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A NEW DEVICE FOR FLOW-BASED LIQUID-LIQUID EXTRACTIONS. A device comprising a lab-made chamber with mechanical
stirring and computer-controlled solenoid valves is proposed for the mechanization of liquid-liquid extractions. The performance was

demonstrated by the extraction of ethanol from biodiesel as a model of the extraction of analytes from organic immiscible samples to

an aqueous medium. The volumes of the sample and extractant were precisely defined by the flow-rates and switching times of the
valves, while the mechanic stirring increased interaction between the phases. Stirring was stopped for phase separation, and a precise
time-control also allowed a successful phase separation (i.e., the absence of the organic phase in the aqueous extract). In the model
system, a linear response between the analytical response and the number of extractions was observed, indicating the potential for analyte
preconcentration in the extract. The efficiency and reproducibility of the extractions were demonstrated by recoveries of ethanol spiked

to biodiesel samples within 96% and 100% with coefficients of variation lower than 3.0%.
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INTRODUCAO

Automatizacdo, miniaturizacdo e simplificacdo de procedimentos
analiticos estdo entre as principais tendéncias da Quimica Analitica
moderna e importantes avancos tém ocorrido em consonancia com
desenvolvimentos cientificos e tecnolégicos.' Sistemas de analises em
fluxo tém se mostrado uma excelente alternativa para atender a essas
tendéncias, com a possibilidade de reduzir o consumo de reagentes,
amostras e geracdo de residuos, atendendo aos requisitos da quimica
limpa.? Além disso, permitem andlises rapidas, caracterizadas por
excelente precisdo e menores riscos de contaminacdo e ao analista,
mesmo quando solventes e reagentes toxicos sdo empregados.!
Apesar deste potencial, as aplicagdes de andlises em fluxo em meio
ndo aquoso ainda sdo limitadas. A manipulacio destas amostras em
linha € dificil quando comparada com a de solu¢des aquosas,’® devido
a fatores como maior viscosidade, dificuldade de limpeza entre as
injecdes das amostras, consumo de solventes (tdxicos e/ou caros)
utilizados como transportadores e necessidade de materiais (tubos
de propulsio e extensdo, confluéncias e injetores) quimicamente re-
sistentes aos solventes. Portanto, geralmente € necessaria a extragao
do analito para a fase aquosa previamente a determinagio.® Alguns
trabalhos jd demonstraram a possibilidade de desenvolver proce-
dimentos analiticos envolvendo sistemas heterogéneos, incluindo
medigdes diretas em fase sélida* e extragdes liquido-liquido (ELL).?
Também foram relatados procedimentos envolvendo o preparo de
amostras em linha.%’

Extracdes liquido-liquido tém sido exploradas em sistemas de
andlises em fluxo visando melhoria de sensibilidade e de seletivida-
de. Usualmente, o processo envolve segmentacdo de fases (aquosa e
organica) para aumentar a transferéncia de massa; as fases sdo entdo
separadas previamente a detec¢do.’ A mecanizagdo do processo visa
especialmente a melhoria de precisao e a redu¢do do consumo de sol-
ventes e amostras, mas a possibilidade de explorar extragdes ndo quan-
titativas em condig¢des de alta reprodutibilidade e o processamento
da amostra em sistemas fechados sdo outras caracteristicas atrativas.

*e-mail: Isgt@ufba.br

Neste trabalho, € proposta a constru¢ao de uma camara para ELL
em linha, aplicada a amostras menos densas que o extrator, visando
a mecanizacio do preparo de amostras imisciveis em dgua, sendo o
desempenho avaliado para a extracio de etanol em biodiesel.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Para a manipulagdo das solucdes no dispositivo para ELL em
fluxo foram empregadas vidlvulas solenoide de trés vias (Valco,
EUA). Bomba peristaltica de oito canais (Gilson, Minipuls 3, Franca)
equipada com tubos de propulsdo de Iso-versinic® (Gilson) foi em-
pregada para propulsdo dos fluidos. Tubos de PTFE (0,8 mm d.i.)
foram utilizados nas linhas de transmissdo. Um microcomputador
Pentium II equipado com saidas RS-232 e paralela foi utilizado para
o controle dos dispositivos (vdlvulas, bomba peristdltica e motor de
corrente continua). Um software desenvolvido em QuickBasic 4.5
permitiu o controle das vazdes e dos tempos de acionamento das
véalvulas e do motor de corrente continua.

Para as medidas dos sinais analiticos foi empregado um espec-
trofotometro Femto 432 (Sdo Paulo, Brasil) equipado com cela de
vidro de 3,5 mL (Hellma) com 10 mm de caminho 6tico.

Descricio da cimara de extracio

A cémara de extragdo (Figura 1) foi construida em vidro boros-
silicato com volume interno de 2,3 mL, distribuido em uma coluna
de 8 cm de altura. A parte inferior da cAmara (C) foi confeccionada
com menor didmetro interno (0,1 cm) em relagdo a parte superior
(0,6 cm) para adaptagdo de tubos de Teflon® para a entrada e saida de
solucdes. As entradas e saida laterais da cimara (A e B) possuiam o
mesmo didmetro da parte inferior. A agitagdo foi promovida por uma
haste de Teflon (H; 6 cm de comprimento) acoplada a um motor de
corrente continua (M; 12 V).
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da camara de extragdo para ELL em
linha. M - motor de corrente continua; H - haste de Teflon®; A - entrada de
amostra; B — retirada da amostra apos extragdo; C — ponto de entrada do
extrator e de retirada do extrato aquoso

Reagentes, solucoes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes
foram preparadas com dgua deionizada (resistividade > 18 MQ) cm).
Solugdo de dicromato de potéssio 0,03 mol L™ foi preparada a partir
da dissolucdo de 0,8820 g do reagente (Synth) em dgua, seguido pela
adic¢do de 22,0 mL de acido sulfirico (Merck), sendo o volume final
ajustado para 100,0 mL com dgua. Solucdes de etanol entre 0,05 e
0,50% (v/v) foram preparadas em biodiesel a partir de etanol anidro
(Merck, 99,9%).

As amostras de biodiesel empregadas nesse trabalho foram sin-
tetizadas pelo préprio grupo de pesquisa empregando 6leo de soja
e etanol em meio alcalino.® O excesso de etanol foi removido por
sucessivas lavagens com dgua.

Diagrama de fluxos e procedimento

O médulo de andlises (diagrama na Figura 2) foi operado de
acordo com a rotina descrita na Tabela 1 para a extracio de etanol
em biodiesel. Aliquotas de 540 uL de amostra e 600 uL de dgua
foram sequencialmente bombeadas para camara de extrag@o através
das valvulas V, e V,, respectivamente (etapas 1 e 2). O extrator foi
introduzido antes da amostra para evitar a contaminag¢do do canal C
(Figura 1) pelo biodiesel. Apds a agitagdo promovida pela haste
de Teflon® (etapa 3), a mistura era mantida em repouso por 120 s
(etapa 4). Em seguida, a fase orgénica residual era aspirada para o
descarte pelo acionamento da védlvula V, (etapa 5). As etapas 2-5 eram
repetidas pelo nimero programado de extragdes e, posteriormente,
o extrato aquoso era coletado através da vdlvula V, (etapa 6). O
volume deste extrato (500 puL) era menor que o volume de extrator
introduzido, pois uma parte da fase aquosa era removida juntamente
com a fase organica para evitar contaminacdo do extrato aquoso. Ao
extrato coletado eram adicionados 500 uL de solucdo de dicromato
de potassio 0,03 mol L' em meio dcido. Os sinais de absorvancia do
produto da reagdo entre o etanol e o dicromato ([Cr(H,0),]**) foram
medidos em 590 nm ap6s 10 min.*!° A cAmara foi lavada com 1,6 mL
de dgua (0,8 mL por vez) entre as extracdes (etapa 7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de analitos polares de amostras organicas utilizando
extratores aquosos (e.g. dgua, acidos diluidos e solugdes alcodlicas
ou contendo surfactantes) € bastante usual, inclusive na anélise de
biodiesel.®> Apesar da vantagem de permitir a separacdo da matriz e
transferir o analito para um meio mais adequado para a maioria das
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Figura 2. Diagrama do médulo para ELL em linha de etanol em biodiesel.
A: amostra, E: extrator (dgua), Vi=vdlvulas solenoide de trés vias, M= mini-
-motor CC (12'V), Bp=bomba peristdltica, C= camara de extragdo. Niimeros
entre parénteses indicam vazées em mL min’’

Tabela 1. Sequéncia de acionamento dos dispositivos ativos para a extracio
liquido-liquido de etanol em biodiesel

Etapa Acgido D;z?:[f;gzzs Tempo / s
1 Introdugao do extrator \'A 30
2 Introdugdo da amostra v, 10
3 Agitacao M 40
4 Separacdo de fases * 120
5 Remogio da amostra vV, 10
6 Remocdo do extrato v, 30
TH* Limpeza da cdmara \'A 40

*Todos os dispositivos desligados. **A etapa 7 foi repetida duas vezes com
aliquotas de 0,8 mL.

técnicas analiticas, o procedimento € usualmente demorado, tedioso e
susceptivel a erros devido a extragdes incompletas e perdas de analito.
Desta forma, um dispositivo para a mecaniza¢do deste processo €
altamente desejavel.

Em procedimentos de ELL em fluxo a transferéncia dos analitos
¢é normalmente limitada pela reduzida interface de contato amostra/
extrator. Visando superar esta limitacao, agitagdo mecanica foi empre-
gada no dispositivo proposto para favorecer a interagdo entre as fases.
Esta agitacdo foi interrompida para favorecer a separag@o das fases
por diferencga de densidade previamente a remogao do extrato aquoso.

Com as vazdes definidas na Figura 2 e considerando o tempo
minimo de 100 ms para o acionamento da vélvulas solenoide com
precisdo, os menores volumes de amostra e extrator que podem ser
amostrados sdo de 5,5 e 2,0 puL, respectivamente. As quantidades
maximas sdo limitadas pelo ponto de aspiracdo da amostra (B,
Figura 1), ou seja, a soma dos volumes de amostra e extrator nao
devem ultrapassar ca. 1,2 mL. Desta forma, os experimentos seguintes
foram realizados utilizando 600 UL de extrator e 540 uL. de amostra.

O tempo de contato entre as fases aquosa e oleosa afetou a extragdo
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do etanol para a fase aquosa (Figura 3). O efeito € pouco pronuncia-
do para intervalos inferiores a 20 s, mas aumenta linearmente para
tempos superiores indicando maior extra¢do do analito. Entretanto,
em tempos de agitagdo superiores a 40 s era observada a formacdo
de emulsdo, que dificultava a separagado de fases. Considerando este
aspecto e a frequéncia de amostragem, 0s experimentos seguintes
foram realizados com agitacéo por 40 s.
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Figura 3. Efeito do tempo de agitagdo sobre o sinal analitico. Resultados obti-
dos com uma extragdo em diferentes tempos de contato amostra/extrator (N=1)

Duas estratégias foram exploradas para a avaliagdo da eficiéncia
de extracdo, com a adi¢@o de diferentes aliquotas de amostra a mes-
ma aliquota de extrator. No primeiro experimento, visando avaliar o
efeito do nimero de extra¢des (N), volumes fixos de amostra (540 pL)
foram adicionados a 600 pL de extrator, sendo o processo de extracio
e separagdo de fases executado apds cada adi¢do. Foi observada uma
relacdo linear entre a absorvancia medida (A) e o nimero de extracdes
(até 20 extragdes), descrito pela equacdo A = 0,0056 + 0,0097 N,
r =0,999. Desta forma, a sucessiva adi¢do de aliquotas de amostra
resulta na pré-concentragdo do analito no extrato e a relacdo linear
indica que o nimero de extragdes pode ser ajustado a concentraciio
do analito na amostra, num compromisso entre sensibilidade e fre-
quéncia de amostragem. Devido a tendéncia assintética observada
ap6s 20 extragdes (aumento de sinal < 10% em 10 extragdes), apds
este limiar, o aumento do nimero de extra¢cdes ndo compensa o pre-
juizo a frequéncia de amostragem. Em outro experimento, o volume
de amostra inserido na cdmara de extracio (540 pL) foi dividido em
2, 4 ou 8 porgdes, sendo observado aumento da eficiéncia de extra-
¢do com a diminui¢@o do volume de amostra (Tabela 2), o que esta
de acordo com o esperado em processos de ELL. A variacdo pouco
significativa do sinal analitico para volumes de amostra de 67,5 e
135 pL (3,3%) € um indicativo da tendéncia a extracdo quantitativa.
Entretanto, isto ndo € essencialmente necessario, pois o dispositivo
proposto permite extragdes reprodutiveis devido ao rigoroso controle
de tempo, volumes e condi¢cdes de mistura.

Tabela 2. Efeito do fracionamento da aliquota de amostra sobre o sinal ana-
litico. Concentragdo de etanol: 0,10% (v/v)

Numero de aliquotas Volume / uL Absorvancia
1 540 0,261
2 270 0,402
4 135 0,514
8

67,5 0,531

Quim. Nova

Coeficientes de variacdo de 2,0 e 3,0% foram estimados para 0,1 e
0,5% v/v etanol, respectivamente, enquanto recuperacdes de 100; 96 e
97% foram estimadas para adi¢des de 0,1, 0,25 ¢ 0,5% v/v etanol em
biodiesel. Estes pardmetros indicam a eficiéncia e a reprodutibilidade
do processo de extrag@o. Adicionalmente, a faixa de trabalho atende
ao limite maximo de etanol (0,20% m/m) estabelecido pela Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) para
comercializa¢do de biodiesel no Brasil.!"!

CONCLUSAO

O dispositivo proposto, que apresenta a cimara de extracdo como
principal componente, permitiu a mecanizagdo de todas as etapas
envolvidas na extra¢do liquido-liquido (adi¢do de amostra e extrator,
agitacdo, separagdo e isolamento das fases) com excelente precisio.
Agitacdo mecanica utilizando uma haste conectada a um motor de
corrente continua favoreceu a intera¢do amostra/extrator e o seu
controle foi importante para definir o tempo de agitacido e promover
a separagdo e remocao de amostra e do extrato aquoso ap0s a extra-
¢do. Embora extragdo quantitativa tenha sido alcangada no sistema
modelo avaliado, o controle preciso de tempo e das condi¢des de
processamento da amostra permitem explorar analiticamente proces-
s0s ndo quantitativos. A associagdo da camara ao sistema de valvulas
solenoide permitiu também a variagdo dos volumes de amostra e de
extrator e a realiza¢@o de extragdes sucessivas para a pré-concentragao
do analito. A estratégia proposta poderia ser explorada para a extragio
de diferentes analitos (e.g. metanol, glicerol, dcidos graxos livres e
fons metdlicos na andlise de biodiesel ou uma diversidade de outras
espécies a partir de amostras imisciveis em extratores aquosos). A
configurac@o apresentada foi proposta para amostras menos densas
que o extrator, mas o sistema pode ser facilmente reconfigurado para
a aplicacdo em situagdo inversa (inversdo das posicdes de aspiracio
das fases organica e aquosa), ampliando sua aplicabilidade.
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