

O desenvolvimento de metodologias de andlise direta, rdpidas, reprodutiveis e
econOmicas para a separagdo, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas em 6leos
vegetais constitui alvo de grande interesse. Neste sentido, o emprego do 6leo na forma de
microemulsdo permite usar métodos analiticos que ndo sdo aplicdveis diretamente no 6leo,
particularmente os eletroanaliticos. Para isto, é necessario aprofundar o conhecimento sobre
estes meios.

O preparo das amostras de 6leo sob a forma de microemulsdes de dgua em 6leo, bem
como a utilizacdo de meios ndo aquosos permite eliminar dos procedimentos analiticos as

etapas de extra¢do diminuindo a probabilidade de erros aleatério e sistematico.

I1.2 Materiais e Métodos

Dodecil sulfato de sédio (SDS) 99 % (ACROS, New Jersey, USA) foi o surfactante
empregado nas microemulsdes. Para o sistema terndrio, o cosurfactante utilizado foi 1-
pentanol de pureza 99 % (ACROS, New Jersey, USA) e dgua destilada e deionizada.

Para o estudo da influéncia da natureza do cosurfactante nas propriedades das MEs
foram utilizados 1-pentanol, 3-metil-1-butanol, ciclohexanol, 1-octanol, etilenoglicol, com
pureza entre 99-99.5 % de (Merck, Darmstadt, Alemanha); 1-hexanol 96 % (Riedel,
Hannover, Alemanha); 2-propanol 99,5 % (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil); 2-pentanol, 1-
heptanol, entre 97-98 % de pureza (Acrés, New Jersey, EUA). Todos os reagentes
empregados neste estudo sdo de grau analitico e todas as solucdes, salvo especificacdo, foram

preparadas em proporcdes massicas
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- Construgdo do diagrama de fases:

Na constru¢do do diagrama de fases buscaram-se economia de reagentes, rapidez na
preparacao e redugao da quantidade de utensilios volumétricos como copos, pipetas, etc. Para
tanto, a construcdo do diagrama foi iniciada com uma solu¢do de pequeno volume nas
proporcoes de SDS/pentanol e 4gua numa extremidade da regido de limite de miscibilidade.
Com o auxilio de uma balanga analitica de marca Sartorius e um agitador magnético de marca
Metrohm, monitorou-se visualmente a miscibilidade das solu¢des com a adicdo de proporcdes
previamente calculadas de cada componente do diagrama, registrando-se cada ponto num
diagrama de fases.

- Preparacdo de misturas contendo SDS e pentanol na razao ponderal 1:4 e 4gua, em
diferentes proporg¢des:

Inicialmente preparou-se uma quantidade maior de solucdo de SDS/pentanol 1:4 com
10 % em agua com auxilio de agitacdo magnética e temperatura ambiente. Na sequéncia,
retiraram-se aliquotas desta solugc@o as quais foram adicionadas por¢des de dgua a fim de
atingir as percentagens de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 % em &agua, correspondentes a composi¢oes
definidas por uma reta tracada sobre o diagrama (ver Figura 7). Este procedimento foi
escolhido a fim de minimizar erros de preparacdo e manter a propor¢do constante em
SDS/pentanol.

- Condutividade elétrica das MEs:

As medidas foram realizadas em um condutivimetro da Metrohm, modelo 712 o qual
foi aferido com uma solucao de KC1 0,01 mol L de condutividade 1,413 mS a 25 °C.

- Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS):

O raio geométrico das goticulas de &4gua nas microemulsdes com diferentes
composi¢des foi determinado por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) no
Laboratério Nacional de Luz Sinchrotron, LNLS, Campinas-SP, utilizando a linha de luz
sinchrotron D11A-SAXS1 com A=1,608 A e uma fenda de 732,5 mm. (Laboratério Nacional
de Luz Sinchrotron, LNLS, Campinas-SP).

- Medidas de voltametria linear:

Utilizou-se uma célula eletroquimica com 3 eletrodos de Pt, um de quasi-referéncia,
um auxiliar e um ultramicroeletrodo (ume) de disco com 10 wm de didmetro como eletrodo de
trabalho, a uma velocidade de varredura de potencial de 1 mV sT.0 pré-tratamento do ume
foi realizado com imersdao em solucdo de &cido sulfdrico/nitrico na propor¢dao 1:1 por 10
minutos com ultrassom seguida de lavagem com &dgua deionizada e secagem com ventilagdo

forcada.
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- Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica:

O primeiro experimento foi realizado com uma célula eletroquimica com 3 eletrodos
de Pt, um de guasi-referéncia, um auxiliar e um ultramicroeletrodo (ume) de disco com 10 um
de diametro como eletrodo de trabalho. No estudo da permissividade do meio, as medidas
foram realizadas empregando uma célula construida em laboratério constituida de trés
eletrodos de platina, a saber, os eletrodos de trabalho e quasi-referéncia, respectivamente,
com 2 mm de didmetro cada um e um contra eletrodo. O potencial utilizado foi de 0,000 V, a
fim de evitar a ocorréncia de alguma reacao quimica. A faixa de frequéncia foi de 100 kHz a
10 mHz numa amplitude de 10 mV. Os resultados foram obtidos utilizando um potenciostato
PGSTAT30 da Autolab.

As propriedades fisico-quimicas de microemulsdes contendo 14,2 % de uma pseudo-
fase SDS/édlcool na razdo massica de 1:4, 8 % de 4gua, 20 % de 6leo de soja e 57,8 % de
diferentes alcoois foram avaliadas com relagdo a natureza do cosurfactante. Todas as MEs

foram agitadas por 10 minutos antes dos experimentos.

I1.3 Discussao dos Resultados

I1.3.1 Microemulsoes de SDS, Pentanol e Agua

Foi construido um diagrama de fases terndrio, de modo a definir a regido de
composi¢cdes estdveis para cada sistema estudado. Para o estudo dos parametros fisico-
quimicos do meio solvente, como condutividade elétrica, raio geométrico, carga e coeficiente
de difusdo das goticulas de MEs em um sistema ternario simples contendo SDS e pentanol na
razdo ponderal 1:4 e d4gua, em diferentes proporg¢des.

O diagrama de fases para o sistema SDS, pentanol e 4gua mostrou a formagao de MEs
em uma ampla regido, sendo selecionadas composicdes de MEs correspondentes aos pontos

localizados sobre a reta indicada na Figura 7.
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Regiao da ME

—&— Composicdes para as medidas de voltametria
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Figura 7. Diagrama de fases para o sistema terndrio 1-pentanol, SDS e dgua; —e— reta

abrangendo proporcao constante de SDS/pentanol de 1:4 e teor de dgua varidvel.

Para estas composicdes, correspondentes aos pontos sobre a reta, como mostra a
Tabela I, a propor¢ao em SDS e pentanol é constante (1:4) enquanto o teor de dgua varia de
10 a 70 %, entre os limites de miscibilidade dos componentes SDS, pentanol e dgua. Para
determinar as dimensdes e a carga das goticulas foram realizadas medidas por DLS, SAXS e

voltametria linear.

Tabela I. Composi¢des de MEs correspondentes aos pontos localizados sobre a reta indicada

na Figura 7.
Fracdo méssica
Agua na ME % Agua SDS Pentanol
10 0,0678 0,1799 0,7522
20 0,1761 0,1648 0,6591
30 0,2815 0,1437 0,5748
40 0,3862 0,1227 0,5089
50 0,4902 0,1019 0,4079
60 0,5935 0,0813 0,3252
70 0,6961 0,0607 0,2432
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A Figura 8 mostra a variacdo do raio geométrico, obtido por medidas de SAXS, e da
condutividade elétrica das goticulas de MEs do sistema contendo SDS:1-pentanol na
propor¢ao de 1:4 em fung¢ao do teor de 4gua na ME. Observa-se uma tendéncia de correlagdo
no comportamento entre o raio da goticula e a condutividade, porém o aumento destes
parametros apresenta taxas de crescimento diferentes. Na regido entre 10 e 30 % em &gua,
aproximadamente, verifica-se um pequeno aumento nos valores do raio geométrico das
microemulsdes. Este comportamento, frente a maior inclinacdo dos valores de condutividade,
pode ser atribuido a um aumento do nimero de goticulas nas microemulsdes com a adi¢do de
dgua. Observa-se uma tendéncia semelhante a partir da ME a partir da regido bicontinua.
Entre 30 e 50 % de 4agua, aproximadamente, os valores de condutividade tendem a seguir a
mesma inclinagdo da curva correspondente ao raio geométrico. Como a condutividade €
inversamente proporcional ao raio (Equacdo 2), este comportamento pode estar sendo
governado essencialmente pelo aumento da permissividade relativa do meio, a qual ¢é

modificada gradualmente pela adi¢ao de dgua.

7000

.. o [
| —o— Condutividade ./ L7
60004 —=— Raio geométrico _/O i
] -6
2 5000+ B
B’ i -5 o
T 4000+ /O - Q
ke] o -4 ©
S 1 3
= IS
S 3000 5 (.2
© | o
S 2000 / °
(@) ] an® -2
1 l—l/-’-‘-/.”O F 3
1000 P _1
1 O/O,O’O L
0 T T T T T T T T T T T T T 0

10 20 30 40 50 60 70
Composigéo em agua (%)

Figura 8. Variacdo do raio geométrico e da condutividade com relagc@o a percentagem de dgua

em misturas de d4gua e 1:4 SDS/1-pentanol a 25 £ 1 °C.

A Figura 9 mostra a curva resultante do ajuste sigmoidal para os valores do raio
geométrico obtidos a partir dos dados da Figura 8, a qual apresenta na Figura 10 um ponto de

inflexdo no gréifico da derivada destes valores, que € atribuido a regido de inversdo da

microemulsao de A/O para O/A, em concordancia com o aumento do teor de dgua.
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87 Data: Raiopentanol_B
1 Model: Boltzman
79 Chi*2 = 0,00656

A1 1,50966 +0,0365
61 A2 7,38989 +0,11817
1 x0 41,87338 +0,41566
51 dx 5,72293 +0,32411

Raio geométrico (nm)
N
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Figura 9. Ajuste sigmoidal da relagdo entre o raio geométrico e o teor de dgua para o sistema

constituido por 1:4 SDS;1-pentanol e 4gua, a 25 + 1 °C.

s fase bicontinua
A

Inversdo 42,2 % agua

10 20 30 40 50 60

Composicio em dguna (%)

Figura 10. Relag@o entre a derivada da curva relativa ao raio geométrico versus teor de dgua

para MEs constituidas de SDS/1-pentanol 1:4 e 4gua, a 25 £ 1 °C.

Portanto, na determinacio do ponto de inversdo, utilizando-se a derivada dos valores
do ajuste sigmoidal, conforme Figura 10, os valores do raio geométrico e de condutividade
sdo coerentes ao indicar para este ponto teores de dgua de 42,2 % e de 47,6 %,

respectivamente, ou seja, uma diferenga de apenas 5,4 %, particularmente considerando que
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estes valores foram obtidos por métodos diferentes e a partir de um pequeno nimero de
ensaios. Por outro lado, o ponto central da reta tracada no dominio de MEs da Figura 7

confirma esta mesma ordem de grandeza para o teor de dgua.

I1.3.1.1 Espalhamento de Luz Dinimico

O tratamento dos dados de DLS obtidos para as MEs nas composicdes representadas
por pontos sobre a reta da Figura 7 foi realizado pelo programa REPES cuja curva de
correlagdo apresentou picos de diferentes valores de difusdo, com maior incidéncia nas
regides de limite de miscibilidade (10 e 70 % em dgua), conforme mostra a Figura 11. Esta
dispersdao de valores de difusdo pode estar relacionada com a baixa estabilidade
termodindmica, uma vez que estas composi¢des estdo situadas na regido de fronteira da
miscibilidade, como visto no diagrama de fases na Figura 7, no item IL.3.1.

Como a concentracdo do surfactante SDS estd acima da concentracdo critica micelar®
que se situa em 8x10” mol L, verifica-se que os picos intermedidrios podem estar
representando simplesmente micelas de SDS, os picos maiores indicam vesiculas de SDS,
pentanol e 4gua e os picos menores podem ser considerados artefatos.

Conforme visualizado na Figura 11, as composicdes de 10 a 40 % representam um
sistema A/O e de 60 a 70 % o sistema passa a ser O/A. Para a composi¢do contendo 50 % em
dgua, o pico unico, maior do que os das demais composicdes € caracteristico de fase
bicontinua.

Os valores do raio hidrodindmico para cada composicdo, obtidos por DLS, sdo

discutidos no item I1.3.1.4.
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I1.3.1.2 Voltametria Linear

A Figura 12 mostra os resultados de voltametria linear para misturas de SDS/pentanol
1:4 com diferentes teores de dgua. O experimento foi feito em célula com trés eletrodos de Pt,
a uma velocidade de varredura do potencial de 1 mV s na faixa de potenciais anédicos, para

todos os teores de dgua investigados.

100

i (nA)

Figura 12. Voltamogramas de misturas de 1:4 SDS/pentanol em ume de Pt com 10 pm de

diametro versus quasi-referéncia de Pt, para diferentes teores de dgua.

Os voltamogramas correspondentes aos sistemas contendo acima de 50 % de dgua
apresentam oscilagdes na corrente, indicando que a reacdo de oxidac¢do da dgua, evidenciada
pelo aumento gradual da corrente, pode estar sendo dificultada pela formagao de um filme
resultante da adsor¢do do anion dodecilsulfato sobre a superficie do eletrodo. Realizou-se
medidas voltamétricas de solugdes contendo apenas SDS em &dgua onde se observou um
comportamento acentuado de oscilagdo da corrente a partir de 1,0 V. Isto evidencia a a¢do do
SDS, possivelmente seu anion, sobre a superficie do eletrodo interferindo assim, na reacdo da

oxidac¢do da dgua.
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I1.3.1.3 Coeficiente de Difusao

Para as MEs investigadas, o coeficiente de difusdo translacional das goticulas, D, foi
calculado pela equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 9) utilizando os valores de raio
hidrodinamico obtidos por DLS para diferentes teores de dgua, conforme mostra a Figura 13.
Ja o coeficiente de difusdo obtido por medidas eletroquimicas, D, foi calculado pela equagdo
de Cotrell (Equacao 10) para um ume a partir da corrente limite, iy, obtida na regidao do
potencial de oxidacdo da 4gua, calculado para 1/2 do valor de i}, obtidos dos voltamogramas

da Figura 12.

b kT o)
6zxnr
D, =——Jm__ (10)
4nFC r,

onde T € a temperatura absoluta, k a constante de Boltzmann, 1 a viscosidade do solvente, r e
re, OS raios da goticula e do eletrodo, respectivamente, F a constante de Faraday e C* o teor
de 4gua no seio da solugdo.

A Figura 14 evidencia que ha uma diminui¢ao do D¢ com o aumento do teor de 4gua,
ja que a dgua estd localizada no interior das goticulas as quais tem sua mobilidade diminuida
por se tornarem maiores.

Os valores de D e D, apresentam, de modo geral, um comportamento semelhante em
relacdo ao teor de dgua, como mostrado nas Figuras 13 e 14.

Na Figura 13, hd uma aparente anomalia em relacdo a diferenca entre os valores de D
para as MEs contendo 10 e 20 % de 4dgua, porque, como evidenciado na Figura 7, neste caso,
a composicao contendo 10 % de dgua estd na fronteira de miscibilidade onde a tendéncia de
separacdo de fases € grande. Nesta regido ocorre forte dispersio de valores de raio
hidrodinamico, como visualizado na Figura 11 a). Além disso, nesta faixa de concentracdo
existem valores muito pequenos de raio (na ordem de 10" nm), portanto com maior incerteza
no valor do parametro. Por outro lado, com o aumento do teor de 4gua, a massa das goticulas

também aumenta, diminuindo sua mobilidade e, consequentemente, o coeficiente de difusao.
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Figura 13. Variacdo de D versus teor de dgua em ME constituidas de 4agua e 1:4

SDS/pentanol, obtido através da Equacdo 9.
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Figura 14. Variacdo de D, versus composi¢ao de dgua em ME constituidas de dgua e 1:4

SDS/pentanol, obtido através da Equagao 10.

A diferenca na ordem de grandeza entre D e D, para MEs de d4gua em 6leo, o segundo

menor do que o primeiro, deve-se ao deslocamento das goticulas até a superficie do eletrodo
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associado ao rompimento da barreira de surfactante-cosurfactante envolvendo a goticula, que

deve ocorrer para que haja a oxidacao da dgua.
I1.3.1.4 Raio das Goticulas

Com os valores de coeficiente de difusdo obtidos por voltametria (D), a partir da
equacgao de Cotrell (Equagao 10), calcularam-se os raios das goticulas de ME A/O contendo
até 40 % de dgua empregando a equacdo de Stokes-Einstein (Equacdo 9). Para MEs O/A e
A/O os valores de raio geométrico foram obtidos pela equacdo de Bragg (Equacdo 4) e o raio
hidrodinamico pelo programa REPES. Na Figura 15 estdo representados os graficos do raio
das goticulas em fung¢ado do teor de dgua nas diferentes MEs.

Comparados aos valores do raio geométrico, verifica-se que aqueles obtidos
eletroquimicamente para MEs contendo até 40 % de dgua sdo de 3 a 4 vezes maiores. Ja os
valores do raio hidrodinamico sdo apenas duas vezes maiores apds a regido bicontinua, mas
na mesma faixa para a regido A/O, ambos em relacdo aos valores obtidos por SAXS. Fica
evidente que estes trés valores de raio expressam informagdes diferentes da estrutura das
goticulas de cada uma das ME. Mediante SAXS, o valor do raio expressa, provavelmente, a
densidade eletronica da interface goticula/meio continuo da ME. Na obtencdo dos valores do
raio hidrodinamico obtidos pela equacdo de Stokes-Einstein é considerado, além do valor da
viscosidade, o coeficiente de fric¢do, que estd relacionado com a camada de solvatacdo das
goticulas de ME. Ja o valor do raio obtido eletroquimicamente expressa os efeitos da carga e
da massa das goticulas de 4gua em seu deslocamento até a superficie do eletrodo sob ac¢do do
campo elétrico aplicado. A expressdo da mobilidade das goticulas estd relacionada com os
efeitos de carga e fric¢do conforme a Equagao 11, abaixo:

q
= 11
A 6rnr ()

onde q representa a carga liquida, n e r, a viscosidade e o raio idnico, respectivamente. A
velocidade da goticula (v), sob acdo de um campo elétrico, estd relacionada com sua
mobilidade pela expressao:

v=uE (12)

onde E é o campo elétrico aplicado.*’
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Figura 15. (a) Raio geométrico, (b) Raio das goticulas de microemulsdo A/O e (c) Raio

hidrodinamico.
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Na obtencdo dos valores do raio por DLS empregando o programa REPES hi a
possibilidade de visualizacdo da dispersdo das intensidades relacionadas a tamanhos varidveis
de goticulas, como visto na Figura 11 no item I1.3.1.1, com indica¢ao dos valores de raio mais
provaveis. No entanto, a faixa de bicontinuidade ndo é representada no griafico com o raio
hidrodinamico (Rh) porque o mesmo estd relacionado na equag¢do de Stokes-Einstein
(Equag@o 9) com o coeficiente de friccdo do movimento Browniano, enquanto numa fase
bicontinua representada por canais, ndo devem haver goticulas, desta forma ndo se pode
considerar o movimento Browniano das mesmas.

Ja os valores obtidos por SAXS fornecem uma média dos picos relacionados aos

valores de raio das goticulas.

I1.3.1.5 Carga Flutuante

A carga flutuante das goticulas foi calculada com os dados de raio hidrodinamico

obtidos por DLS e por voltametria segundo a equacdo proposta por Eicke e col,'’

<z2> _ A kzTeyex

o2 (13)

onde ¢ é a permissividade relativa do solvente, g a permissividade no vicuo e e a carga
elementar eletronica.

A partir da equagdo de Stokes-Einsten (Equacdo 9) e empregando os valores de raio
hidrodinamico obtidos por DLS foram calculados os coeficientes de difusdo (D) das goticulas
das MEs A/O, os quais diminuem com o aumento do teor de dgua (ver Figura 13), enquanto
sua carga flutuante média (<Zz>) (Equacao 13) aumenta com o aumento do raio, como mostra
a Figura 16.

A Figura 16 indica um aumento brusco no valor da carga flutuante das goticulas de
ME no intervalo de 40 % a 50 % de 4gua. Isto se deve, provavelmente, ao fato de que, acima
de 50 % de H,O, a ME € do tipo O/A e a regido polar do SDS estd voltada para o meio aquoso

(ver Figura 1.c).
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Figura 16. Variacdo de <Z>> versus teor de dgua na ME calculados a partir de medidas de
DLS.

Com a equacdo de Cotrell (Equagao 10) obteve-se diretamente os valores do
coeficiente de difusdo por voltametria, e posteriormente, os valores do raio correspondente
empregando a Equagdo de Stokes-Einstein (Equacdo 9). Os valores da carga flutuante média
(<Z*>) foram obtidos pelo emprego destes valores na Equagdo 13. O comportamento da carga
flutuante média com a variacdo na composi¢do de dgua nas microemulsdes encontra-se na
Figura 17.

A regido de O/A ndo foi representada pelo fato das informacdes dos valores de
coeficiente de difusdo obtidos estarem relacionados com a reacdo da dgua na superficie do
eletrodo. Em regides de O/A, a fase aquosa estd no meio continuo, sendo que as informacdes
dos valores de coeficiente de difusdo ndo estdo relacionados com a goticula da microemulsao,
ou seja, a reagao da dgua nao depende do deslocamento da goticula de ME do seio da solugao

até a superficie do eletrodo.
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Figura 17. Variacdo de <Z*> versus composicdo de dgua na ME obtido a partir de medidas
voltamétricas.

A carga flutuante média foi calculada a partir do raio das goticulas. Como o raio
obtido por voltametria ¢ da ordem de 3 a 4 vezes maior em comparacdo com O raio
geométrico, entdo, provavelmente, a carga flutuante média estd relacionada com a atmosfera
i6nica envolvida na solvatacdo da goticula. A tendéncia da carga flutuante média é aumentar

com o raio, porém para composi¢cdes entre 10 e 40 % de dgua este aumento € menos

expressivo, o que pode estar relacionado com o aumento simultaneo do nimero de goticulas.

I1.3.1.6 Fracao Volumétrica das Goticulas
A partir dos valores de condutividade e raio hidrodinamico obtidos experimentalmente

foi calculada, a partir da Equacgdo 2, a fragdo volumétrica das goticulas, ¢, cuja variacdo em

funcdo do teor de 4gua nas MEs ¢ apresentada na Figura 18.
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Figura 18. Variacdo da fragao volumétrica ¢ das goticulas nas MEs versus teor de dgua.

Com os valores de fragdo volumétrica obtidos foi possivel calcular o nimero de

goticulas por unidade de volume (p). Supondo que as goticulas sejam esféricas tem-se:
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Figura 19. Variagcdo do nimero de goticulas p por unidade de volume com o teor de 4gua em

ME:s.
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A partir do modelo de flutuacdo de carga da goticula, observa-se um aumento do
nimero de goticulas por unidade de volume com o aumento do teor de dgua, (Figura 19) e,
concomitantemente, hd um aumento no raio da goticula (Figura 15). A Equacdo 2 mostra a
condutividade inversamente relacionada com a terceira poténcia do raio da goticula,
significando que um aumento deste deveria diminuir acentuadamente aquele pardmetro. No
entanto, simultaneamente, como visto na Equacdo 13, ha um aumento da carga da goticula
com o raio e, assim, a condutividade elétrica da solu¢do aumenta.

Por outro lado, a medida que o raio da goticula aumenta, deve aumentar também o
nimero de moléculas do surfactante e do cosurfactante na interface dgua/dleo, a fim de
manter sua estabilidade em decorréncia do aumento da tensao superficial (Lei de La Place). A
questdo que se coloca é: de onde vem a quantidade adicional de SDS para suprir sua
deficiéncia na fronteira polar/apolar da goticula, decorrente do aumento do raio e do niimero
de goticulas por unidade de volume (p) na ME ?

Testes empiricos (observacao visual) mostraram que a molécula de SDS nao € soluvel
em pentanol enquanto sua solubilidade em dgua*' é da ordem de 0,1 mol L. Portanto, fons
dodecilsulfato estdo presentes na fase aquosa, no seio da goticula. Em baixos teores de dgua,
por exemplo 10 %, esperar-se-ia que um maior nimero de fons dodecisulfato solvatados
estivessem dentro da goticula. No entanto, como a concentragdo de SDS ¢ elevada em relagao
a da 4gua, a concentragdo excedente de SDS que nao pode ser solubilizada no seio da goticula
encontra-se provavelmente sob forma de micela ji que, nas condi¢des do experimento, a
concentracdo do SDS estd acima da concentracao critica micelar que € de 8x10” mol L. Este
comportamento € evidenciado nos resultados obtidos por DLS, onde se observa que, com o
aumento do teor de 4gua, hd uma diminui¢ao no nimero de picos referentes ao espalhamento
oriundo de diferentes tamanhos de agregados, como observado na Figura 11. Ao longo das
medidas empregando teores de dgua varidveis, observou-se também a presenca de sinais de
intensidade elevada, relacionados a tamanhos micrométricos. Este fato pode estar associado a
formacao de vesiculas maiores com a aglomeragao de goticulas.

Por outro lado, € possivel que, a medida que o raio da goticula e o nimero de goticulas
por unidade de volume aumentam em razdo da adi¢do de dgua ao meio, ions dodecilsulfato
agregados em micelas desloquem-se do seio da solucdo para a interface goticula/meio
continuo, estabilizando-a relativamente a tensdo superficial que aumenta com o raio.
Concomitantemente, com o aumento do teor de 4gua pode ocorrer uma diminui¢do da
concentracdo de fons dodecilsulfato na fase continua pela quebra das micelas, acarretando um

aumento da permissividade relativa e diminui¢do da viscosidade, em concordancia com a

37



variacdo dos valores de condutividade encontrados (Equacdo 2 e Figura 8). Esse
comportamento também ¢é observado nos valores das correntes de oxidacdo da dgua por

voltametria (Figura 12).

I1.3.1.7 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Medidas de EIE foram feitas em solu¢gdes de MEs contendo 1:4 em SDS/pentanol com
variacdo do teor de dgua de 10 a 70% empregando um ume e um contra-eletrodo, ambos de Pt
O diagrama de Nyquist (Figura 20 a) obtido mostra um arco capacitivo que ndo se completa
em baixas frequéncias. Este arco € atribuido a uma resisténcia, em altas frequéncias, associada
em paralelo a uma capacitancia. A resisténcia estd relacionada com a condutividade do meio
enquanto a capacitancia € conseqiiéncia do alinhamento de cargas na dupla camada elétrica,
na interface ume/solucdo. Na regido de baixas frequéncias, observa-se uma funcao linear no
grafico de Nyquist provavelmente devido a uma impedancia relacionada a processos de
transporte de massa, do seio da solugdo até a superficie do microeletrodo. Quanto maior o teor
de 4dgua, maior a inclinacdo observada na regido de baixas frequéncias. Este comportamento
estd relacionado com a dificuldade do transporte de massa das goticulas da microemulsao,
bem como com mudangas nas propriedades fisico-quimicas da solug@o (constante dielétrica,
viscosidade e coeficiente de difusdo). Pelo grafico de Bode (Figura 20a), ao variar o teor de
dgua de 10 a 70 % observa-se uma diminui¢do nos valores de resisténcia da solugdo, em altas
frequéncias, e consequentemente um aumento na contribui¢do capacitiva, (Figura 20b) um
comportamento que estd relacionado principalmente a variagdo da constante dielétrica do

meio.
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Figura 20. Diagramas de Nyquist (A) e Bode (B) e (C) de MEs de propor¢des constantes em
SDS/1-pentanol 1:4, variando o teor de dgua entre 10 e 70%. Microeletrodo de trabalho de Pt

com 10 um de didmetro.

A fim de aprofundar o estudo do meio acima descrito relativo a variagdo da

permissividade com o teor de 4gua foi construida uma célula de trés eletrodos de platina, dois
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eletrodos de disco com 2 mm de didmetro, como trabalho e referéncia, respectivamente,
paralelos, permitindo a variacdo da distdncia entre eles, e um contra-eletrodo. Uma
representacao esquematica desta célula pode ser visualizada na Figura 21. Os resultados sdo

mostrados na Figura 22.

Parafuso de
regulagem -

Figura 21. Representacdo esquemadtica da célula de trés eletrodos de platina com distancia
varidvel entre o eletrodo de trabalho (WE) e o eletrodo de referéncia (RE). CE representa o
contra eletrodo.
A equagdo que relaciona a permissividade com a capacitancia ¢ dada por:
EEA
d

Onde C, d e A representam respectivamente a capacitancia, a distancia entre as placas

C= (15)

de um capacitor e a drea das placas onde €, € a permissividade no vacuo e € a permissividade
relativa. A permissividade do meio € dada por:
E=E\E, (16)

Com as medidas de capacitancia obtidas do grafico de Bode para distancias
arbitrariamente escolhidas de 1; 2,5 e 4,5 mm entre os eletrodos de trabalho e referéncia
verificou-se que a relacdo entre permissividade e o teor de d4gua em microemulsdes A/O ¢é
linear e que os valores da permissividade relativa do meio aumentam com a distancia entre os

eletrodos para uma mesma composi¢ao em razao do aumento da capacitancia.
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Figura 22. Variagdo da permissividade do meio com a composi¢cdes de MEs A/O para
diferentes distancias (d) entre o eletrodos de disco de Pt de trabalho e o de referéncia, ambos

com 2 mm de didmetro, onde m e R representam a inclinagdo da reta e coeficiente de

correlagdo, respectivamente.
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O aumento observado na inclina¢do da funcdo permissividade do meio versus teor de
dgua com a distancia entre os eletrodos indica a possibilidade de determinacdo de dgua em

meios hidroorganicos por medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica.

I1.3.2 Caracterizacao de ME Contendo 20 % de Oleo de Soja

Um estudo da condutividade elétrica de MEs frente a natureza do cosurfactante,
realizado anteriormente'* no Laboratério de Eletroquimica do IQ-UFRGS empregou sete
alcoois com cadeias lineares e ramificadas, como mostram a Figura 23 e a Tabela II
Entretanto, para viabilizar a formacdo de microemulsdes com todos os dlcoois propostos e
assim poder comparar os resultados, foi preciso fixar o teor de 6leo de soja (OS) em 20 %.
Nestas condi¢des, o tamanho das goticulas diminui, 0 que aumenta a incerteza dos dados
obtidos por DLS, razdo pela qual foram realizadas medidas por SAXS, com a participa¢do do

autor, no Laboratério Nacional de Luz Sinchrotron, em Campinas, SP.

a) 1-octanol
0,05+ b) 1-heptanol
a ¢) 1-hexanol
S 0,04- d) 2—penftano|
c e) 3-metil-1-butanol
3 0,03- f) c1|clohexan<|3I
L | | M g) 1-pentano
8 0,024 WMM’W
‘n
C
9D 0,01
= | e
0,00 : : : , , .
0,1 0,2 0,3

Figura 23. Intensidade vs. q para medidas por SAXS em microemulsées A/O preparadas com
diferentes cosurfactantes. Composic¢ao das MEs: 8 % H,0, 14,2 % SDS, 20 % OS e 57,8 % de

14
cosurfactante.
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A Tabela II mostra que, a medida que aumenta a cadeia linear dos dlcoois, hd um
aumento do raio geométrico das goticulas e uma diminuicdo da condutividade das MEs'?, em
concordancia com os valores de permissividade relativa menores, conforme evidenciado pela
Equagdo 2. Adicionalmente, verifica-se que, apesar da semelhanca de comportamento na
variacdo dos parametros correspondentes aos graficos nas Figuras 24 a e b, o valor da
permissividade relativa dos alcodis nao esta diretamente relacionado com a condutividade das

ME:s.
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Figura 24. a) Permissividade relativa do alcool e b) Condutividade elétrica das MEs
correspondentes, contendo 8,0 % de H,0, 14,2 % de SDS, 20,0 % de 6leo de soja e 57,8 % de

cosurfactante.

Um estudo mais detalhado mostra que parametros como a viscosidade do
cosurfactante, o raio da goticula, o qual depende da estrutura da molécula do dlcool e, em
menor contribui¢do, a solubilidade deste em dgua, também influem no valor da condutividade
da ME. Por exemplo, a diferenca de 8 % entre os valores de permissividade, maior para o
ciclohexanol (16,40) do que para o 1-pentanol (15,13), diminui para 3 % para a
condutividade, a qual € maior para a ME preparada com 1-pentanol, evidenciando que, neste
caso, o fator viscosidade € determinante.

Na tabela II esta indicada ainda a solubilidade dos dlcoois em dgua. Pode-se admitir
que, quanto maior o valor deste parametro, maior a quantidade de dlcool dissolvida na regiao
interfacial da goticula de 4gua. Em consequéncia, seu raio aumenta, ainda que de modo nao

muito pronunciado.
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Tabela II. Resultados experimentais para MEs contendo 8,0 % H,0, 14,2 % SDS, 20,0 % o6leo
de soja (OS) e 57,8 % de cosurfactante, preparadas com diferentes cosurfactantes na
propor¢do 1:4 SDS:dlcool: raio geométrico R, condutividade elétrica k e viscosidade 7.
Dados da literatura para os cosurfactantes: viscosidade 1, solubilidade em 4gua e ¢

permissividade relativa.

3 e
'ME 'ME  *Alcool ?olublhdac,le do 3Alcool
Cosurfactante 1 alcool em dgua
(nm) (“S cm™) n (cP) Na (cP) (g L-l) €
1-pentanol 1,6 93,8 9,8 3,619 27 15,13
2-pentanol 1,9 53,0 9,1 3,470 135 13,71
3-metil-1- 25
1,7 73,5 10,3 3,692 14,70
butanol
1-hexanol 1,7 35,1 11,8 4,578 5.8 13,03
ciclohexanol 1,6 91,0 35,1 57,50 40 16,40
1-heptanol 1,7 15,5 16,6 5,810 1 11,75
1-octanol 1,8 6,4 23.8 7,298 Insoldvel 10,30

1-Ref. 14; 2-Ref. 41; 3-Ref. 42.

Quando o cosurfactante é o 2-pentanol, a condutividade da ME € em torno de duas
vezes menor do que quando preparada em 1-pentanol, comportamento que estd relacionado
com a menor permissividade relativa e o maior raio geométrico da goticula na ME,
provavelmente em raziao de um efeito estérico.

Ja o 3-metil-1-butanol, em comparacdo ao 1-pentanol, confere as MEs valores de
viscosidade levemente maiores, apesar de sua permissividade relativa apresentar um valor
intermedidrio entre o 1-pentanol e o 2-pentanol. No entanto, a diferenca é muito pequena para
explicar a queda significativa na condutividade da ME preparada com esse cosurfactante. Por
outro lado, a distribui¢do dos contra-ions nas goticulas de MEs A/O € determinada pelo grau
de dissociacdo do surfactante. Para a maioria dos surfactantes o grau de distribui¢do de cargas
das microemulsdes em dgua muda com a adicdo de dlcoois.*

Ao compararmos os valores de condutividade das MEs preparadas com hexanol e com

ciclohexanol observamos uma diferenca marcante. Apesar do alto valor de viscosidade, a ME

contendo ciclohexanol apresenta maior condutividade. Isto pode ser explicado, em parte, pelo
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alto valor da permissividade relativa deste dlcool, o que favorece a percolagdo da fase aquosa
pela fase continua, causando o aumento na condutividade da ME A/O.

Por outro lado, comparando os raios das goticulas e as condutividades das MEs
preparadas com 3-metil-1-butanol e 1-hexanol obtivemos valores de raio geométrico iguais,
enquanto os de condutividade foram muito diferentes. Este comportamento evidencia a
complexidade das propriedades das MEs, influenciadas, além do raio da goticula, pela
permissividade elétrica e viscosidade do meio hidrodindmico bem como do grau de ionizagdo
do surfactante e do cosurfactante.

Finalmente, a queda na condutividade da ME preparada com 3-metil-1-butanol em
comparacao aquela contendo 1-pentanol pode ser atribuida a um efeito estérico bem como ao
grau de ioniza¢do do SDS, levando a uma diminui¢do no nimero de goticulas carregadas na
ME.

Estes resultados constituem um aprofundamento no conhecimento das caracteristicas
de microemulsdes. A importancia da natureza do co-surfactante na interface dgua/6leo foi
demonstrada, especialmente o papel de sua estrutura e do comprimento da cadeia carbonica
como parametros extremamente significativos no comportamento fisico-quimico das ME:s.

Apesar das similaridades observadas em diagramas de fases (resultados ndo
mostrados) as MEs preparadas com dgua, 6leo de soja, SDS e 1-pentanol ou 3-metil-1-butanol
como cosurfactantes mostraram diferengas marcantes, especialmente em condutividade.
Considerando que as polaridades destes dlcoois sdo muito préximas, a diferenca no tamanho
das goticulas foi atribuida a efeitos estéricos.

Quanto ao desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas em MEs aplicadas ao
controle de qualidade de 6leo de soja, o 1-pentanol mostra-se mais adequado como
cosurfactante do que o 3-metil-1-butanol devido aos maiores valores de condutividade
apresentados pelas MEs A/O.

Finalmente, caracteristicas das microemulsdes que ndo poderiam ser observadas por
cada uma das técnicas isoladamente, seja eletroquimicas, DLS ou SAXS, foram evidenciadas

pela comparacao dos resultados obtidos através das mesmas.
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CAPITULO III

CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA CAPILAR

II1.1 Introducao

Em estudo anterior'®, envolvendo a separacio e identificacio de espécies dissolvidas
no 6leo de soja por eletroforese capilar em meio nao aquoso, foi constatado que ndo houve a
separacdo dos triacilglicerdis presentes na amostra (Figura 25). Isto pode ser atribuido ao fato
destas espécies serem eletricamente neutras e apresentarem estruturas que variam de acordo

com a natureza dos dcidos graxos ligados a molécula (Figura 5).
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Figura 25. Eletroferograma de 6leo de soja refinado aditivado com é&cido salicilico (SA), tert-
butil-hidroxianisol (BHA) e 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT); eletrdlito de corrida
constituido por uma solucdo 4x10? mol L' KOH em uma mistura de metanol/ propanol

(15:85, v/v); e detector UV em 220 nm',
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II1.2 Materiais e Métodos

No preparo dos padrdes e do eletrdlito de corrida para as medidas de EC
utilizou-se hidréxido de sédio de pureza 97 % (Nuclear, Sao Paulo, Brasil); d4gua destilada e
deionizada; 1-butanol 99,5 % de pureza (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil); dcido oléico
(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) e 4cido palmitico (SIGMA-ALDRICH, Malésia).

Utilizou-se 6leo de soja comercial refinado e desodorizado, envasado em embalagem
metalica, obtido do comércio local.

-Eletroforese capilar:

As medidas de eletroforese capilar foram realizadas com um aparelho de EC*
construido no laboratério (ver Figura 26 abaixo) com capilar de 45 cm no total, sendo 35,5 cm
até o detector e com didmetros de 50 um e 150 wm, interno e externo, respectivamente. O
condicionamento do capilar foi realizado aplicando viacuo de -450 mm Hg e injetando dgua,

NaOH 0,1 mol L' e eletrélito de corrida, cada um por 5 min, nesta ordem.

Figura 26: Aparelho de EC construido no laboratério, a) controle de temperatura; b) sistema

de injecdo; c¢) detector oscilométrico, d) gerador de funcdes; e) fonte de alta tensdo.

-Determinagdo do nimero de acidez:

O procedimento utilizado requer o preparo de um reagente especial para extragdo da
por¢io 4cida empregando benzoato de sédio 0,05 mol L' dissolvido em dlcool iso-
propilico:dgua, 1:1, v/v, cujo pH € ajustado até um valor 6timo (9,87) com solucdo de KOH
0,01 mol L. Para a verificacio do pH desta mistura adiciona-se 50 mL deste reagente

especial numa porcdo de 5 gramas da amostra de 6leo de soja. Agita-se por 3 minutos e mede-
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se o pH1. Em seguida, adicionam-se 200 puL de HCI 0,05 mol L™ padronizado e mede-se o
pHa. A determinacdo do ApH € obtida da diferenca entre os valores de pH; e pH; e o indice de
acidez € calculado através da expressao:

S5611xN XV,

NA =
mx (10" —1)

(17)

onde Ny e Vi sdo respectivamente a concentragdo molar e o volume, em mL, adicionado do

acido padronizado; 56,11 é a massa molar do KOH e m a massa da amostra de 6leo de soja.

II1.3 Discussao dos Resultados

I11.3.1 Cromatografia Eletrocinética Capilar em Microemulsdes de Agua em Oleo

Estudos preliminares por Cromatografia Eletrocinética Capilar foram realizados tendo
por objetivo a separacdo e detec¢do oscilométrica (condutométrica) de acidos graxos livres
como &cido oléico e 4cido palmitico, empregando como eletrdlito de corrida um meio
contendo 0,81 % de octano, 6,6 % de 1-butanol, 3,3 % de SDS e 89 % de tampao tetraborato
de sédio 102 mol L' com pH 9,5°*. Os padrdes dos dcidos oléico e palmitico foram
preparados separadamente em solucdo metandlica, nas concentragdes de 5,7x102 mol L' e
4,6)(10'2 mol L'l, respectivamente. As medidas foram realizadas com tempo de até 60
minutos. No entanto, a separacdo dos AGL ndo ocorreu nestas condi¢des. conforme mostrado

na Figura 27, (aeb).
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Figura 27. Eletroferogramas das amostras adicionadas a 1.500 pL de eletrélito de corrida: (a)
40 uL de metanol; (b) 40 pL de solucdo metandlica de 4cido oléico 5,7x1072 mol L' e 40 pL

de solu¢do metandlica de dcido palmitico 4,6x10% mol L'

Os eletroferogramas obtidos com a adi¢ao de 40 pL. de metanol ou de 40 uL de cada
uma das solu¢des metandlicas dos 4cidos oléico e palmitico, simultaneamente, ao eletrélito de
corrida, apresentam os picos 1, 2 e 3 da Figura 27 os quais s@o eqiiidistantes em relagdo ao
tempo de migragdo, e podem, portanto, ser considerados picos do sistema.

A auséncia dos picos dos padrdes pode ser atribuida a fatores como, por exemplo, o
fato das goticulas terem cargas semelhantes (ME contendo componentes da amostra/ME do
eletr6lito de corrida); os dcidos graxos podem permanecer no “plug” da amostra ou a
sensibilidade do detector € insuficiente para estes analitos. Em decorréncia destes resultados,
foi realizado um estudo mais aprofundado das propriedades fisico-quimicas das goticulas no

sistema microemulsionado.
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Para uma mistura de 60 % butanol, 30 % de SDS e 10 % de uma solucao 102 mol L™
de borato em dgua empregada como eletrélito de corrida, a inje¢ao hidrodindmica tornou-se
invidvel num tempo de 40 segundos e 10 cm de altura, provavelmente devido a alta
viscosidade do meio. Mudando a composi¢do do eletrélito para 76 % butanol, 6 % SDS e 18
% borato 102 mol L™, quando aumenta a tensdo de separacdo, aumenta também o ruido da
linha base e a condutividade térmica diminui a ponto de formar bolhas dentro do capilar por
efeito Joule. Por sua vez, a diminui¢do da tensao de separacdo, diminui consideravelmente o
fluxo eletroosmético.

Foi também empregado como eletrdlito de corrida um meio contendo 70 % de
dimetilformamida (DMF), 10 % de SDS, 10 % de butanol, 10 % de uma solu¢ao 102 mol L!
de borato em agua e 0,4 % de beta-ciclodextrina (B-CD), em massa, observou-se que, acima
de 8 kV um superaquecimento por efeito Joule, provavelmente em razao da alta resistividade
térmica da mistura.

Outro meio investigado foi pentanol/solugcdo 10% mol L' de borato em agua 1:1 (fase
bicontinua) e 10 % de SDS. Neste caso, aparentemente nao ha FEO e, para tensdes maiores
(20 kV), hd formacio de bolhas. E provédvel que os prétons resultantes da dissociagio do
hidrogénio acido do pentanol, no limite das fases de bicontinuidade, neutralizem os sitios

negativos da parede de silica do capilar.

I11.3.2 Eletroforese Capilar em Meio Hidroorginico

Dentre as misturas de solventes e reagentes testados (anilina, pentanol, hexano, SDS,
beta-ciclodextrina, tampao borato, isopentanol, etilenoglicol, etanol, acetonitrila, metanol,
butanol, brometo de dodeciltrimetilamonio (DTAB), DMF, benzoato de sédio e NaOH 0,1
mol L") nenhuma produziu resultados satisfatérios. A mistura que melhor atendeu a alguns
dos requisitos, mencionados no item 1.7.3, para o uso como eletrdlito de corrida, foi aquela
contendo 50% de NaOH 0,05 mol L'l, 30 % de DMF e 20 % de butanol. Os eletroferogramas
resultantes apresentaram baixo ruido da linha base, porém o tempo de corrida mostrou-se
relativamente alto. Os padrdes de dcidos graxos foram dissolvidos diretamente no eletrdlito de
corrida, sendo este um requisito essencial para emprego do método.

No transcorrer das andlises muitos parametros, tais como tensao de separac¢ao, tempo e
altura de injecdo, limpeza do capilar entre corridas, verificacdo da presencga de bolhas, periodo

de renovacdo do eletrolito de corrida nos reservatdrios € no capilar e a composi¢ao do préprio
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eletrélito de corrida devem ser ajustados. Devem ainda ser monitorados a estabilidade da
corrente de separagdo no capilar, bem como a continuidade da linha base e o ruido.

Dentre os parametros citados, a principal fonte de incerteza nos resultados estd na
preparagdo do capilar. O corte do capilar deve produzir uma superficie lisa, de modo que a
base e as paredes estejam geometricamente perpendiculares. Este fato passou despercebido
em boa parte das medidas iniciais realizadas, tendo-se verificado mais recentemente a
importancia deste parametro. Algumas destas medidas, cujas condi¢des estdo especificadas na
Tabela III sdo mostradas na Figura 28. Nos eletroferogramas obtidos com o eletrélito 50 % de
NaOH 0,05 mol L", 30 % de DMF e 20 % de butanol sem o preparo adequado da
extremidade do capilar observa-se a formacao de um degrau. Quando a extremidade do
capilar € lixada apds o corte, apesar da falta de instrumentagido adequada para obter um corte
mais regular, a influéncia deste fator é visivelmente atenuada, embora ainda influa nos

resultados.

Tabela III. Condi¢des das medidas realizadas em capilar de 50/150 um, diadmetros interno e
externo, separacdo em 10 kV, 0,8 LA com detec¢do catddica e injecdo de amostra em 18 cm
por 30 s (exceto para a medida “a”). Eletrdlito de corrida: 50 % NaOH 0,05 mol L'l, 30 %
DMF e 20 % butanol.

. Ac. oléico  Ac. palmitico
Medidas . . . . Observagoes
10" mol L™ 10" mol L

Eletrdlito de corrida em 16 cm por 10 s; tensdo de separagdo

a 0 0
15 kV e 15 pA; capilar ndo lixado
b 1,69 1,54 Capilar ndo lixado
C 8,45 3,60 Capilar nfo lixado
Teste de limpeza do capilar com HCI 0,1 mol L™ apés NaOH
d 8,45 7,70 1
0,1 mol L™'; capilar nao lixado
e 8,45 7,70 Lixamento da extremidade anddica do capilar (injecdo)
Afastamento de 1 cm entre extremidades capilar/eletrodo de
f 8,45 7,70

separacgdo; capilar lixado

Os eletroferogramas apresentados na Figura 29a, cujas especificagdes estdo na Tabela
IV, mostram que o pico correspondente ao acido oléico dissolvido no eletrélito de corrida é
visualizado em 41 minutos a partir de 1,7)(10'4 mol L'l, aproximadamente. Neste caso, a linha

base nao evidencia nenhum sinal decorrente de irregularidade na superficie da extremidade do
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capilar. Apds certo tempo de uso, observa-se novamente a formagdo do degrau, como
mostrado na Figura 29b para o eletroferograma 7. Uma vez lixado novamente o capilar,
evidencia-se novamente um melhor perfil da linha base (eletroferograma 8).

A Figura 29b mostra os eletroferogramas de amostras de 4cido palmitico dissolvido no
eletrélito de corrida, em diversas concentragdes. Observa-se um pico bem definido a partir de

uma concentragao aproximada de 1,5)(10"4 mol L'l, em torno de 50 minutos.

Tabela IV. Condigdes das medidas realizadas em capilar 50/150 wm didmetros
interno/externo, separacdo em 12 kV, 12 pA com deteccio catédica e injecao de amostra em

18 cm por 30 s. Eletrélito de corrida: 50 % NaOH 0,05 mol L'l, 30 % DMF e 20 % butanol.

Ac. oléico Ac.palmitico

Medida 10*mol L' 10 mol L
1" 0 0
2 0,56 0
3 1,69 0
4 3,90 0
5 8,45 0
6 3,90 3,60
7 0 0,51
8 0 0,51
9 0 1,54
10 0 3,60
11 0 7,70
12 1,69 1,54

E3
Somente eletrdlito de corrida

O aumento gradativo do sinal da linha base pode estar relacionado com o tempo
necessdrio para o eletrélito de corrida atingir um equilibrio térmico com as paredes do capilar
sob efeito do campo elétrico aplicado e para a estabilizagdo da temperatura do préprio
equipamento. Ainda assim, hd um aumento da temperatura dentro do capilar por efeito Joule.
Quando amostras contendo ambos os padrdes foram injetadas ndo ocorreu a separacdo dos
acidos graxos como mostram as Figuras 29a e 29b. Este fato pode estar relacionado com a
formacdo de aglomerados de moléculas dos dois dcidos graxos, inviabilizando a separagdao

nestas condi¢des experimentais.
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Sinal de resposta do detector

Tempo (minutos)

Figura 28. Eletroferogramas de medidas realizadas nas condicdes especificadas na Tabela III

(aaof).
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Figura 29. Eletroferogramas de medidas cujas especificacdes encontram-se na Tabela IV (1 ao

12).

Os eletroferogramas nas condi¢des de 1 a 5, bem como de 7 a 11 na Tabela IV,
indicam um pequeno aumento no tempo de migracdo dos picos correspondentes aos dcidos
oléico e palmitico com o aumento da concentragdo, o que pode ser atribuido ao aumento da
viscosidade do plug da amostra.

O tempo de migragcdo para ambos os dcidos difere em 5 minutos, aproximadamente,

sendo mais longo para o 4cido palmitico. Pelo comprimento da cadeia carbonica de ambos
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(C16 para o palmitico e C18 para oléico) seria de esperar um maior tempo de migracio para o
acido oléico. Este eletrdlito de corrida contém DMF e butanol os quais, em meio alcalino,
comportam-se como bases de Lewis. Portanto, sob acdo de um campo elétrico, € de esperar
que a migracao destas duas bases aconteca no sentido anddico, ou seja, no sentido oposto ao
do FEO. Sendo este maior no sentido do catodo, as duas bases de Lewis sdo arrastadas
levando consigo moléculas solvatadas de dcido graxo. Quando moléculas maiores, como o
acido oléico, sdo solvatadas pelas bases de Lewis, o arraste pelo FEO é mais efetivo
diminuindo assim o tempo de migracdo frente as espécies de cadeia menor como o 4cido
palmitico.

Os 4cidos graxos apresentam propriedades tensoativas com tendéncia a formacdo de
aglomerados de moléculas de 4cidos graxos em meio aquoso ou misturas que apresentam
propriedades semelhantes a este meio. A separagdo das moléculas aglomeradas torna-se
praticamente impossivel pelo fato das micelas serem formadas por diferentes moléculas de
acidos graxos, o que pode influenciar em maior grau numa separagdo por MEKC ou MEEKC.

Neste caso, os resultados evidenciam a viabilidade de deteccdo de 4cidos graxos,

porém o tempo de andlise € longo.

I11.3.3 Eletroforese Capilar em Meio Nao Aquoso

Para diminuir o tempo de andlise testou-se um meio ndo aquoso como eletrélito de
corrida constituido de KOH 4x10” mol L' em metanol/propanol na proporcdo de 1:6,
respectivamente, contendo 10 % de etilenoglicol. A adicao de etilenoglicol tem por objetivo
uma maior estabilizacdo da mistura (na auséncia de etilenoglicol o meio, mantido em
temperatura ambiente, mostrou-se instdvel apds trés horas). O meio alcodlico inverte o
sentido do fluxo eletrosmético formado dentro do capilar e a base aumenta a condutividade do
meio. As condicdes de separacao utilizadas foram otimizadas e os melhores resultados obtidos
para a tensdo de separagdo de -25 kV, 40 cm de comprimento do capilar e 30 s de tempo de
injecdo da amostra a uma altura de 10 mm. Na deteccdo, o sinal de emissdo de frequéncia foi
de 550 kHz numa amplitude de 8 V. Entre as corridas, o capilar foi lavado com solu¢do
etandlica de 4% em KOH e 10 % em agua.

A curva de calibracdo foi preparada com a adi¢do do padrao 4cido oléico nas
concentracdes de 0; 5,3; 10,7; 16,0 e 21,3)(10'4 mol L' em misturas do eletrélito de corrida e

50 g L' de amostra de 6leo de soja. Inicialmente, os valores da curva de calibragdo ndo
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apresentaram linearidade sendo este comportamento atribuido a interacdo da matriz da
amostra com o padrido adicionado. Com o aumento da concentracdo de dcido oléico nas
solucdes padrao alguns parametros fisico-quimicos como viscosidade e permissividade
relativa podem estar sendo significativamente modificados. Além disso, a interagdo
amostra/dcido oléico pode apresentar comportamento ndo linear com relagdo a variacdo da
composi¢ao em acido oléico. Frente a isto, empregou-se acido salicilico na concentra¢do de
1,33)(10'3 mol L' como padrdo interno.

Na Figura 30 estd representado um eletroferograma de uma solu¢do com 5,3x10™
mol.L! em 4cido oléico e 1,33)(10'3 mol L' em 4cido salicilico no eletrdlito de corrida
contendo 50 g L de amostra de 6leo de soja. O eletrélito de corrida é constituido de KOH
4x107 mol.L"' em metanol/propanol na proporcdo de 1:6, respectivamente ¢ 10 % em
etilenoglicol. Observa-se uma boa separagdo dos picos referente ao acido salicilico e do 4cido
oléico em tempos de migracdo de 13 e 16 minutos, respectivamente. O tempo de anélise
mostrou-se relativamente curto comparando-se ao sistema hidroorganico apresentado no item
III.3.2. O pico de maior intensidade (19 minutos) pode estar relacionado aos demais

compostos que permanecem no plug da amostra. As medidas foram realizadas em triplicata.
0.2 -
0.0~
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Acido salicilico
0.4 -
Acido oléico
-06 -

-0.8

Sinal de resposta do detector (V)
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Figura 30. Eletroferograma de uma solugdo de 5,3x10™ mol L™ em 4cido oléico no eletrlito
de corrida contendo 50 g L' de amostra de 6leo de soja e 13,3x10* mol L™ em 4cido
salicilico como padrio interno. Eletrélito de corrida: KOH 4x10? mol L' em

metanol/propanol na propor¢ao de 1:6, respectivamente, contendo 10 % de etilenoglicol.
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Na Figura 31 observa-se o comportamento ndo linear da resposta do detector obtida
para as solucdes padrdes nas concentragdes de 4cido oléico acima descritas (Sp) e para as

mesmas solugdes contendo 13,3)(10'4 mol L' de padrao interno (Sy).
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0.44 - —&— Padrao interno S| gﬁ
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Figura 31. Resposta do detector para o padrdo de dcido oléico adicionado e padrdo interno. A

composi¢do € varidvel para 4cido oléico e fixa para o padrdo interno (13,3x10* mol L™).

Nos dois experimentos observa-se um comportamento semelhante entre os valores dos
sinais obtidos com adicdo de 4cido salicilico (Sy), presente em todas as solu¢des padrdo na
mesma concentragdo. Neste caso, a linearidade do sinal de resposta com a concentracao de
acido oléico pode ser obtida subtraindo a altura do pico do padrdao do 4cido graxo daquela do
pico do padrdo interno, para cada uma das concentracdes do padrao adicionado. Observa-se
na Figura 31 que a diferenca entre os pontos Sp e Sy da ultima medida é de valor semelhante
da diferenca dos valores da pentltima medida, isto acarreta num declinio da linearidade na
curva de calibracdo. Por este motivo a diferenca dos valores Sp e Sy para a tltima medida ndao

foi considerada na curva de calibracdo. O resultado ¢ mostrado na Figura 32.

57



0.16

m  Diferencaentre S e S,
— Regresséo linear

0.14 -

0.12 —
0.10 —
w 0.08—-
o.oe—-
0.04-

0.02

o0l

Concentracdo em &cido oleico (10 mol L)

Figura 32. Sinal de resposta obtido a partir da diferenca entre os valores da altura dos picos

para cada padrdo de acido oléico adicionado e do padrdo interno.

A regressdo linear Y = AX + B apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,99565. O
calculo da concentragdo de acido oléico, mediante extrapolacdo, resultou no valor de 0,14
gramas de dcido oléico em 100 gramas de 6leo de soja. Este valor estd dentro da faixa de
concentracdo de acido oléico especificada pela norma da ANVISA® (que € de 0,3 gramas de
acido oléico por 100 gramas de 6leo de soja ou 0,003 mg por g de 6leo. No entanto, para a
validacdo do método mostra-se necessdria sua comparacdo com valores obtidos por um

método de confronto.

I11.3.4 Determinac¢ao do Nimero de Acidez do Oleo de Soja

Para o 6leo de soja, a acidez estd delimitada pelo tipo de processamento, isto é, dleo
refinado, semi-refinado, degomado e bruto, cuja acidez, expressa em gramas de dacido
oléico/100g de 6leo, é de 0,3; 0,5; 1,0 e 2,0 respectivamente.®’

O numero de acidez do 6leo de soja testado foi determinado pelo método proposto por
Kuselman et al.*® Este método requer o preparo de um reagente especial para extragdo da

por¢do 4cida. O reagente promove a reacdo dcido-base entre a totalidade dos dcidos (XHAn)
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contidos na amostra de 6leo e a base fraca (anion do acido do benzoato, Ben’) de acordo com

areacdo:

YHAn + mBen —= YAn + mHBen

O ndmero de acidez do 6leo de soja foi de 0,04 mg de KOH por grama de 6leo de soja.
Este valor € proveniente da dissociacao dos 4cidos graxos totais do 6leo de soja na mistura de
0,05 mol L de benzoato de sédio em dgua/propanol enquanto o valor obtido por eletroforese
capilar é decorrente da determinagdo do teor de dcido oléico na amostra de 6leo de soja. Estes
dois valores ndao podem ser comparados, uma vez que provém de diferentes procedimentos de

analiticos.
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CONCLUSOES

O dominio de microemulsdes para diversas composicdoes do sistema pentanol,
dodecilsulfato de sédio e 4gua foi determinado através do diagrama de fases. Para algumas
composi¢cOes selecionadas no interior deste dominio, observou-se uma tendéncia de correlagdo
no comportamento entre a variagdo do raio das goticulas e da condutividade elétrica com o
teor de dgua. Para estas microemulsdes, a andlise dos resultados a luz dos modelos tedricos
disponiveis parece indicar que, além da carga flutuante das goticulas, a condutividade elétrica
das microemulsdes estaria relacionada com a permissividade relativa e a viscosidade no

interior das goticulas.

No estudo por voltametria linear, as MEs contendo acima de 50 % de 4gua
apresentaram oscilagdes na corrente anddica, provavelmente devido a formacdo de um filme
resultante da adsor¢do do anion dodecilsulfato sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Para
teores de até 40 % em &4gua, a reagdo de oxidacdo desta € dificultada pela necessidade de

rompimento da camada de surfactante/co-surfactante que envolve a goticula.

Com relagdo a variacao do teor de dgua, os valores do coeficiente de difusdao (D¢ € D)
das goticulas das MEs A/O calculados, respectivamente, a partir de medidas voltamétricas e
de DLS, apresentam um comportamento semelhante. No entanto, o raio e a carga flutuante
média das goticulas determinados por voltametria linear sdo maiores do que aqueles
determinados por DLS, evidenciando que as diferentes medidas fornecem informagdes
particulares sobre a estrutura das goticulas das MEs. Além disso, a voltametria, técnica rapida
e de baixo custo em comparacio ao SAXS e DLS, permite estender o estudo destes

parametros a um maior numero de sistemas solventes.
O aumento observado na inclinac@o da func¢do permissividade do meio versus teor de
dgua, indica a possibilidade de determinacdo de 4gua em meios hidroorganicos por medidas

de espectroscopia de impedancia eletroquimica.

O sistema de composicao 8,0 % H,0, 14,2 % SDS, 20,0 % 6leo de soja e 57,8 % de

diferentes cosurfactantes, evidenciou a complexidade das propriedades destas MEs,
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influenciadas, além da natureza do surfactante e do co-surfactante, pelo raio da goticula,
permissividade elétrica, viscosidade e grau de ionizacdo do surfactante no meio
hidrodinamico. Verificou-se que a natureza do co-surfactante desempenha papel fundamental
nas propriedades das MEs, em especial a condutividade e tamanho das goticulas. A ordem de
grandeza destes parametros permite a caracterizac¢do e andlise por técnicas eletroanaliticas, e

indica a viabilidade da quantificacao de 4cidos graxos livres por eletroforese capilar.

Nas condi¢des experimentais deste estudo, a separacao dos padrdes de dcidos oléico e
palmitico de uma mistura de ambos ndo foi observada para o eletrdlito de corrida contendo
octano, 1-butanol e SDS em tetraborato de so6dio. A auséncia dos picos dos padrdes na
mistura pode ser atribuida a fatores como, por exemplo, a semelhanca entre as cargas das
goticulas das MEs da amostra e do eletrdlito de corrida, Por outro lado, os 4cidos graxos
podem permanecer no plug da amostra misturados as micelas, ou ainda, a sensibilidade do

detector pode ser insuficiente para estes analitos.

A mistura contendo 50 % de NaOH 0,05 mol L'l, 30 % DMF e 20 % butanol, utilizada
como eletrdlito de corrida, mostrou-se adequada na identificagdo dos picos correspondentes
aos acidos oléico e palmitico, em corridas isoladas, a partir das concentragdes 1,7x10’4m01 L!
em 41 minutos, € 1,5)(10'4 mol L'l, porém, o longo tempo de andlise (50 minutos,

aproximadamente) ndo € favoravel.

A mistura que melhor atendeu aos requisitos necessarios para o uso como eletrélito de
corrida na determinacao da concentracdo do dcido oléico, no 6leo de soja, foi aquela contendo
4x10 mol L de KOH em metanol/propanol na propor¢do de 1:6, respectivamente, e 10 %
em etilenoglicol, com um tempo de andlise relativamente pequeno, frente ao sistema
hidroorganico. A curva analitica para a determinacdo de 4acido oléico, construida pelo método
de adicdo de padrao, apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,99565 empregando 4cido

salicilico como padrao interno.
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The influence of the co-surfactant on physicochemical properties of w/o soybean oil microemulsions
(MEs) has been studied. In spite of the similarity in phase diagrams, the MEs display remarkable differ-
ences when examined by electrical conductivity, dynamic light scattering {DLS), small angle X-ray scat-
tering {SAXS] and linear voltammetry. When different short-chain alcohols were employed as co-
surfactants, together with sodium dodecyl sulfate (SDS) as surfactant, the DLS results indicated the sys-
temns to be monodisperse. Both the electrical conductivity of the MEs and the hydrodynamic radii of the
droplets { Ry} increased with water content while Ry diminished as temperature increased, no aggregation
or percolation of the droplets being observed. In comparison to w/o MEs prepared with 3-methyl-1-buta-
nol, those prepared with 1-pentanol presented higher electrical conductivity and larger limiting currents
at a Pt ultramicroelectrode for oxidation of the water occluded into the particles. Finally, from the elec-
trochemical viewpoint the use of 1-pentanol is recommended, no advantage being gained by using any of
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Electrical conductivity the other tested alcohols.
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1. Introduction

Along the last decades, several new analytical methodologies
based on the properties of water-oil interfaces have been devel-
oped. These include slow extrusion of water into a non-aqueous
phase (and vice-versa) through a capillary [1], the determination
of antioxidants in vegetable oils by using micrometric electrodes
[2,3] and using microemulsions (MEs] as solvent, reaction, separa-
tion and detection media [4-6]. On the other hand, a wide variety
of technological, pharmaceutical and biological applications of
these systems has been reported [7].

Microemulsions, usually containing water, oil and a surfactant
[8-10], are optically transparent, isotropic and thermodynamically
stable microheterogeneous dispersions of low viscosity. In order to
stabilize the ME and to facilitate dispersion of the surfactant mol-
ecules along the interfaces between the continuum and dispersed
pseudo-phases, a co-surfactant (usually a short-chain alcohol) is
also added [11-13). The transparency of a ME is a consequence
of the small cross-sectional sizes of the dispersed droplets {be-
tween 5 and 100 nm), their polydispersity increasing with the
magnitude of the droplets [14].

Although a wide variety of hydrophobic solvents has been em-
ployed as continuous phases in w/o MEs, the possibility of using

* Corresponding author. Fax: +55 5133087304,
E-mail addresses: claraism@ig.ulrgs.br, sidcar@ufpeledubr (CLD. Bica).

0021-9797(% - see front matter @ 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j jeis.2000.04.091

vegetable oils as the oil phase has been scarcely investigated. In
this case, potential applications are the electroanalytical character-
ization of edible oils [15-18], the determination of lipophilic oil
components [19], the protection of hydrophilic food additives in
hydrophobic matrices [14,20-22], and quality control of biomass
derived materials including Diesel fuels [23-25]. On the other
hand, the use of vegetable oils as hydrophobic component in MEs
is in accordance with the principles of green chemistry as far as
they are obtained from renewable sources and are environmentally
friendly [26].

Advantages of MEs are their chemical and physical stability,
higher electrical conductivities than those showed by most organic
solvents, and higher solving power, with the additional capability
of simultaneously maintaining hydrophobic and hydrophilic sub-
stances in solution [9,15,20]. However, the properties and potential
applications of MEs are decisively influenced by the nature of the
co-surfactant so that, either from the academic and practical view-
points, systematic experiments will give useful information on the
role of co-surfactants concerning the chemical and physicochemi-
cal behavior of these systems [7].

The procedure to prepare water-in-oil {w/o) MEs using soybean
oil, sodium doedecyl sulfare (SDS) as surfactant and 1-pentanol or 3-
methyl-1-butanol as co-surfactant, has been described in a previ-
ous work [27]. Visually transparent and thermodynamically stable
MEs were observed between 10 and 70 °C through dynamic light
scattering (DLS) measurements which evidenced the nanometric
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size of the dispersed water droplets. On the other hand, due to the
enhanced electrical conductivity provided by the presence of
water, electrochemical measurements have been conveniently per-
formed in these media [27]. Moreover, analyses costs and toxicity
are lower for wjo MEs in comparison to vegetable oil dilution with
hydrocarbons [15,28-30]. At room temperature, the droplets
formed in a ME containing 6% water {w/w] and 3-methyl-1-buta-
nol instead of 1-pentanol as co-surfactant presented smaller
hydrodynamic radii. [27]. This result evidenced a steric effect in
the water droplet/oil interface, leading us to examine further the
co-surfactant nature, including the length and shape {linear or
branched) of the hydrocarbon chain particularly its role on the
structure and on the characteristic physicochemical parameters
of these media. Furthermore, aiming the application of MEs to
quick electroanalytical characterization of vegetable oils, electrical
conductivity has been especially investigated.

2. Materials and methods
2.1. Reagents, samples and solutions

Refined and deodorized soybean oil stored in metallic contain-
ers was obtained in the local market. To prepare the MEs, 99% so-
dium dodecyl sulfate (SDS) from Merck (Darmstadt, Germany),
distilled milli-Q water, and either an analytical grade short-chain
alcohol or a glycol were used. The following alcohols and glycols
were tested: ethanol, 1-butanol (Synth, 530 Paulo, Brazil), 2-propa-
nol {Muclear, Sio Paulo), 1-pentanol, 1-hepranol, 1-octanol, 1-dec-
anol, 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-butanol, cyclohexanaol, 3-
ethyl-1-heptanol, ethanediol (99-995% Merck), 2-pentanol
(99.5%, Acros Organics, Morris Plains, N, USA), 1-hexanol {96%,
Riedel, Buchs, Switzerland) and diethylene glycol {Reagen, Rio de
Janeiro, Brazil).

2.2, Instrumentation

DLS measurements were performed with a spectrogoniometer
(Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, USA) provided with a
264-channel BI-9000 AT digital correlator covering seven decades
in delay time (Brookhaven), and a model 170 He-Ne laser from
Spectra-Physics (Irvine, CA, USA) with 632.8 nm wavelength. SAXS
measurements were carried out at the Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas, Brazil}, by using the D11A-5AX51 line
of a synchrotron source. The voltammograms were obtained with
an EG&RG PAR Model 264A potentiostat (Princeton Applied Re-
search, Wellesley, MA, USA]. A conductimeter {microCM-2200, Cri-
son, Barcelona, Spain), and a Brookfield LVDV-II+ viscosimeter
(Middleboro, MA, USA) were also used.

2.3. Procedures

To prepare the w/o MEs, soybean oil was added to a mixture of
water, 5D5 and alcohol under continuous magnetic stirring. The
SDS/alcohol ratic was 1:4 (w/w) in all cases, the visual transpar-
ency of the system indicating ME formation. To construct pseu-
do-ternary phase diagrams, the mixtures were weighed after
each addition, most experiments being performed with MEs con-
taining either 40% or 20% soybean oil.

Before DLS measurements, and to minimize the interference of
suspended dust particles, the solutions were centrifuged during
30 min at 4000 rpm. The hydrodynamic radii of the droplets were
calculated through fitting to one-exponential time correlation
functions (Microcal Origin 6.0, Microcal Software, Northampton,
UK), and inverse Laplace transformation using CONTIN [31] and
REPES programs [32,33]. The latter one has been employed in order

to obtain the size distribution of the ME droplets. SAXS measure-
ments were carried out at 1.608 A wavelength with a source to
detector distance of 732.5 mm. Finally, linear scan voltammetry
for oxidation of Ha0 contained into the ME droplets was carried
out at a 10 um radius Pt disk working ultramicroelectrode {ume)
using Pt quasi-reference and auxiliary electrodes, under Ny stream,
at room temperarure and with a scan rate of 1 mvs ',

3. Results and discussion
3.1. Phase diagrams

Water/soybean oil{SDS/co-surfactant pseudo-ternary phase dia-
grams, with a constant 1:4 SDS/co-surfactant ratio {w/w) were ob-
tained using either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol {(Fig. 1). The
small area separating the ME (inside) and two-phase (outside) do-
mains is delimited. The present study examined the behavior of
low water content and high oil amount MEs compaosition in order

Water

Fig. 1. Pseudo-ternary phase diagrams obtained for water(soybean oilf {1:4 SDSjco-
surfactant) ratio (wiw) at 25 “C. with (A) 1-pentanol and (B} 3-methyl-1-butanol.
The small delimited area separates the apparently single-phase of the ME (inside)
and two-phase (outside] domains. The compositions of MEs studied in this work are
indicated by the x points on the diagrams.
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to guarantee increased sensitivity in electroanalytical characteriza-
tion and chemical analysis of vegetable oils.

Although the phase diagrams for both alcohols are similar, the
particle dynamics and electrochemical behaviors of the MEs have
shown remarkable differences.

3.2. Characterization of MEs containing 40% soybean oil

The charge fluctuation model [34-36] accounts for the electrical
conductivity of electroneutral diluted wjo MEs. According to this
model, charged aqueous droplets would result from a spontaneous
fluctuation in the number of counter ions exchanged with the ionic
heads of the surfactant at the wo interface. Therefore, assuming
that the ME behaves as a solvent mediuim, its electrical conductiv-
ity, &, would result from the migration of charged non-interacting
droplets. The x values would then depend directly on the water
droplets volume fraction, temperature and relative electrical per-
mittivity of the medium and inversely on viscosity and droplets
size [34].

In arder to verify if the systems showed any percolation thresh-
old and to assure adequate conditions to carry out electrochermical
experiments, electrical conductivity (1) measurements have been
performed. Plots of the electrical conductivity natural logarithm
{Ilnx) versus the reciprocal temperature (see Eq. (1)) were obtained
for six wio MEs prepared with ca. 40% soybean oil and 40 % co-sur-
factant [w)w), either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol (1:4 SDS/
co-surfactant ratio). According to the Arrhenius law, it can be
written:

: E;

Ink=1InA 7T (1)
where A is a constant and E;, the activation energy [37]. As shown in
Fig. 2, and in accordance to Eq. (1), the electrical conductivity of the
MEs increased both with temperature and water content. Moreover
the calculated slopes of the curves { - 888 + 54) were the same. This
behavior evidenced that, for all water contents investigated in MEs
containing either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol, the same acti-
vation energy is required for migration of charged species to occur.
On the other hand, as discussed below, significantly lower conduc-
tivity values were observed for MEs prepared with 3-methyl-1-
butanol than for those prepared using 1-pentanol. Finally, no abrupt
conductivity variation has been detected along more than two or-
ders of magnitude thus indicating the absence of any percolation
threshold [38-40].

DLS experiments were carried out in wjo MEs containing 40%
soybean oil at different temperatures. All time correlation func-
tions were well fitted by a single exponential, the resulting size
distributions showing a single narrow peak. The same Ry, values
were obtained by applying CONTIN, REPES and single-exponential
fitting.

Plots of the relaxation rate versus square-scattering vector {data
not given) showed straight lines with zero intercepts evidencing a
pure translational mode of the droplets. On the other hand the
relaxation time distribution shifted to higher frequencies with
increasing temperature, thus meaning that the droplets Ry has
diminished |41]. Since percolation is usually ascribed to the forma-
tion of droplet aggregates [38], this behavior evidenced further the
lack of a percolation threshold.

Fig. 3 shows the hydrodynamic radius (Ry) caleulated from the
Stokes-Einstein relationship, for 7.5% H20 and ca. 40% soybean oil
MEs containing either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol. As it can
be observed, the Ry values were practically independent of the
scattering angle. Actually, considering the small radii of the drop-
lets (less than 9 nm), this was the expected behavior. On the other
hand, at 40 and 60°C the droplets size, as estimated by the Ry val-
ues, was practically the same either using 1-pentanol or 3-methyl-
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Fig. 2. Arrhenius plots of electrical conductivity natural logarithm (In s, in pS em=—!)
versus the absolute temperature reciprocal {in K-') for six water/soybean oil [SDS/
co-surfactant compositions in percentages (wiw), as follows: above [A) using 1-
pentanal: {a} 7.5/39.7/107/42.1; (b} G.O/M40.0/10.8/43.2: (c] 5.0/40.5/10.9/436.
Below {B) uwsing 3-methyl-1-butanol: {a} 7.5/39.7/10.7/42.1; (k) 6.0/40.0/10.8/
432 (c} 5.5/40.3/10.8)43.3.

1-butanol. On the contrary, at room temperature, the Ry of the
droplets for the ME prepared with 3-methyl-1-butanol was much
lower than the one observed using 1-pentanol (see Table 1). As it
is further discussed below, this difference should be attributed to
the shorter length and wider shape of 3-methyl-1-butanol hydro-
carbon chain when compared to 1-pentanol. Owing to these steric
differences between both co-surfactants, a more efficient stabiliza-
tion of the curved hydrophobic-hydrophilic interfacial region is
achieved using 3-methyl-1-butanol. Nevertheless, as a conse-
quence of the higher disorder produced by thermal motion, this
difference probably vanished at higher temperatures.

Fig. 4 (left) shows the droplet size distributions obtained by RE-
PES for MEs prepared with, respectively, 1-pentanol and 7.5%
water or 3-methyl-1-butanol and different water contents, at
25 *C while Fig. 4 (right) displays the results obtained with the lat-
ter ME compositions at different temperatures. As it can be ob-
served, the droplet size distributions are rather narrow. The
small faster modes appearing in Fig. 4 are artifacts since the related
droplet sizes correspond to By around 0.6 nm, a value which is un-
der the uncertainty limit of the DLS technigue. The results of sim-
ilar experiments carried out for a 907 scattering angle, at 25, 40 and
60 °C, in MEs containing either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol,
as well as 5.5%, 6.0% or 7.5% H-0, are summarized in Table 1.

It can be concluded that, atr a given temperature, an increase in
water content shifts the droplet size distribution towards higher
hydrodynamic radii while for a given water content the hydrody-
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Table 1
Average hydrodynamic radin (Ry) at different temperatures and water contents lor w/o MEs prepared with soyvbean oil, water, SDS and either 1-pentancl or 3-methyl-1-butanal.
Alcohol Water/soybean oil{SD5/alcohol {%) Ry s (nm)

T=25"C T=40"C T=6G0"C
1-Pentanal 5.0/40.5/10.9/43.6 24+02 1.8+02 1.3+01
1-Pentanol G.0/40.0/10.8/43.2 4.3+02 2T7+02 1.9+02
1-Pentanol 75/39.7/0.7/42.1 29.1+03 38+02 24 +01
3-Methyl-1-butanol 5.5/403/10.8/43.3 27403 22+02 16+02
3-Methyl-1-butanol G.0/40.0/10.8/43.2 3.2+01 22402 1.7 £02
3-Methyl-1-butanal 7.5/39.7/10.7/42.1 G.2+08 3T+02 23+01

4 Standard deviations, s, calculated from three DLS measurements replicates.
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Fig. 4. Mormalized distributions of the droplet size for w/o ME measured at 90¢ scattering angle. Left: ME prepared with 3-methyl-1-butanol, the H;O content of which is
indicated in the inset, at 40 °C. Right: ME prepared with 1-pentanol and 7.5% water at the temperatures indicated in the inset.

namic radii decrease with increasing temperature. This behavior is
possibly due, simultaneously, to the net charge and faster motion
of the droplets, together with a higher probability of collisions.
Moreover, at 25°C, MEs prepared with 3-methyl-1-butanol
containing 6.0% and 7.5% water presented smaller Ry values than
those found for MEs prepared with 1-pentanol with the same
water content. As deduced from the relative permittivity (see data
below), the difference in polarity between both alcohols is negligi-
ble, so that the difference between their Ry values should be as-
cribed to a steric effect in the barrier between the continuous

and dispersed pseudo-phases. In relation to 1-pentanol, 3-
methyl-1-butanol is probably better suited to stabilize the curved
surfaces of the aqueous droplets due to the shorter and wider
shape of its branched hydrocarbon chain. Besides, the vanishing
of this effect at higher temperatures was probably the result of
the droplets thermal motion with a subsequent higher disorder
within the barrier region. However, since the experimental values
of Ry at 40 and G0 *C were of the same magnitude order as the DLS
uncertainty limit {see Table 1), steric effects with increasing tem-
perature have not been unambiguously evidenced.
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3.3. Electrochemical behavior of MEs containing 40% soybean oil

Anodic voltammograms of MEs prepared with ca. 40% soybean
il and different water percentages are shown in Fig. 5. For higher
water contents it has been observed that oxidation of the water
contained into the ME droplets takes place at less positive half-
wave potentials (£} and that the limiting current (i) increases
proportionally to the water content. Besides, higher limiting cur-
rent and lower ohmic drop values have been evidenced for the
MEs prepared with 1-pentancl, as compared to those obtained
when using 3-methyl-1-butanol, in accordance with the electrical
conductivity results (see Fig. 2).

The profiles of the voltamimetric curves in Fig. 5 (below) evi-
denced a slower charge transfer reaction kinetics for the MEs pre-
pared with 3-methyl-1-butanol, which agrees with the lower
electrical conductivity obtained for MEs containing this alcohol
[see Fig. 2}

The electrochemical diffusion coefficient of the water droplets
has been calculated from the limiting current expression for small
sized electrodes (ultramicroelectrodes) [42]:

Iy = 4nFrDC (2)

where n is the redox system number of electrons, F the Faraday con-
stant, r the radius of the Pt disk (1 wm}, C the molar concentration of
the electroactive species {water in the droplets) and D the electro-
chemical diffusion coefficient of the droplets.

The D values magnitude order for water droplets calculared
from Eq. (2) was 1072 m?s ! and decreased slightly with the
increasing water content in the MEs, in accordance with the
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Fig. 5. Voltammograms of wie MEs prepared with (A) | -pentanol (above)and [B) 3-
methyl-1-butanol (below) as co-surfactants for water/soybean oil 505 /alcohol ME
compositions in percentages (wiw) containing, respectively, 1-pentanol, above (a)
5.0/40.5/10.9/43.5; (b) 6.0/40.0/10.8/43.2: (¢} 7.5/39.7/10.7/42.1 and 3-methyl-1-
butanol, below () 5.5/40.3/10.8/43.3; (b) 6.0/40.0/10.8/43.2; (¢} 7.5/39.7/10.7/42.1.
Working Pt ume with 1 pm radius versus Pt quasi-reference electrode. Scanning

rate 1 mvs

increased droplets size with the water content (see Table 1 and
Fig. 3). However, for all MEs in the present study, the values of
the diffusion coefficient calculated from electrochemical data were
lower than those obtained by DLS (see Table 2).

As previously stated [27], this apparent discrepancy evidenced
that water oxidation in the MEs requires the transport of the H,0
molecules from inside the droplets to the electrode surface for
the charge transfer reaction to occur. Moreover, this process is
probably concomitantly hindered by the barrier around the drop-
lets and by an unfavorable migration process resulting from the
positively charged water droplets, according to the charge fluctua-
tion model [34-36].

AL room temperature, the droplets seein to move faster in MEs
prepared with 3-methyl-1-butanol (Ry = 6.2 nm) than in those pre-
pared with 1-pentanol (Ry =91 nm). In fact, the former system
showed higher translational diffusion coefficient values as deter-
mined by DLS (D" = 2.9 = 107" m® s-!). On the contrary, the dif-
fusion coefficient calculated from electrochemical measurements,
DE . was higher for MEs prepared with 1-pentanol (see Table 2)
than for those prepared with 3-methyl-1-butanol. Further, for both
co-surfactants, the D2 values were higher than those obtained
from electrochemical measurements, fou thus confirming an
unfavorable migration process towards the anode.

Considering that the distribution of the counter ions inside the
droplets depends on the ionization of the surfactant, which is influ-
enced by the nature and concentration of the co-surfactant [35],
the lower Dicu value for the MEs prepared with 3-methyl-1-buta-
nol may be due to its lower relative permirtivity and to a dimin-
ished number of charged water droplets arriving to the electrode
surface, thus decreasing the water oxidation rate,

Data in Table 2 have shown additionally that the D} /DY ratia
is 1.9 for 1-pentancl, and 4.1 for 3-methyl-1-butanol, which con-
firms the formation of smaller droplets with the latter co-surfac-
tant, at 25°C.

Therefore, the experimental conditions required to develop
electroanalytical determinations in wfo MEs containing up to
40% soybean oil, especially for electroactive water soluble com-
pounds, can be conveniently established by the combined use of
electrochemical and DLS measurements. Therefore, information
that would not be evidenced by one of these two techniques only,
can be provided by using them jointly.

3.4 Characterization of MEs containing 20% sovbean oil by electrical
conductivity and SAXS

For some of the wjo ME compositions studied, the magnitude of
the hydrodynamic radii {Ry,) 1s under 3 nm which is below the par-
ticle size magnitude detectable with reliability by DLS. To sur-
mount this difficulty, SAXS measurements have been carried out.
On the other hand, in order to investigate the influence of the alco-
hol structure on the physicochemical properties and electrochem-
ical behavior of these systems, the same measurements have been
performed using different carbon chain length co-surfactants.

Nevertheless, to enable ME formation using as co-surfactant
either 1-pentancl, 2-pentanol, 3-methyl-1-butanol, 1-hexanol, 1-
heptanal, 1-octanol or cyclohexanol, the soybean oil content had

Table 2

Electrochemical, D"'L',., and translational, D™

o = diffusion coefficients at 25 °C, obtained
from electrochemical and DLS measurements for MEs containing 7.5% warer, 39.7%
soybean oil, 10.7% SDS and 42.1% of either 1-pentanaol or 3-methyl-1-butanol.

Co-surfactant DE::D (m?s") Dﬂ.'sl._, (m? s
1-Pentanol 1.1x 10~ Zax0?
3-Methyl-1-butanol 0.7 = 10712 29 x 1012
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Fig. 6. Intensity versus scattering vector (g) for SAXS measurements in w/o MEs
prepared with 8.0% water, 2000% soybean oil, 14.2% SDS and 57 8% co-surfactants, as
indicated m the inset.

to be lowered from 40% to 20%. Even so, MEs formation was not ob-
served when either ethanol, 2-propanol, 2-methyl-1-propanol, 3-
ethyl-1-heptanol, 1-decanol, ethanediol or diethylene glycol were
used as co-surfactants. The relative scattering intensity data for
the MEs have been plotted as a function of the magnitude of the
scattering vector, g = 4 m(sind){i where 2d and £ are the scattering
angle and X-ray wavelength, respectively. As shown in Fig. 6 and
Table 3, the geometric radius of the droplets was obtained by SAXS.
This radius corresponds to the half value of a characteristic corre-
lation dimension d calculated by d = 2n/q” where g is the maxi-
mum value of the SAXS peaks. As it can be seen in Fig. 6, some of
the peaks are broad and show low intensity. This may be due to
a low electron density contrast between the particle and the med-
ium [43], which is expected to change when the alcohol chain
length increases. As seen in Table 3, the solubility in water from
1-pentanol to 1-octanel decreases by increasing the length of the
carbon chain. Considering the higher amount of alcohol in MEs
containing 20% soybean oil, only a fraction of the co-surfactant
should be located in the dispersed phase [droplet shell andjor
core), the major part being presumably in the continuous phase.
Taking into account the MEs prepared with, respectively, 1-octanol
and 1-pentanol, the former alcohol being insoluble in water, it
probably will not be able to penetrate into the water core of the
droplet, a higher electron density contrast being expected than
for 1-pentancl, thus leading to a narrower, higher intensity and
better defined SAXS peak, in comparison to the one for 1-pentanol.

According to data in Table 3, the electrical conductivity of the
MEs decreased when the length of the linear hydrocarbon chain
of the co-surfactant increased from 1-pentanol to 1-octanol. On
the other hand Ry, R and the alcohol viscosity increased, which
may account for the diminished conductivity values, in agreement
with the equation proposed by Eicke [34]. A similar conclusion has

been reported by Lindman and coworkers [44). The co-surfactant
3-methyl-1-butanol did not stand for the rule, which could be
attributed to the major influence of steric effects.

By using 2-pentanol as co-surfactant, the ME conductivity was
around two times lower than the one obtained using 1-pentanol.
Again, this could be due to the lower electrical permittivity of 2-
pentanol, to its higher solubility in water when compared o 1-
pentanol, as well as to the higher geometric radii of the droplets,
which is probably due to a steric effect in the droplet barrier layer,
similar to the one observed for 3-methyl-1-butanol {see above). On
the other hand, MEs prepared with 2-pentanol showed slightly
lower viscosity values than those prepared with 1-pentanol but
the difference is too small to explain the much larger drop in elec-
trical conductivity of the latter.

Reported results for several surfactants [45-47 ], have evidenced
that their ionization degree in the agueous pseudo-phase changes
by adding an alcohol. This may occur with SDS, leading to a smaller
number of charged droplets in the MEs prepared with other alco-
hols as compared to those prepared with 1-pentanol. However, ste-
ric effects may also contribute to the observed conductivity drop.

The conductivity of the MEs prepared with 1-hexanol and cyclo-
hexanol differed remarkably. In spite of the very high viscosity of
cyclohexanol, the conductivity of the ME prepared with this co-
surfactant was rather high {91.0 uS em ') This large value was
probably due to the higher relative permittivity of cyclohexanol,
16.4 [see Table 3) although percolation of the water pseudo-phase
through the continuous pseudo-phase could also increase the ME
conductivity.

Using SAXS, the same R values were found for the MEs prepared
with either 3-methyl-1-butanol or 1-hexanol, whereas electrical
conductivity values were quite different. These results suggest
that, in addition to the droplet radius, the relative electrical per-
mittivity, viscosity and degree of ionization of the surfactant in
the hydro-organic medium contained into the droplets should be
considered to interpret ME conductivities.

For w/o MEs with 20% soybean oil, the electrical conductivity
behavior can be partially explained in light of the equation pro-
posed by Eicke to calculate the charge density of the particles
[34]). The electrical conductivity of MEs has also shown to be
dependent on the co-surfactant solubility in water and, probably,
on the surfactant degree of ionization.

Data in Tables 1 and 3 allow comparing the droplet Ry values in
the MEs prepared with either 1-pentanol or 3-methyl-1-butanol,
for two soybean oil concentrations (40% and 20%). They correspond
also to two different soybean oil to co-surfactant ratios, namely,
1:1 (Table 1, with ca. 40% of each) and 1:3 (Table 3, with 20% soy-
bean oil and 58% alcohol).

It can be observed that, at 25 °C, the Ry values were significantly
higher for the MEs having higher soybean oil and lower co-surfac-
tant concentrations {9.1 nm for 1-pentanol and 6.2 nm for 3-
methyl-1-butanol). Since very low concentrations of water are
present in the continuous pseudo-phase, these higher Ry values
may be due to an increase in the number of water molecules into

Table 3
Parameters at 25 °C for MEs prepared with B.0% water, 20.0% soybean oil, 14.2% SDS and 57.8% alcohol at a 1:4 SDS/co-surfactant ratio [w/w).®
Co-surfactant ME Aleohol

Ry (nm) R [nm) i [pSem') 1 (P} 1 [cP) [48] S, (L") [48] & [49]
1-Pentanol 1.9 1.5 93.8 9.8 162 27 15.1
2-Pentanal 1.2 1.9 53.0 9.1 347 135 13.7
3-Methyl-1-butanol 1.9 1.7 735 10.3 169 25 14.7
1-Hexanol 1.7 17 35.1 11.8 4.58 5.8 13.0
Cyelohexanal 1.0 1.5 a1.0 EL | L L 40 164
1-Heptanol 21 1.7 15.5 16.6 581 1 11.7
1-Octancl 26 18 G4 238 7.29 Mot soluble 10.3

4 Ry hydrodynamic radins: B geometric radius: k, electrical conductivity; i and n,, viscosity; 5., solubility in water; &, relative permittivity.
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the droplets, the stability of which requires, as compared to soy-
bean oil poor MEs, a lower total surfactant plus co-surfactant
percent.

Therefore, concerning the development of electroanalytical pro-
cedures for the chemical characterization of vegetable oils, 1-pent-
anol is more advantageous as co-surfactant than the other short-
chain alcohols investigated due to the superior conductivity im-
parted to the corresponding MEs.

4. Summary

This study has brought elucidating insights into fundamental
water-in-oil microemulsion knowledge. The importance of the
co-surfactant nature on the interface water/oil has been demon-
strated, especially the role of its hydrocarbon chain length and
striscture as the most significant parameters governing the physi-
cochemical properties of these systems.

In spite of their phase diagrams similarity, the w/o MEs pre-
pared with water, soybean oil, 5D5, and either 1-pentancl or 3-
methyl-1-butanol as co-surfactant have shown remarkable differ-
ences when examined by electrical conductivity, DLS and linear
voltammetry measurements. For soybean oil rich MEs, the hydro-
dynamic radius of the water droplets, Ry, diminished with increas-
ing temperatures and increased with the water content together
with the electrical conductivity. Aggregation of the droplets and
subseguent percolation has not been observed for any of the stud-
ied MEs. Since the polarities of 3-methyl-1-butanel and 1-pentanol
are quite the same, the difference in droplets size has been attrib-
uted to steric effects. Thus, the wider shape of the branched hydro-
carbon chain of 3-methyl-1-butanol is probably better suited than
the linear chain of 1-pentanol to stabilize the curved surfaces of the
barrier regions between the continuous and dispersed pseudo-
phases.

Significantly higher Ry; values have been found for MEs pre-
pared with higher soybean oil and lower co-surfactant concentra-
tions. Since a very low water content may be present in the
continuous pseudo-phase, an increase in the number of water mal-
ecules into the droplets is to be expected.

Concerning the development of electroanalytical procedures in
the proposed media applied to the quality control of soybean oil,
the use of 1-pentanol as co-surfactant seems to be more advanta-
geous than 3-methyl-1-butanol, due to the higher conductivity im-
parted to the resulting wjo MEs.

Finally, MEs features that would not be observed by the inde-
pendent use of electrochemical, DLS and SAXS data, were evi-
denced by the joint use of these technigues.
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