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QUEChERS, Ré&pido, Fécil, Barato, Eficiente, Robusto e Seguro, do inglés Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe

RMN, Ressonancia magnética nuclear, do inglés Nuclear Magnetic Resonance
RP-DLLME, Microextragdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa, do inglés
Reverse Phase-Dispersive Liquid-Liquid Extraction

SEM, Microscopia eletronica de varredura, do inglés Scanning Electron Microscopy
SPE, Extracdo em fase solida, do inglés Solid-Phase Extraction

SPME, Microextragdo em fase solida, do inglés Solid-Phase Microextraction
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SQT-F AAS, Espectrometria de absor¢cdo atbmica com chama com tubo de quartzo
com fenda, do inglés Slotted Quartz Tube Flame Atomic Absorption Spectroscopy

TGA, Analise termogravimétrica, do inglés Thermogravimetric Analysis

TS-FF-AAS, Espectrometria de absor¢cdo atbmica com chama com termospray, do
inglés Thermal Spray Flame Atomic Absorption Spectrometry

UV, Ultravioleta, do inglés Ultraviolet

XRF, Espectrometria de fluorescéncia de raios X, do inglés X Ray, do inglés
Fluorescence Spectrometry
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RESUMO

Titulo: Avaliacdo de esponjas de quitosana como adsorventes na yu-dSPE para
determinacéo de ferro em cerveja por HR-CS F AAS

Autora: Kaiane de Quevedo Ribeiro

Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

Neste estudo, foi proposto pela primeira vez, um método analitico empregando a
microextracdo em fase sodlida dispersiva (u-dSPE) com esponjas de quitosana
reticulada com glutaraldeido como adsorventes para a extracdo e pré-concentracao
de Fe em cerveja para posterior determinacdo por espectrometria de absor¢éo
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua com atomizacao por chama (HR-CS F
AAS). Os principais parametros da p-dSPE foram investigados e as condi¢des
selecionadas foram 30 mg de adsorvente (esponja de quitosana), amostra em pH 4 e
800 uL de HNOs 1 mol L't. O método se mostrou linear entre 0,5 e 23 mg L (curva
de calibragéo externa) e os valores de LOD (Limite de Deteccao) e LOQ (Limite de
Quantificacdo) foram 0,28 e 0,92 mg L, respectivamente. Adicionalmente, também
foram realizados ensaios de recuperacao em trés niveis. As recuperacdes referentes
aos ensaios de recuperacdo variaram entre 87 e 120%. As concentracdes
encontradas nas diferentes amostras de cerveja variaram de 0,66 a 1,41 mg L. A
aplicacdo da métrica AGREE revelou um score de 0,7, evidenciando que o método
proposto esta de acordo com boa parte dos principios da Quimica Analitica Verde
(GAC), os quais foram comparados com métodos da literatura que realizaram a
determinacdo de Fe em cerveja empregando MAD/ICP OES e DLLME/F AAS, os
guais revelaram scores de 0,54 e 0,56, respectivamente. Portanto, o método proposto
mostrou-se eficiente para a determinacdo de ferro em cerveja, apresentando
vantagens como rapidez, simplicidade, emprego de materiais de fontes renovaveis,

miniaturizacao, reducéo na geracao de residuos e seguranca ao operador.

Palavras-chave: p-dSPE, esponja de quitosana, ferro, cerveja.
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ABSTRACT

Title: Evaluation of chitosan sponges as adsorbents in p-dSPE for determination
of iron in beer by HR-CS F AAS

Author: Kaiane de Quevedo Ribeiro

Advisor: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

In this study, an analytical method was proposed for the first time employing dispersive
solid-phase microextraction (u-dSPE) with cellularized chitosan sponges with
glutaraldehyde as adsorbents for the extraction and pre-concentration of Fe in beer for
subsequent determination by high-resolution atomic absorption spectrometry with
continuous source with flame atomization (HR-CS F AAS). The main parameters of p-
dSPE were investigated and the selected conditions were 30 mg of adsorbent
(chitosan sponge), sample at pH 4 and 800 pL of HNO3; 1 mol L't. The method was linear
between 0.5 and 23 mg L (external calibration curve) and the values of LOD (Limit of
Detection) and LOQ (Limit of Quantification) were 0.28 and 0.92 mg L™, respectively.
In addition, recovery tests were also carried out at three levels. The recoveries related
to the recovery trials ranged from 87 to 120%. The concentrations found in the different
beer samples were from 0.66 to 1.41 mg L. The application of the AGREE metric
revealed a score of 0.7, showing that the proposed method is in accordance with most
of the principles of Green Analytical Chemistry (GAC), which were compared with
methods in the literature that performed the determination of Fe in beer using MAD/ICP
OES and DLLME/F AAS that revealed scores of 0.54 and 0.56, respectively.
Therefore, the proposed method proved to be efficient for the determination of iron in
beer, presenting advantages such as speed, simplicity, use of materials from

renewable sources, miniaturization, waste generation and safety to the operator.

Keywords: u-dSPE, chitosan sponge, iron, beer.



1. INTRODUCAO

A cerveja esta entre as bebidas mais consumidas mundialmente, depois da
agua, café, cha e leite, sendo a primeira entre as bebidas alcodlicas. A sua producéo
se da a partir da fermentacdo alcodlica de cereais, tendo como principais matérias-
primas a agua, cevada, lupulo e o malte, podendo ser combinados com diversos
outros suplementos, como aveia, acucares, arroz, trigo, milho e centeio (ANDERSON
et al., 2019). A partir da combinacao e transformacgéo dessas matérias-primas, podem
ser produzidos diversos tipos de cervejas, como a Pilsen, Lager, Ale, Pale Ale, Stout,
Porter, Belgian Ale, Brown, Bock, Munchner, entre outras (BORGES et al., 2015;
PIRES et al., 2020).

Com a crescente produgdo e consumo de cerveja pela populacéo,
empreendedores tém percebido a necessidade de inovacdo na producdo com
estratégias diferenciadas. Porém, mesmo com as melhorias tecnoldgicas nas
indUstrias cervejeiras, ainda é possivel encontrar contaminantes nas cervejas, 0S
quais podem ter origem a partir de diversos fatores (ANDERSON et al., 2019). Uma
fonte importante é o solo, onde suas matérias primas (especialmente os cereais e 0
lGpulo) séo diretamente cultivadas, ou através do préprio processamento da cerveja,
incluindo etapas desde a pulverizacao até a inclusdo de produtos quimicos que podem
estar presentes no processo de fermentagcédo, onde podem ser encontrados alguns
metais ou contaminantes (PIRES et al., 2020). Esses contaminantes em bebidas
podem ser derivados de diversos processos mecéanicos na Industria, os quais sao
realizados por maquinas que geralmente séo feitas de partes metalicas e com o
passar do tempo ocorre o desgaste desses instrumentos. Além disso, 0
armazenamento do produto em tanques metalicos, assim como o0 envase em latas
podem causar contaminagao nos produtos (ANDERSON et al., 2019).

Dessa forma, € importante que seja realizado um controle de qualidade rigoroso
durante a producéo da cerveja, a fim de assegurar que ndo apresente contaminantes
gue possam prejudicar a saude do consumidor, incluindo elementos metalicos, pois
podem ser acumulados no corpo humano gerando diversos problemas para a saude
(ROSA et al., 2015). Além disso, a presenca de metais na cerveja pode afetar suas

caracteristicas e propriedades, como o pH, sabor, cor e teor alcodlico. Mudangas no



processo de fabricagdo como o tempo e temperatura nas etapas de fermentacao,
maturacdo e o uso de ingredientes diferenciados como trigo, milho, centeio e arroz
também sdo fatores que podem alterar as caracteristicas da cerveja (ANDERSON et
al., 2019).

O ferro (Fe) € um dos elementos essenciais que esta presente em inimeros
alimentos, porém em elevadas concentracdes (5 - 2000 mg L) pode ser preocupante,
visto que pode provocar o envelhecimento da cerveja, ocorrendo a catélise das
reacOes quimicas e formando espécies reativas de oxigénio, como Oz, OOHe, H20>
e OHe (POHL, 2008). Essas espécies, também chamadas de radicais livres, podem
oxidar os compostos organicos que contribuem com as caracteristicas do sabor, cor
e com a qualidade da espuma da cerveja (POHL, 2008; GONZALEZ-SANJOSE et al,
2017). Portanto, é interessante que seja feito uma andlise quimica a fim de determinar
a concentracéo de Fe em cervejas para o controle de qualidade.

Para realizar uma analise quimica da cerveja objetivando a determinacdo
elementar, técnicas como a espectrometria de absor¢cédo atdmica com chama (F AAS,
do inglés flame atomic absorption spectrometry), a espectrometria de absorcao
atdmica com forno de grafite (GF AAS, do inglés grafite furnace atomic absorption
spectrometry), a espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES, do inglés inductively coupled plasma optical emission
spectrometry), a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS, do inglés inductively coupled plasma mass spectrometry) e as técnicas
voltamétricas tém sido empregadas (PIRES et al.,, 2020; WELNA et al., 2023;
ALJOHANI et al., 2024; SECO et al., 2024). No entanto, a maioria das possibilidades
envolvendo estas técnicas, exigem que as amostras sejam introduzidas nos
instrumentos na forma de solucdo, preferencialmente, com a minima presenca da
matriz para minimizar problemas de interferéncias na etapa de determinagéo
elementar (PEREIRA et al., 2018; BONEMANN et al., 2021). Portanto, um eficiente
preparo de amostras é de fundamental importancia.

Os meétodos de preparo de amostras mais empregados em amostras de
alimentos ou bebidas sdo os baseados na decomposicdo das amostras,
especialmente por via Umida em sistemas abertos com aguecimento convencional ou
em sistemas fechados a partir do uso de decomposi¢des assistidas por micro-ondas
(MAD, do inglés microwave-assisted digestion) (PIRES et al., 2020; CHEN et al.,



2024). No entanto, estes métodos podem ser morosos, proporcionar a perda dos
analitos por volatilizacdo (no caso dos sistemas abertos) e demandar instrumentacao
de custo relativamente elevado (como no caso do uso de fornos micro-ondas)
(NEMATI et al., 2010; KRUG, 2019).

Como alternativa para o preparo de amostras visando a quantificacdo de
elementos traco em amostras de alimentos e bebidas (na forma liquida), tem-se o
emprego de métodos baseados na extracdo dos analitos empregando ou ndo uma
etapa de pré-concentracdo (PELEGRIN et al., 2020). Na literatura, sdo relatadas
algumas alternativas como extracao liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid
extraction) (HOUZAR et al., 2024), extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid-
phase extraction) (CAO et al., 2023), extracdo em fase sélida dispersiva (dSPE, do
inglés dispersive solid-phase extraction) (DEMIR et al., 2021), microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextaction) (SECO et
al., 2024), microextracdo liquido-liquido dispersiva de fase reversa (RP-DLLME, do
inglés reverse phase-dispersive liquid-liquid microextraction) (KALSCHNE et al.,
2020), entre outras. Esses métodos apresentam vantagens como simples operacéo,
baixo custo, rapidez e uma menor geracdo de residuos. A dSPE é uma derivacéo da
SPE, a qual utiliza um material adsorvente com afinidade pelos analitos em estudo,
gue é adicionado em uma amostra liquida. Apds agitacéo e centrifugacao, descarta-
se 0 sobrenadante e faz-se a dessorcdo dos analitos em solucdo adequada, na
maioria das vezes incluindo pré-concentracdo (FERNANDEZ et al., 2016; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2015). Nos casos em que pequenas massas (na ordem de mg)
de adsorvente tém sido utilizadas, os autores tém utilizado a nomenclatura de
microextracdo em fase sélida dispersiva (U-dSPE, do inglés dispersive solid-phase
microextraction) (AKKAYA et al., 2019; ARAIN et al., 2023).

A p-dSPE vem avancando significativamente com o desenvolvimento de
estudos que exploram materiais alternativos, como adsorventes provenientes de
fontes renovaveis, 0s quais oferecem maior seletividade, eficiéncia e sustentabilidade
ao processo de extragcdo. A quitosana € um biopolimero produzido a partir da
desacetilagdo da quitina, a qual pode ser extraida principalmente de exoesqueletos
de crustaceos. Possui baixa toxicidade, é biodegradavel e possui alta capacidade de
adsorcdo. Além disso, pode se ligar a varios ions metalicos e ser facilmente

modificada por meio quimico ou processos fisicos para a formacdo de filmes,



esponjas, hidrogel magnético, entre outros (ALVES et al., 2021). O uso de esponjas
de quitosana demonstra interesse cientifico, visto que sua reticulacdo permite diminuir
a solubilidade da quitosana em meio &cido, permitindo assim, o seu emprego do ponto
de vista analitico na p-dSPE para a determinagdo elementar. Portanto, este trabalho
tem como objetivo avaliar, de forma inédita, esponjas de quitosana como adsorventes
na U-dSPE para posterior determinacdo de Fe em amostras de cerveja por
espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolugcdo com fonte continua com
atomizagao por chama (HR-CS F AAS, do inglés high resolution-continuum source

flame atomic absorption spectrometry).



2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar esponjas de quitosana como adsorventes na p-dSPE para posterior
determinacao de Fe em amostras de cerveja por HR-CS F AAS.

2.2. Objetivos Especificos

- Produzir as esponjas de quitosana empregando: i) extracado da quitina (a partir de
carapacas de camardo); ii) desacetilagdo da quitina (para obter a quitosana) e iii)

reticulacdo da quitosana com glutaraldeido (para obter as esponjas);

- Caracterizar a quitosana empregando as técnicas de espectroscopia na regido do
infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do inglés spectroscopy in the
infrared region with the Fourier Transform) e ressonancia magnética nuclear (RMN,

do inglés nuclear magnetic resonance);

- Caracterizar as esponjas de quitosana empregando as técnicas andlise
termogravimétrica (TGA, do inglés thermogravimetric analysis), calorimetria de
varredura diferencial (DSC, do inglés differential scanning calorimetry), microscopia
eletrbnica de varredura (SEM, do inglés scanning electron microscopy) e
espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do

inglés spectroscopy in the infrared region with the Fourier Transform);

- Avaliar os principais parametros da p-dSPE (pH, volume e concentragao de solucéo

extratora e massa de adsorvente);

- Avaliar a performance analitica, aplicando os principais parametros de meérito do

método desenvolvido (LOD, LOQ, linearidade, exatidado e precisao);

- Aplicar o método desenvolvido em diferentes tipos e marcas de cerveja; e

- Aplicar as métricas AGREE para avaliar se 0 método proposto atende aos principios
da GAC.



3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cerveja: Producado e composicao quimica

A cerveja € uma das bebidas mais consumidas mundialmente, sua producéo é
baseada em quatro ingredientes tradicionais na industria cervejeira, sendo eles: agua,
cevada, lupulo e leveduras (BORGES et al., 2015). Sua producéo ocorre a partir da
fermentacdo alcodlica de cereais, porém nem todos 0s cereais servem para a
producdo, pois precisam ter caracteristicas especificas, onde o0s cereais mais
utilizados séo: cevada, trigo, aveia, arroz e milho (MORADO, 2009). O teor de
proteina, a taxa de gordura, o rendimento de extracdo e a capacidade de germinacao
sdo caracteristicas importantes para decidir quais cereais serdo utilizados para a
producdo. A cevada é o cereal base para a producdo da cerveja, visto que € rica em
amido e contém uma enzima chamada amilase, a qual atua na conversdo de amido
em acucar. Além disso, € um cereal de custo relativamente menor e mais facil de
maltar que outros cereais (MORADO, 2009; SILVEIRA et al., 2022).

Como definicdo, a cerveja € uma bebida fermentada a base de amido e
aromatizada com lUpulo. A partir dos ingredientes tradicionais sdo desenvolvidos
diversos tipos de cervejas, tanto industriais, como artesanais (MORADO, 2009; PIRES
et al., 2020). A mistura de diversas opcfes de malte com outros cereais depende da
disponibilidade e custo da matéria-prima. O arroz e o milho s&o utilizados em diversos
tipos de cerveja a fim de reduzir seu custo e proporcionar diferentes estilos de cerveja.
Os parametros importantes escolhidos pelas indastrias cervejeiras para garantir um
bom produto sdo: selecao dos cereais, combinacao de espécies de leveduras, escolha
do ldpulo para a aromatizacéo, propriedades fisico-quimicas da agua utilizada no
processo, filtragem, temperatura e tempo de fermentacdo (MORADO, 2009).

A producao da cerveja, como ilustrado na Figura 1, é iniciada na germinacao
por meio da hidratacdo dos cereais selecionados por tamanho, teor de proteina e
umidade. Durante o processo de germinacdo podem ser adicionados adjuntos
moidos, caso seja necessario. Os adjuntos sdo fontes de carboidratos, além da

cevada, como o arroz e milho, os quais podem ser utilizados para o produto ter um



custo menor ou para produzir um tipo especifico de cerveja (PIRES et al., 2020). A
cerveja apresenta cerca de 90% de agua em sua composicao, portanto, € de extrema
importancia a qualidade da agua utilizada durante o processo, visto que deve ser
isenta de turbidez, apresentar pH controlado para favorecer a atuagédo das enzimas e
das leveduras durante a fermentacéo, além de possuir sais minerais, como Ca, Fe, K,
Mg, Na, P e Zn (ROSA et al., 2015; PIRES et al., 2020; SECO et al., 2024).

Figura 1 — Processo de producao da cerveja.

Cereais

selecionados
Mosto

0 Filtracdio Maturacao Resfriamento

Fonte: Prépria autora.

No processo de fermentacdo, a mistura de todos os cereais utilizados é
aguecida e séo produzidas enzimas que transformam o amido presente nos graos em
acucares, como maltose e glicose. Posteriormente, o cereal germinado € seco ou
torrado e é chamado de malte, que devido a quebra do amido em acucares, possui
sabor adocicado. O produto resultante da fermentacédo € chamado de mosto (SECO,
2023).

Durante a fermentacdo, o mosto (caldo) que contém os graos maltados, lUpulo
e leveduras irdo produzir etanol e diéxido de carbono, ésteres, fenois e acidos
organicos (MORADO, 2009; SECO et al., 2024). O mosto contém também oxigénio,
que sera utilizado pela levedura como nutriente para sua multiplicacdo. Outros
nutrientes importantes que estdo presentes no mosto sdo aminoacidos e alguns sais
minerais. Nesta etapa, uma variedade de compostos € formada, como subprodutos

do metabolismo da levedura. Os fatores mais importantes para que ocorra uma



fermentacao eficaz sdo: temperatura, contrapressao (pressao do ar dentro do tanque),
escolha adequada da levedura e sua quantidade (MORADO, 2009; PIRES et al.,
2020).

A partir do processo de fermentagédo, as cervejas sédo classificadas nos
seguintes tipos: Lager (baixa fermentacao) e Ale (alta fermentacéo) (LAGO, 2021). As
cervejas do tipo Lager sdo as mais popularizadas, fermentadas por leveduras em
temperaturas baixas (9-15 °C) durante 7 a 10 dias. As cervejas do tipo Ale sao
fermentadas em temperaturas altas (15-25 °C) durante 3 a 5 dias. No final do processo
de fermentacdo, a levedura flocula, sedimentando (Lager) ou flutuando (Ale),
dependendo da faixa de temperatura. Posteriormente, a mistura é entdo armazenada
em tanques adequados, podendo ser utilizada para fermentagdes posteriores, desde
que mantida a qualidade microbiolégica (MORADO, 2009; FERREIRA et al., 2010).

Os principais estilos de cerveja Lager e Ale estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais estilos de cerveja Lager e Ale.

Tipo de Cerveja Estilos de cerveja
e Pilsen
Lager e American Lager
e Bock

e Belgian Ale

e Brown Ale
Ale

e Pale Ale

¢ India Pale Ale (IPA)

Apobs o processo de fermentacéo, inicia-se o processo de maturagéao, onde as
leveduras remanescentes metabolizam os carboidratos ainda presentes na cerveja e
outras substancias indesejaveis resultantes da fermentacdo. O produto pode ser
filtrado ou passar por uma etapa de carbonatacéo, para ser pasteurizado (ROSA,
2015; PIRES et al., 2020).



Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e o
Sindicato Nacional da Industria da Cerveja (Sindicerv), o Brasil € o 3° maior produtor
de cerveja do mundo, atras da China e dos Estados Unidos, com cerca de 16,1 bilhdes
de litros de cerveja comercializados e um crescimento de 4,5% em relagao a 2022. O
tipo de cerveja mais produzido e consumido mundialmente, principalmente no Brasil,
€ a do tipo Pilsen, que possui pouco lapulo, baixa fermentacéo e baixo teor alcoodlico
comparado as cervejas de outros tipos (MAPA, 2024).

Do ponto de vista nutricional, a cerveja é composta predominantemente por
agua, 6% de extrato residual, 0,5% de CO:2 e de aproximadamente 8% de teor
alcodlico (KEUKELERIE, 2000; ROSA et al., 2015). Sua composi¢cdo quimica
apresenta inUmeros compostos inorganicos e organicos. Os principais compostos
inorganicos que podem estar presentes na cerveja sao: sulfatos, cloretos, nitritos e
nitratos. Porém, em altas concentracfes podem favorecer a corrosao dos tanques de
armazenamento do produto e influenciar na fermentacdo (ROSA, 2015; COELHO
NETO et al., 2020). Os compostos organicos presentes na cerveja Sao provenientes
da matéria-prima ou sdo formados durante a producdo, como nas atividades
enzimaticas ou durante a fermentacdo. Os compostos organicos que podem estar
presentes na cerveja sdo: aminoacidos, carboidratos, flavonoides, proteinas,
polifendis, vitaminas do complexo B (B1, B2), entre outros (SANCHEZ et al., 2010;
COELHO NETO et al., 2020).

3.2. lons metéalicos em cerveja

A cerveja € uma bebida preparada a partir de fermentacao alcodlica, onde séo
adicionados varios ingredientes naturais utilizados na fabricacdo, como agua, cereais,
cevada, entre outros, 0s quais sdo as principais fontes enddgenas de metais na
bebida. O teor depende da qualidade desses componentes, do tipo de cerveja e do
seu pais de origem, dependendo do processo de fabricacdo (BORGES et al., 2015;
PIRES et al., 2020).

Os metais presentes na cerveja podem ser essenciais ou potencialmente
toxicos para o corpo humano e em altas concentracdes podem comprometer os
processos de fermentacdo e a qualidade da cerveja, influenciando no sabor. A

presenca de metais pode ocorrer devido a contaminacdo dos equipamentos dos
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processos de fabricacdo, como tubulacdes, recipientes e tanques, onde a cerveja é
fermentada, filtrada, gaseificada e embalada, bem como onde o produto é
armazenado e transportado, geralmente em barris, latas ou garrafas (POHL, 2008;
PASSAGUE et al., 2015).

A deterioracdo dos recipientes onde sdo armazenados os produtos pode levar
a um aumento nas concentracbes de Al, Co, Cr, Cu, Fe e Ni, visto que esses
elementos migram facilmente para a cerveja (POHL, 2008). No caso do Al, a
contaminacdo € referente ao tempo de armazenamento, visto que quanto maior o
tempo, maiores serdo as concentracfes de metais que podem ser encontrados na
bebida. Em relacdo as bebidas que sdo envasadas em latas, além do tempo de
armazenamento em tanques nas industrias, quanto maior a temperatura do ambiente
em que ela se encontra, maior é a taxa de corrosdo da lata e consequentemente
ocorre o acumulo de metais (POHL, 2008; PIRES et al., 2020).

A presenca de metais na cerveja influencia principalmente o processo de
producdo. O malte é o principal responsavel pela maior parte dos ions metalicos na
cerveja, seguido do lupulo e da agua utilizada no processo de fabricacdo
(WIETSTOCK et al., 2015; SILVEIRA, 2023). A presenca de metais como Fe, Cu, Mn,
Ni e Zn ocorre devido aos cereais selecionados para a sua fabricacao, visto que esses
elementos sdo micronutrientes essenciais para as plantas (POHL, 2008; SILVEIRA,
2023). Alguns metais sdo cofatores essenciais para as enzimas que participam do
processo de fermentacéo, como Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Ni e Zn (POHL, 2008).
Na literatura, os elementos Al, Ba, Cr, Cu e Fe sao frequentemente encontrados na
composicao quimica da cerveja (PIRES et al., 2019; SILVEIRA et al.,2023; SECO et
al., 2024).

Os metais presentes em nivel traco (1 pg L't a 100 mg L) ou ultratrago (menor
que 1 pg L) tém sido comumente investigados pelos seus efeitos na saulde
humana. O Fe pode interferir na qualidade da espuma e no sabor da cerveja estando
presente em concentracfes elevadas (PIRES et al., 2019; SILVEIRA, 2022). Aléem
disso, pode provocar o envelhecimento da cerveja, catalisando as rea¢fes quimicas
e formando espécies reativas de oxigénio, reduzindo a estabilidade do produto
(GONZALEZ-SANJOSE et al., 2017). Os compostos organicos presentes na cerveja
sao facilmente oxidados pelas espécies reativas de oxigénio, alterando a qualidade

da espuma e estabilidade do sabor do produto (POHL, 2008). Com relacdo aos
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nameros de oxidacéo, os estados mais comuns do ferro sao Fe(ll) e Fe(lll) (SECO,
2024). Aléem disso, é um elemento quimico de extrema importancia em diversos
campos da ciéncia, apresentando propriedades quimicas e fisicas que o tornam
fundamental em processos quimicos, fisicos, ambientais e biolégicos (DUARTE,
2019).

3.3.Métodos analiticos para determinagcdo elementar em cervejas

3.3.1. Técnicas de determinacao

Para escolher a melhor técnica analitica para uma analise, é importante
entender ndo s6 a aplicacdo, mas também as vantagens e desvantagens de cada
técnica instrumental. Parametros como sensibilidade, capacidade de deteccéo, tempo
de andlise, custo e compatibilidade com a amostra sdo fundamentais para a escolha
da técnica (KRUG, 2019; DEMATTE et al., 2019).

Para a analise quimica de cerveja com foco na determinacdo elementar,
técnicas como a espectrometria de absorcdo atbmica com fonte de linhas (LS-AAS,
do inglés line source-atomic absorption spectrometry) com atomizacéo por chama (F
AAS), em forno de grafite (GF AAS) e por geracdo de hidretos (HG AAS), além das
técnicas voltamétricas, permitem determinacdes, geralmente, monoelementares
(DEMATTE et al., 2019). Dentre as técnicas multielementares, destacam-se a ICP
OES e a ICP-MS (WIETSTOCK et al., 2015; SILVEIRA et al., 2023). Outra técnica que
pode permitir tanto a determinacdo monoelementar como a determinagao
multielementar de 2 ou mais elementos € a HR-CS AAS. Além disso, a espectrometria
de emissdo O6ptica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES, do inglés
microwave-induced plasma-optical emission spectrometry) se destaca como uma
interessante alternativa (LEAO et al., 2018; PIRES et al., 2019). Embora as técnicas
gue utilizam plasma como o ICP-OES e ICP-MS possuirem muitas vantagens, como
determinacao multielementar e ampla faixa de trabalho, elas possuem desvantagens
como o alto custo de aquisi¢cdo (no caso do ICP-MS), manutencédo e de operacgéo
(devido ao elevado consumo de Ar), onde exigem treinamento e experiéncia do
analista (PIRES et al., 2019). Nesta revisao, sera dado destaque para as técnicas F

AAS e HR-CS F AAS, as quais foram empregadas no método proposto.
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3.3.1.1. Espectrometria de absorcao atbmica com atomizacéo por chama

Diversas técnicas podem ser empregadas para a determinacao elementar em
cerveja, umavez que as técnicas sao escolhidas pela compatibilidade da amostra com
o instrumento e pelas possiveis interferéncias que podem ocorrer durante analise.
Uma das técnicas mais empregadas na literatura para determinacdo elementar € a F
AAS, uma técnica amplamente consolidada por apresentar seletividade e capacidade
de identificagdo e quantificagdo de diferentes elementos com custos de aquisicédo e
manutencdo acessiveis, apresentando simplicidade e robustez (SILVEIRA et al.,
2023; SECO et al., 2024).

Entretanto, esta técnica exige que seja realizado um preparo eficiente das
amostras, através de uma decomposicao, extracdo, pré-concentracdo, entre outros.
Quando associada a um método de preparo de amostra eficiente, apresenta sucesso
na analise quimica e baixas interferéncias (WU et al., 2009; SEEGER et al., 2015;
YAZICI et al., 2019). A técnica é baseada na absorcao de radiacdo eletromagnética,
derivada de uma fonte de radiacdo, por atomos gasosos no estado fundamental. A
amostra liquida é introduzida no atomizador por meio de uma camara de nebulizacao
que converte o liquido em um aerossol, o qual € misturado com o gas comburente e

oxidante antes de atingir o queimador (WELZ et al., 2005).

3.3.1.2. Espectrometria de absorcao atdmica de alta resolucdo com fonte continua

A HR-CS AAS é uma técnica que difere da LS-AAS, pelo seu monocromador
duplo, pelo emprego de uma lampada de arco curto de Xe (capaz de emitir radiacéo
em um espectro continuo) e pelo detector de carga acoplada (CCD, do inglés charge-

coupled device) (BOSCHETTI, 2016), os quais podem ser visualizados na Figura 2.
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Figura 2 — Principais componentes de um instrumento HR-CS AAS.
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Legenda: (1) lampada de arco curto de Xe; (2) lampada de catodo oco (opcional); (3) espelhos
elipsoidais focalizadores; (4) atomizador (chama ou forno de grafite); (5) fenda de entrada do
monocromador; (6) espelhos paraboloides; (7) prisma; (8) fenda intermediaria e espelhos
ajustaveis; (9) rede Echelle e (10) detector CCD. Adaptado de Welz et al. (2005).

A alta resolucdo do monocromador combinado com a capacidade do detector
acarretou um grande avanco para a técnica de HR-CS AAS, uma vez que possibilitou
a observacao da regido da linha analitica de interesse. I1sso sO é possivel pois uma
terceira dimenséao é analisada: o comprimento de onda. O monocromador de alta
resolucdo (DEMON, do inglés double-echelle monochromator) € composto por um
prisma para pré-selecdo de ordens espectrais seguido de uma fenda intermediaria
ajustavel e uma rede Echelle. Apés passar pelo monocromador, a radiacao incide no
detector CCD, o qual possui 512 pixels com dimensdes individuais de 24 x 24 um,
onde cada pixel possui um multiplicador individual, permitindo que o instrumento opere
com 512 detectores independentes, dos quais 200 pixels sdo usualmente utilizados
para propositos analiticos (WELZ et al., 2005).

As informacgdes obtidas com o arranjo de um espectrémetro HR-CS AAS néo
sdo obtidas utilizando uma fonte de linhas classica, uma vez que apenas a
absorbancia versus tempo é visualizada. Além disso, esse recurso permite que mais

de um comprimento de onda seja monitorado simultaneamente, contando que 0s
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mesmos estejam dentro do mesmo intervalo espectral. A sensibilidade do sinal
analitico pode ser reduzida ou ampliada, dependendo do nimero de pixels avaliados
(WELZ et al., 2005). A técnica permite analises em baixas concentragdes (na ordem
de pg L?1) empregando atomizacdo por forno de grafite e em concentracées
relativamente superiores (na ordem de mg L) empregando atomizagéo por chama

em amostras sélidas, liquidas ou suspensoes.

3.3.2. Métodos de preparo de amostra

Para a realizacdo de uma analise quimica visando a determinacao elementar,
a amostra precisa ser submetida a um preparo de amostra adequado, visando sua
preparacdo para as etapas subsequentes. O procedimento de preparo da amostra
deve apresentar baixo consumo de reagentes, simplicidade e possuir minima
contaminacdao e baixa geracao de residuos. A escolha do procedimento de tratamento
da amostra, depende da natureza da amostra, dos analitos a serem determinados e
da sua concentracdo, da técnica escolhida para as determinacdes e da precisao e
exatidao desejadas (KRUG, 2019).

Durante o preparo de amostra, as amostras podem ser submetidas a diversas
etapas, como limpeza, secagem, moagem e filtracdo e, em seguida, a métodos de
extracdo, decomposicdo, separacao, entre outros. No caso de bebidas gaseificadas,
COMO a cerveja, 0 primeiro passo para o0 seu tratamento consiste em um processo de
desgaseificacdo, o qual pode ser realizado com o auxilio de um banho ultrassénico
(KRUG, 2019; PIRES et al., 2020).

A cerveja contém elevados teores de matéria organica, sendo assim, 0S
meétodos de preparo de amostras comumente empregados sdo as decomposicdes por
via Umida que podem ser feitos tanto em sistemas abertos ou fechados. Os métodos
em sistema aberto sdo bastante morosos e consomem grande quantidade de
reagentes. Entre os métodos de decomposic¢do por via imida em sistemas fechados
destaca-se a MAD, onde as amostras sdo submetidas a aquecimento a partir da
interacdo com a radiacdo micro-ondas, na presenca de acidos concentrados, como o
HNOs3s, HCl e H2SO4, podendo ser combinado com o H202 (oxidante auxiliar) (ORESTE
et al., 2016). Esses sistemas permitem decomposi¢cdes bastante eficientes, com a

reducdo do tempo, consumo de reagentes e contaminagcdo da amostra, além de
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minimizar o risco de perda de analitos quando comparados com o0s sistemas abertos
(PASSAGHE et al, 2015; KRUG, 2019; PIRES et al, 2020). No entanto, necessitam
de instrumentacao com custo de aquisi¢do e manutengéao relativamente elevado como
os fornos micro-ondas.

Métodos simples, rapidos, de baixo custo, com nimero reduzido de etapas, uso
de materiais obtidos de fontes renovaveis, com menor geracao de residuos e consumo
de energia, sdo alguns dos principios da Quimica Analitica Verde (GAC, do inglés
green analytical chemistry) que tem norteado o desenvolvimento de métodos na
Quimica Analitica (GALUSZKA et al., 2013). Visando uma analise rapida e simples
das amostras de cerveja, alguns estudos tém empregado a analise direta por GF AAS,
a fim de minimizar os processos (BORGES et al., 2015). No entanto, em
determinacdes empregando a ICP OES, a analise direta pode ocasionar interferéncias
espectrais e/ou instabilidade no plasma, podendo ser uma limitacao para a deteccao
de elementos traco (ASFAW e WIBETOE 2005; POHL, 2008). Além da analise direta,
as amostras de cerveja podem ser diluidas com agua ou acidos e introduzidas em
diversas técnicas, como na espectrometria de absorcédo atémica em forno de chama
termospray (TS-FF-AAS, do inglés thermospray flame furnace atomic absorption
spectrometry) (NASCENTES et al., 2005), F AAS (BELLIDO-MILLA et al., 2004) e GF
AAS (BORGES et al.,, 2015). A diluicdo da amostra € realizada para minimizar
possiveis interferéncias fisicas e/ou quimicas da matriz que acompanham o0s
processos de atomizacdo (NASCENTES et al., 2005; POHL, 2008), além de evitar o
depdsito de sélidos na cabeca do queimador ou danificar o tubo de grafite por uma
camada de cinzas. Porém na F AAS, devido a diluicdo da nuvem atdbmica nos gases
da chama, a diluicdo das amostras de cerveja pode comprometer o LOQ (BELLIDO-
MILLA et al., 2004; POHL, 2008).

Para analitos presentes em baixas concentracdes, uma alternativa para
aumentar a capacidade de deteccéo € a utilizagcdo de métodos de pré-concentracéo
(FERNANDEZ et al, 2016; DEMIR et al., 2021). A pré-concentracio possibilita o
aumento da concentracdo do analito e a reducdo de possiveis interferentes. Na
literatura, séo relatados métodos de precipitacdo, co-precipitacéo, extracdes liquido-
liquido e sdlido-liquido, bem como mecanismos de captura de atomos a fim de realizar
a pré-concentracdo dos analitos (TURKER, 2012; FERNANDEZ et al., 2016). Os

métodos de precipitacdo e co-precipitacdo sdo empregados quando compostos
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insolUveis dos analitos sdo formados, os quais, posteriormente, podem ser dissolvidos
em diferentes volumes de solvente. Para esses métodos de preparo de amostra, o pH
€ um parametro importante, pois influencia na seletividade dos analitos (FERREIRA
et al., 2007; ZHAO et al., 2012).

A pré-concentracdo por LLE, tem como fundamento a separacédo dos metais
em solucao entre duas fases liquidas imisciveis. Para realizar a extragéo, é necessario
um agente quelante a fim de remover os analitos em solugdo. A LLE € uma técnica
simples, porém, apresenta desvantagens como a utilizacdo de elevados volumes de
amostra e solventes organicos toxicos, gerando uma grande quantidade de residuos
(FERREIRA et al., 2007; ZHAO et al., 2012). Na SPE, ocorre a separacao dos analitos
da amostra através da retencdo em uma fase sélida e posterior eluicdo dos analitos
em um solvente adequado. Esse método permite a utilizacdo de diversos materiais
adsorventes, 0s quais podem ser materiais poliméricos sintéticos ou naturais (CAO et
al., 2023).

As caracteristicas do analito a ser pré-concentrado pelo método esta
diretamente relacionada com a escolha do melhor adsorvente a ser utilizado. Sendo
assim, através da adsorcéo dos analitos, ocorre a interacdo com 0s grupos funcionais
do adsorvente, as quais podem ser por troca ionica, formagdo de pares idnicos,
quelacdo ou polaridade. No caso de ions metalicos, estudos experimentais para o
controle de pH, tempo de extracdo, temperatura e concentracéo de ions metalicos sao
de extrema importancia (FERNANDEZ et al., 2016; FERREIRA et al., 2007; ZHAO et
al., 2012).

A SPE original é realizada em cartuchos comerciais contendo o material
adsorvente, seguido de eluicdo dos analitos com solvente adequado. Em uma escala
menor, tem-se a microextracdo em fase solida (SPME, do inglés solid-phase
microextraction), a qual é realizada com uma fibra contida em uma seringa.
Recentemente, a dSPE ou a p-dSPE foi proposta visando trazer vantagens e
facilidades em comparacdo com a SPE. Ao invés de utilizar um cartucho, na dSPE, a
amostra pode ser adicionada em um tubo de polipropileno (PP) juntamente com o
material adsorvente. Ap0s, a mistura passa por agitacdo e centrifugacdo. A amostra
(sobrenadante) é retirada e adiciona-se uma solucao/solvente adequado para a
dessorgdo dos analitos em um volume menor que o volume inicial (pré-concentragéo)
(ISLAS et al., 2017).
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A dSPE tem se destacado por apresentar muitas vantagens frente as outras
técnicas, como a utilizacdo de pouca quantidade de solventes, reduzindo o volume de
residuo gerado, curto tempo de extracao, alta eficiéncia, além da possibilidade de pré-
concentracéo dos analitos. Sendo assim, diversos estudos estdo sendo relatados na
literatura sobre diferentes adsorventes que possibilitam a pré-concentracdo dos
analitos com grande eficiéncia, como carvdo ativado, nanotubos de carbono e
quitosana, a qual € um material polimérico ndo convencional, porém economicamente
viavel (RUIZ et al., 2019; SALEHI et al., 2021; DEMIR et al., 2021).

Na Tabela 2, séo relatados diversos estudos encontrados na literatura com

base na determinacéo elementar em cervejas.



Tabela 2 — Estudos sobre a determinacéao elementar em cervejas.
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Método de preparo

Técnicade

Tipo de cerveja Analito d Condic8es experimentais ; ~ LOD Referéncia
e amostra determinagédo
L -1
Desgaseificacdo em banho (g L)
Dark, Pilsen e Cu, Mn, Pb Diluico ultrassdnico por 20 min e TS-EF-AAS Cu: 2,2 (NASCENTES et al.,
sem alcool e zZn ¢ diluigdo 1:1 e 1:5 com 0,14 Mn: 1,8 2005)
mol L'- HNOs Pb: 1,6
Zn: 0,9
Desgaseificagéo foi
realizada passando argonio (ng mL™1)
Lager, Dark, baixo pela cerveja por 1 h. cu 11
teor alcodlico e Cu, Fe e Mn MAD MAD (10,0 mL da amostra, ICP OES E c (ASFAW et al., 2005)
. e:1,1
sem élcool 5,0 mL de HNO3
concentrado e 2,0 mL de Mn: 0,3
H202 30%)
Amostra com pH ajustado
em 6, vazdo de amostra de =
. Pb SPE 6,0 mL min**, 63,0 mg de F AAS (ot (ALVES et al., 2011)
massa adsorvente e 2,0 75
mol L-1 de HNOs a uma
vazéao de 2,0 mL min!
Amostra com pH ajustado
em 8, concentracdo de
ditizona 0,0005% (p/v), 2 (ug L~
- Pb SPE mL de HNOs 1,0 mol L2, F AAS (CHENG et al., 2014)
vazao da amostra 3 mL 0,36

min-1; vazao do eluente, 0,5
mL min-!
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(Mg L)
e Al: 1,9
. Desgaseificagdo a 25 °C e ’
P"Sglr(‘: goTem Al Cgbcu € Anélise direta diluicAo 1:1 com HNO3 0,2% GF AAS Cd: 0,6 (BORGES et al., 2015)
(Viv) Cu: 2,9
Pb: 0,8
10 mL da amostra, 5 mL de
Pilsen Cﬁl/i C:,ZI:e, MAD HNO3s concentrado e 2 mL ICP OES - (WIETSZ-[)Olg)K etal,
9 de H202 30%
(Mg L)
Al: 15,4
Ba: 1,40
Ca: 970
Co: 4,0
Al, Ba, Ca, Cr. 084
Co, Cr, Cu, Diluicdes com solugéo de Cu: 2,62
A”es";‘:,’}gér?ark € Fe K, Mg, Diluig&o HNOz 1,0 mol L com MIP OES (PIRES et al., 2019)
Mn, Ni, Sr e proporc¢do de 1:4 Fe: 10,1
Zn K: 100
Mg: 30
Mn: 0,78
Ni: 3,90
Sr: 1,50
Zn: 12,6
Desgaseificacdo em um
Pilsen Cl,FeeSi MAD banho ultrassénico por 30 HR-CS GF AAS e (ng L™ (PIRES et al., 2020)

HR-CS GF MAS
min
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MAD (5 mL da amostra, 2,0 Cl: 0,05
mL de HNOs concentrado e Fe: 2,0
2 mL de H202 a 30%) Si: 0,08
5 mL de amostra, 100 pL
CCls como solvente extrator (Mg L")
Pilsen Cu DLLME e dietil ditiocarbamato de F AAS (S'LVZEO'ES etal,
s6dio (DDTC) 2% (m/v) 3.2
como agente quelante
10 mL de amostra, 75 uL
de 1,2-diclorobenzeno
como solvente extrator, 500 (Mg L)
Pilsen Fe DLLME uL de pirrolidina F AAS (SECO et al., 2024)
ditiocarbamato de aménio 9,0

(APDC) 0,5% (p/v) como
agente complexante
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3.4. Microextracdo em fase sdlida dispersiva

A dSPE é uma derivacao da SPE e vem sendo amplamente utilizada desde que
foi proposta por Anastassiades et al. (2003), como um método de preparo de amostra
eficiente na extracdo de pesticidas. O método tem sido aplicado com sucesso para
extracao, isolamento e limpeza no preparo de amostra de uma ampla variedade de
medicamentos veterinérios (ISLAS et al.,, 2017), alimentos (ONER et al., 2021) e
bebidas (ARAIN et al, 2023). A dSPE é também empregada como uma
complementacdo do método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficiente, robusto e
seguro, do inglés do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe), atuando
como uma etapa de limpeza para a determinacao de pesticidas, sendo utilizada para
a eliminacdo de possiveis interferéncias (clean-up), uma vez que podem afetar a
determinacao subsequente dos analitos (ARIAS et al., 2018; ISLAS et al., 2017). Na

Figura 3, esta mostrado um esquema da dSPE.

Figura 3 — Esquema da dSPE.
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O método consiste em adicionar um adsorvente sélido, geralmente polimérico,
a base de carbono ou derivado de silica, diretamente na amostra liquida. Apés, pode
ser empregada agitacéo por vortex (TOKAY et al., 2021) ou ultrassom (SADEGHI et
al., 2017; JAKAVULA et al.,, 2021), com posterior centrifugacdo. O emprego de
agitacao por vortex ou por ultrassom favorece a dispersao do adsorvente, favorecendo
a difusdo dos analitos. Porém, se a fonte de energia ndo for controlada, pode afetar
negativamente a extracédo, ocasionando a degradacao dos analitos (CHISVERT et al.,
2019).

Apés o processo de dispersdo, o adsorvente € isolado por centrifugacao
seguido de filtracao, se for necessario. Uma vez que o adsorvente é separado da fase
liguida, os analitos na superficie do adsorvente podem ser dessorvidos com a adicao
de solventes organicos. A dSPE é considerada um método rapido, simples e com
baixa geracdo de residuos, considerando as quantidades baixas de adsorvente e
volume de solvente, sendo mais ambientalmente amigavel do que a SPE
convencional, pois € isenta da utilizacdo de cartucho, disco ou coluna (ISLAS et al.,
2017; SCIGALSKI et al., 2020).

Os materiais utilizados como adsorventes na dSPE séo solidos que sofrem
modificacdo por meio quimico ou fisico pela adicdo de compostos quimicos que
modificam suas afinidades pelo analito. Essas modificacbes e funcionalizacdes
ampliam suas aplicacdes, permitindo retencdo maxima dos analitos e minimizando
interferéncias. No entanto, com base na crescente aplicacdo da dSPE, novos
materiais adsorventes estdo sendo investigados para serem utilizados, assim como
adsorventes provenientes de fontes renovaveis (DEMIR et al., 2021; ARAIN et al.,
2023).

Os materiais adsorventes apresentam diferentes estruturas funcionais que
podem ser modificadas, a fim de atingir maior eficiéncia de extracdo. A disperséao do
adsorvente leva a um aumento de sua superficie ativa e, portanto, a uma melhoria na
cinética de extracédo. Além disso, a dSPE permite o uso de uma quantidade menor de
adsorvente em comparac¢ao as abordagens de extracdo convencionais, resultando em
um custo menor (JAMALI et al., 2013). Na Figura 4, séo ilustradas algumas estruturas

gue os adsorventes podem apresentar.
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Figura 4 — Tipos de estrutura de adsorventes utilizados na dSPE.
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Além disso, a dSPE tem sido utilizada como preparo de amostra para posterior
determinacao e quantificacdo de diversos analitos por técnicas instrumentais como F
AAS (GHORBANIAN et al., 2019), GF AAS (CHAIKHAN et al., 2021), cromatografia a
liguido com deteccao por ultravioleta (LC-UV, do inglés liquid chromatography-
ultraviolet detection) (FLORIANO et al., 2018), espectrometria de massa (MS, do
inglés mass spectrometry) (ZHU et al., 2019), detector por arranjo de diodos (DAD, do
inglés diode array detector) (EYVAZLOU et al., 2024), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) (ABNIKI
e MOGHIMI, 2024), entre outras técnicas.

Se tratando de dSPE, nos casos em que pequenas massas de adsorvente tém
sido utilizadas (até 50 mg), os autores tém utilizado a nomenclatura de p-dSPE. Uma
vez que a quantidade de adsorvente é independente da retencdo dos analitos, estes
podem ser extraidos de forma eficaz, mesmo com massas reduzidas de amostra.
Além disso, comparado com a dSPE, a u-dSPE € um método de preparo de amostra
consolidado e conhecido pela sua simplicidade, baixo custo, menor consumo de
reagentes e curto tempo de extracdo. Essas caracteristicas trazem versatilidade para
0 método, o qual pode empregar diversos tipos de adsorventes, como mencionado

anteriormente para a dSPE (CHISVERT et al., 2019). A Figura 5 ilustra o esquema do
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meétodo u-dSPE, o qual utiliza pouca quantidade de adsorvente e amostra, logo, o

meétodo pode ser realizado utilizando microtubos Eppendorf.

Figura 5 — Esquema da pu-dSPE.
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3.4.1. A u-dSPE e a Quimica Verde

Os Principios da GAC tém norteado o desenvolvimento de novos métodos na
Quimica Analitica, apresentando simplicidade, rapidez, baixo custo e numero reduzido
de etapas no tratamento de amostras (GALUSZKA et al., 2013). A GAC enfatiza a
importancia de evitar e/ou diminuir a geracdo de residuos, priorizando métodos
miniaturizados e, consequentemente, uma menor geracdo de residuos.
Adicionalmente, a minimizacdo do uso de reagentes, o emprego de materiais de
fontes renovaveis, um menor nimero de etapas e a diminuicdo do tempo de extracéo
também sao caracteristicas da GAC. Dessa forma, o emprego de métodos visando o0s
principios da GAC pode aumentar a eficiéncia e diminuicdo dos custos do método,
gerando diversas aplicagdes.

A p-dSPE atende aos principios da GAC, proporcionando métodos
ambientalmente amigaveis, miniaturizados e com menor geracao de residuos. Esses
métodos priorizam, principalmente, o uso de materiais de fontes renovaveis,
minimizando a geracdo de residuos e o consumo de energia (FERNANDEZ et al,
2016; SILVEIRA, 2022). Portanto, a busca por novos materiais adsorventes
provenientes de fontes renovaveis que possam ser utilizados em diversos métodos
analiticos vem aumentando constantemente. A quitosana, um dos biopolimeros mais

abundantes na natureza, demonstrou interesse mundial (ALVEZ et al., 2021). Suas
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aplicacdes incluem a remocao de metais toxicos do meio ambiente (KATARINA et al.,
2008), processos de separacéo (recuperacado de metais valiosos em hidrometalurgia)
(BEGUM et al., 2021) e para fins analiticos (como pré-concentracéo prévia a analise
espectrofotométrica) (DEMIR et al., 2021; SALEHI et al., 2021).

E crescente o desenvolvimento de trabalhos que atendam aos principios da
GAC, onde o uso de adsorventes obtidos de fontes renovaveis, como crustaceos,
pode ser utilizado para adsor¢éo de inumeros elementos, como Pb (DING et al., 2021),
Te (DEMIR et al., 2021), Zn (HU et al., 2021), Ni (ELSAYED et al., 2020), entre outros.
Na literatura, varios estudos sobre suas propriedades quimicas e fisicas séo relatados.
No entanto, poucos estudos utilizam a quitosana como adsorvente para a
determinacao de metais. Dentre estes, se destacam estudos que utilizaram quitosana
em métodos de preparo de amostras, como dSPE (DEMIR et al., 2021), MSPE
(MALTEPE et al., 2020), SPE (DAl et al., 2012), entre outros. Além disso, a quitosana
tem sido usada como adsorvente em diversas amostras, como agua potavel (KAZEMI
et al., 2017), agua do mar (KATARINA et al., 2008), arroz e leite em pé (CAO et al.,
2023). Para andlises organicas, a quitosana tem sido aplicada em diversos estudos,
como na determinacao de pesticidas (SAMADIFAR et al., 2017), farmacos (ARIAS et

al., 2018), entre outros.

3.4.2. Aplicacbes da p-dSPE

Na literatura, séo reportados diversos estudos empregando a y-dSPE como
método de preparo de amostra para analise inorganica e organica. De 2000 a 2024,
foram publicados cerca de 11 mil artigos sobre u-dSPE, conforme pesquisa feita nas
bases de dados “Scopus”, “Google Scholar” e “Periédicos CAPES” com as palavras-
chave “dispersive solid-phase microextraction” e “u-dSPE”, conforme destacado na

Figura 6.
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Figura 6 — Numero de publicagdes de 2000 a 2024 sobre a u-dSPE.
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No periodo de 2000-2023 ocorreu um crescimento nas publicagdes sobre a p-
dSPE e a estimativa é que as publicacbes aumentem ainda mais durante os anos,
pois em 2024 os estudos seguem aumentando consideravelmente. A y-dSPE tem sido
amplamente aplicada em andlises organicas, como na determinagdo de compostos
fendlicos (CAO et al., 2015), pesticidas (GHORBANI et al., 2021), entre outros. No que
diz respeito a analise inorganica, a J-dSPE tem sido aplicada em amostras aquosas

e empregando diferentes tipos de adsorventes, conforme ilustrado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Trabalhos empregando a p-dSPE.

Adsorvente Amostra Analito Condigbes experimentais Técnica de determinagao LOD Referéncia
Nanotubos de 200 mL de adsorvente oxidado
carbono de . disperso a uma concentracdo de 5 mg (ng mL 1)
Agua Se L XRF (SKOREK et al., 2012)
paredes mL-1, 100 mL de amostra, agitagdo por 0,2
multiplas 5 min.
A 30 pL de adsorvente (7 mg mL %), 1,5 (Mg L™
. ua,
Oxido de g mL de amostra, agitacdo manual, 10 Cd: 0,005 (GHAZAGHI et al.,
saliva e Cd,CrePb _ _ GF AAS
grafeno ) min de centrifugacéo e 100 pL de Cr: 0,012 2016)
urina
acido nitrico 0,5 mol L. Pb: 0,035
i 10 mg de adsorvente, 100 mL de
Nanoparticulas L _ (ugL ™)
- 3 Mn(ll) e amostra, sonicagéo por 2 min, (SHIRKHANLOO et al.,
de silica Agua ] . ] F AAS Mn(ll): 0,007
Mn(VII) centrifugacao por 3 min e 500 pL de 2016)
mesoporosa Mn(VII): 0,008

HNOs 0,35 mol L?

20 mg de adsorvente, 10 pL de

. amostra, agitacdo ultrassonica por 6
Nanoparticulas

. . min, centrifugacéo a 400 rpm por 7 (ug L)
de oxido de Agua Be _ ) _ F AAS (HOSSEINI et al., 2018)
. min e 0,5 mL de é&cido férmico 0,16
cério
concentrado sob sonicag&o por 3 min
em temperatura ambiente
3 ng mL ~?
Oxido de , (ng )
Aguae  Cr(lll), Cu(ll) e 10 mg de adsorvente, 20 mL de Cr(ll): 0,15 (GHORBANI et al.,
grafeno ) ) . DPV
alimentos Pb(ll) amostra, sonicagdo por 5 min. Cu(ll): 0,02 2019)

funcionalizado
Pb(ll): 0,03
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com

dietilenotriamina

(Mg kg )
Cd: 25
Oxido de 10 mg de adsorvente, 10 mL de Cr:8
. Cd, Cr, Mn, ) , .
grafeno e Agua Ni. Pb e 7 amostra, agitacdo em voértex por 3 min, LIBS Mn: - (RUIZ et al., 2019)
i, e Zn
carvao ativado centrifugacao por 3 mim. Ni: -
Pb: -
Zn: 44
Particulas i 20 mg de adsorvente, 30 mL de
. Cha I (Mg L)
magnéticas de ) Pb amostra, agitacdo manual por 15s, 1 SQT-F AAS 777 (AKKAYA et al., 2019)
reto ,
cobalto P mL de HCI 1 mol L1
o 5 mg de adsorvente, 2 mL de amostra,
Nanocomposito . o i ]
. Agua e agitagéo em vortex por 0,5 min, (ngL™
de molibdato de ] Pb(ll) ) . ] F AAS (ARAIN et al., 2023)
alimentos centrifugacao por 3 min e 3 mL de 1,75

bismuto

HNOs 0,5 mol L.
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Nos estudos relatados na Tabela 3, diferentes formas de agitacdo tém sido
empregadas, como agitacdo manual (AKKAYA et al., 2019), por vortex (ARAIN et al.,
2023) e por banho ultrassénico (GHORBANI et al., 2019). A agitacdo na y-dSPE é um
fator importante, visto que uma agitacéo eficiente favorece a cinética do processo de
transferéncia de massa, uma vez que a eficiéncia de extracdo depende diretamente
da superficie de contato entre os analitos e o adsorvente (KHEZELI et al., 2017). A
natureza e as propriedades fisico-quimicas do adsorvente sdo muito importantes para
obter uma extracgéo eficiente. Sendo assim, 0s principais requisitos que um adsorvente
precisa possuir para ser utilizado na pu-dSPE é: i) ter elevada area superficial e ii)
dispensabilidade em amostras liquidas (SCIGALSKI E KOSOBUCKI, 2020).

3.5. Quitosana

3.5.1. Fonte e processo de obtencéo

A quitosana é um polissacarideo natural, denominado de biopolimero, possui
elevada solubilidade em meio acido, sendo obtido através da desacetilacdo alcalina
ou enziméatica da quitina, a qual é o segundo biopolimero mais abundante da natureza,
depois da celulose (AZAROVA et al.,, 2016; GUIBAL, 2004). A quitina € um
polissacarideo de cadeia longa, insoluvel em solventes organicos e em agua, sendo
obtido principalmente do exoesqueleto de crustaceos, embora outras fontes como a
parede celular de fungos e outros materiais biol6gicos possam ser utilizadas (ALVES
et al., 2021). A quitina e seus derivados séo provenientes de compostos renovaveis,
biodegradaveis e nado téxicos que apresentam diversas propriedades biolégicas
(HAMED et al., 2016). De acordo com a Figura 7, a principal diferenca estrutural entre
quitina e quitosana € a substituicho do grupo acetamida no C-2 (posicdo 2 do
carbono), que afeta significativamente a solubilidade do material, bem como o grau de
desacetilagdo (RINAUDO, 2006). A quitosana € um biopolimero insollvel em agua,
alcool, acetona e acidos concentrados. No entanto, € solGvel na maioria dos acidos
inorgéanicos diluidos, como HCI e HNOg, resultando em solugdes viscosas (AHMED et
al., 2016). Além de sua alta solubilidade em acidos inorganicos, a quitosana também
€ altamente soluvel em &cidos organicos diluidos, como acido acético, acido citrico e

acido férmico (AHMED et al., 2016). As limitages fisico-quimicas da quitina, como
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sua insolubilidade em agua e na maioria dos solventes organicos, juntamente com a
dificuldade de modificar sua cadeia polimérica, representam desafios para o uso em
larga escala (MOURA et al., 2011; MARAGON et al., 2020).

Figura 7 — Estrutura da quitina e da quitosana a partir da desacetilacéo da quitina.
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Fonte: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al. (2015).

A conversao da quitina em quitosana pode ser feita por métodos alcalinos ou
enzimaticos (ALVES et al., 2021). Os métodos alcalinos requerem o uso de bases,
enquanto os métodos enzimaticos dependem de microrganismos que produzem
acidos organicos e enzimas para as etapas de desmineralizacao e desproteinizacao
(ARBIA et al.,, 2013). O método mais comumente utilizado para a obtencdo da
quitosana é a desacetilacédo alcalina, devido ao seu curto tempo de processamento,
simplicidade e baixo custo (MOURA et al., 2011). O método enzimatico, por outro lado,
€ usado com menos frequéncia, pois é principalmente um processo em escala
laboratorial com alto custo operacional (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ALVES et al.,
2021).

O método de extragao de residuos de crustaceos na quitina envolve trés etapas
principais: desmineralizacéo, desproteinizacédo e desodorizacdo (ALVES et al., 2021),
conforme diagrama do processo de extracdo apresentado na Figura 8. Essas etapas
sdo projetadas para remover carbonatos, proteinas e pigmentos do material. Antes da
primeira etapa, o residuo passa por um pré-tratamento, onde é lavado em agua
corrente para separar material grosso, como fibras e qualquer outra substancia que

possa acompanhar o residuo e interferir nos resultados (MOURA et al., 2021). No
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estagio de desmineralizacéo, solu¢des acidas como HCIl, HNOs, H2SO4, HCOOH e
H3CCOOH séo aplicadas sob condigbes variaveis de temperatura e tempo para
reduzir o teor de cinzas da matéria-prima. Durante a fase de desproteinizagéo,
solucdes basicas, como NaOH, sédo usadas para reduzir o teor de proteina, levando a
hidrolise dos grupos acetamida do polimero (CAMPANA-FILHO et al., 2007; MOURA,
2014). A etapa final € a desodorizacéo, na qual os pigmentos e odores da matéria-
prima séo removidos usando solventes organicos como hipoclorito, acetona e etanol
(CAMPANA-FILHO et al., 2007; WESKA et al., 2007; ARBIA et al., 2013; MOURA et
al., 2021; ALVES et al., 2021).

Figura 8 — Etapas do processo de obtencdo da quitina.
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Apobs a obtencao da quitina, é realizado um processo de desacetilagdo alcalina
para produzir quitosana. Este processo envolve uma solugdo béasica, normalmente
NaOH, em altas temperaturas. Apos a desacetilacdo, o biopolimero ja € considerado
quitosana, porém, passa por um processo de purificacdo para diminuir o contetdo de

cinzas e consequentemente concentrar a quitosana. O processo de sintese e



purificacdo da quitosana consiste em diversas etapas,

apresentado na Figura 9.

Figura 9 — Etapas do processo de obtencdo da quitosana.
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conforme diagrama

Retirada do precipitado

Retirada dos reagentes

H.0

O grau de desacetilacdo da quitosana depende da temperatura da reacéo,

duracéo e concentracdo da solucao alcalina. Uma vez obtida a quitosana, a mesma

passa por purificacdo e secagem para garantir que o material seja armazenado em

local seco, preservando suas propriedades fisico-quimicas (CAMPANA-FILHO et al.,

2007; WESKA et al., 2007). Para manter essas propriedades, é fundamental que o

teor de umidade permaneca abaixo de 10%, enfatizando a importancia da fase de

secagem na prevencdo de interferéncias na polimerizagcdo. A quitosana contém

unidades monomeéricas de carboidratos, que podem ser afetadas por temperaturas

elevadas, levando a degradagcédo do polimero. Portanto, o controle de temperatura

durante o processo de producdo € essencial, pois as cadeias poliméricas sao
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sensiveis ao calor. Elevadas temperaturas também podem influenciar o desempenho
do biopolimero em métodos analiticos, dependendo da duracdo da exposicao
(DOTTO et al., 2011). Véarios métodos de secagem para quitosana sao relatados na
literatura, incluindo liofilizacdo (SONG et al., 2021), secagem em leito fluidizado
(COSTA-SILVA et al., 2021) e secagem em leito de jorro e bandeja (DOTTO et al.,
2011).

3.5.2. Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas da quitosana resultam em menor
cristalinidade, comparado a quitina, o que a torna soltvel na maioria dos acidos, como
HNOs e HCI. A cristalinidade da quitosana € influenciada pelos grupos hidroxila e
amino em sua estrutura polimérica, que dependem em grande parte da orientacao da
cadeia molecular. Em meio acido, ocorre a protonacao dos grupos amino ao longo da
cadeia polimérica, criando multiplos sitios catidbnicos e aumentando a solubilidade da
quitosana. Além disso, os grupos amino exibem forte atracdo por ions metalicos
(GERHARDT et al., 2020). Essa propriedade torna a quitosana atraente para o uso
como adsorvente em métodos de preparo de amostras, devido a sua capacidade de
adsorver uma ampla gama de poluentes de amostras liquidas e sélidas (GERHARDT
et al., 2020; NGAMSURACH et al., 2022).

A quitosana pode adsorver varios ions metélicos, incluindo Pb (DAI et al., 2012)
e Cd (BANDFORUZI et al., 2019). A adsorcdo de metais pode ocorrer por quelacao
em solu¢des neutras ou por protonacdo em solucdes &cidas, dependendo se o0s
metais sdo catibnicos ou anibnicos. Este processo € impulsionado por forcas
eletrostaticas e pelos pares de elétrons livres de nitrogénio dos grupos amino, que
variam dependendo do pH da solucédo, permitindo que a quitosana seja utilizada de
diferentes maneiras, independentemente de sua funcionalizagdo (GUIBAL, 2004).

No entanto, parametros-chave como solubilidade e pH, podem afetar o
desempenho da quitosana como adsorvente em métodos analiticos se a reticulacéo
adequada ou a modificacdo quimica ndo forem aplicadas. Sua baixa cristalinidade,
baixa resisténcia mecanica e instabilidade em meio acido sdo desvantagens. A
solubilidade da quitosana em solu¢cbes com pH abaixo de 4 € uma limitacao

significativa (WESKA et al., 2007). A guitosana quimicamente modificada demonstra
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adsorcao aprimorada em ambientes de pH acido e neutro, mas a medida que o pH
aumenta, o aumento da concentracdo de ions OH- inibe a adsorcéo efetiva (WESKA
et al., 2007; UPADHYAY et al., 2021).

A determinacdo de metais presentes nos niveis de ppm e ppb geralmente
requer uma etapa de pré-concentracao usando solventes inorganicos para aumentar
a sensibilidade e eliminar ou reduzir significativamente o efeito da matriz que pode
interferir no sinal analitico (OSHITA et al., 2008). Consequentemente, a aplicacdo de
materiais a base de quitosana em métodos analiticos, bem como seu uso como
adsorventes, tem sido de grande interesse pelos quimicos analiticos, incluindo o seu
uso como clean-up, para a remocao de diferentes matrizes (MLADENOVA et al.,
2011).

Consequentemente, o desenvolvimento de estudos alinhados aos principios da
GAC esta em ascensao, enfatizando o uso de adsorventes derivados de fontes
renovaveis, como crustaceos, para a adsorcao de diversos ions metalicos. A literatura
contém inumeros estudos com foco nas propriedades quimicas e fisicas da quitosana,
bem como sua aplicacdo como adsorventes para a determinacao de metais (CAO et
al., 2023; ARPUTHARAJ et al., 2024).

3.6. Esponja de Quitosana

A quitosana é um biopolimero muito verséatili em relagcdo as modificagBes
estruturais, principalmente quando comparada com outros polissacarideos, devido a
presenca dos grupos funcionais (-OH) e (-NH2) em sua estrutura quimica. Em virtude
da presenca desses grupos, 0s agentes reticulantes reagem quimicamente,
ocasionando modificacdes na cadeia polimérica e, consequentemente, alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas do biopolimero. As modificacdes na estrutura da
quitosana, sejam elas fisicas ou quimicas, proporcionam um aumento de reatividade,
uma ampliacdo da faixa de pH de trabalho e podem aumentar a capacidade de
adsorcdo (RINAUDO, 2006). Além disso, as modificacbes sdo realizadas a fim de
melhorar as propriedades da quitosana e ampliar suas aplicagdes como adsorvente,
uma vez que podem ser utilizados diversos agentes reticulantes para o processo,
principalmente quando existe a necessidade da utilizagdo da quitosana em meio acido
(SILVA, 2024).
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O glutaraldeido é o agente reticulante mais empregado na modificacdo quimica
da quitosana, pois possui grupos funcionais ativos e baixa massa molar, permitindo
interacbes que provocam uma “quebra” das cadeias poliméricas da quitosana,
contribuindo com a resisténcia térmica, mecanica e com o pH (BERGER, 2004). A
reticulacdo da quitosana com glutaraldeido a torna mais resistente do ponto de vista
quimico, visto que as propriedades fisico-quimicas podem favorecer o emprego do
material reticulado para ions metédlicos. A Figura 10 mostra uma representacao
esquematica da reacdo da quitosana com glutaraldeido.

Figura 10 — Estrutura da quitosana reticulada com glutaraldeido.
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Os sitios ativos da quitosana possibilitam a adi¢cdo de aldeidos monofuncionais,
como o formaldeido, ou bifuncionais, tais como o glioxal e/ou o glutaraldeido, como

agentes reticulantes, formando as bases de Schiff, também denominadas de iminas,
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as quais sao formadas pela condensacéo de uma amina primaria com uma carbonila,
sob condicfes especificas, formando as ligagbes C=N (MCMURRY, 2012).

A modificacdo quimica da quitosana ocorre a partir da inser¢cdo de um agente
reticulante na sua estrutura que favorece a formacéo do hidrogel de quitosana, o qual
apresenta desempenho promissor em solucdes acidas e resisténcia mecanica (LU et
al., 2018; SILVA, 2024). A partir dos hidrogéis, a liofilizacdo deste material resulta em
modifica¢cdes quimicas, que sdo capazes de ampliar sua &rea superficial, melhorando
ainda mais sua solubilidade em meio acido (POON et al., 2014; SILVA, 2024).

Os métodos de preparo de amostras e as técnicas instrumentais de analise tém
avancado constantemente na Quimica Analitica, norteando inumeros trabalhos.
Diversos pesquisadores estdo desenvolvendo novos materiais adsorventes, a fim de
melhorar os meétodos atuais e tornd-los mais eficientes. Recentemente, uma
alternativa como adsorvente para o preparo de amostra vem ganhando visibilidade
por diversas caracteristicas e propriedades que podem influenciar positivamente na
eficiéncia dos métodos de extracdo, por serem materiais oriundos de fontes
renovaveis. A utilizacdo de materiais esponjosos como adsorventes apresenta
caracteristicas favoraveis para uma eficiente extracdo de ions metalicos, como
elevada area superficial e estrutura propicia para diversas ligacbes devido a seu
grande numero de poros (CHATZIMITAKOS E STALIKAS, 2020).

No que diz respeito ao emprego da esponja de quitosana (a qual pode ser
reticulada na presenca de glutaraldeido), o nimero de estudos com enfoque analitico
€ ainda menor. Na y-dSPE, quando o objetivo é a extracdo e pré-concentracao de
analitos inorganicos, uma solucdo aquosa acida diluida deve ser empregada na etapa
de dessorcdo. No entanto, em pHs muito acidos a quitosana pode ser solubilizada.
Portanto, o uso da esponja de quitosana pode ser uma alternativa interessante, pois
a reticulacao permite diminuir a solubilidade da quitosana em meio acido, permitindo
assim, o seu emprego do ponto de vista analitico na y-dSPE.

Dinu et al. (2021) desenvolveram esponjas a base de quitosana para a
determinacado de Co(ll), Cu(ll) e Fe(lll) em amostras de agua. A esponjas foram
reticuladas com glutaraldeido e funcionalizadas por acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e acido dietilenotriaminopentacético (DTPA), aprisionando uma zedlita natural
a partir de uma técnica de segregacdo de gelo. As estruturas das esponjas sao
ilustradas na Figura 11.
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Figura 11 — Estruturas quimicas da quitosana (CS), glutaraldeido (GA), zedlita (Z),
funcionalizado com &acido etilenodiaminotetracético (CS-EDTA) e funcionalizado com

acido dietilenotriaminopentacético (CS-DTPA).
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Fonte: Adaptado de Dinu et al., (2021).

Neste estudo, os ions Fe(lll) obtiveram melhor adsor¢do em solucdo com pH 4,
enquanto Co(ll) e Cu(ll) foram adsorvidos em solu¢cdo com pH 6. Além disso, foi
estudada a reutilizacdo do adsorvente a base de quitosana e foi obtida uma eficiente
extracdo mesmo apo6s o quinto ciclo de sorcédo/adsorgéo, destacando a estabilidade

guimica do material para a determinacdo de metais em amostras de agua.

3.7. Aplicagdes da Quitosana em Quimica Analitica

Na literatura, sdo relatados diversos estudos utilizando quitosana aplicada a
Quimica Analitica. Portanto, foi realizada uma pesquisa nas bases de dados Scopus,
Google Académico e Periddicos CAPES, abrangendo os anos de 2000 a 2024, com
as palavras-chave 'determinacéo de elementos-traco usando quitosana' e ‘quitosana
aplicada a quimica analitica’. Vale ressaltar que, embora muitos artigos sobre
quitosana explorando cinética e termodinamica estejam disponiveis na literatura, o
estudo da quitosana como adsorvente para a determinacdo de metais de uma

perspectiva analitica estda aumentando a cada ano. Além dos varios tipos de quitosana
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usados nesses estudos, vale ressaltar que a quitosana tem sido comumente aplicada
em meétodos de preparo de amostras, particularmente em extracdes solido-liquido
(CAO et al., 2023), filtracdo simples (HAMZA et al., 2021) e digestdo acida
(ARPUTHARAJ et al., 2024). Cada método permite o uso de quitosana em diferentes
formas para adsorver e/ou pré-concentrar os analitos, exigindo posteriormente uma
técnica de quantificacdo apropriada com base nos objetivos especificos do estudo
(MLADENOVA et al., 2011).

Na Tabela 4, sdo apresentados artigos com foco em andlise inorganica para a
determinacdo de elementos-traco em diferentes amostras com diferentes tipos de
quitosana. As modificacdes fisicas e quimicas da quitosana sao extensas e Sao

aplicadas em varios métodos de preparo de amostras e técnicas analiticas.
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Tabela 4 — Pesquisa utilizando quitosana como adsorvente na preparacao de amostras para analise inorganica.

. . . Técni A
Tipo de quitosana Amostra Analito Preparo de amostras ecnlf:a d? Referéncia
determinacao
. . . Ag, Al, Cd, Co, Fe, Ni,
Resina Agua do rio Pb. U e Zn SPE ICP-MS (LEE et al., 2000)
Resina Agua Ni e Pb SPE ICP-MS (GAO et al., 2002)
Resina Agua do mar Ag SPE ICP-MS (KATARINA et al., 2006)
Resina Agua cd, Ga’_ll_?]’:l\l} Pb, Sc, Pré-concentragao Online ICP OES (HAKIM et al., 2007)
Resina Agua Ag, Be, CL?’e(i/O' Ni, Pb, - ICP OES (SABARUDIN et al., 2007)
Flocos Agua U SPE ICP OES (OSHITA et al. 2008)
Resina Agua Zn Pré-concentracéo Online F AAS (CARLETTO et al., 2008)
Ag, Al, As, Ba, Be, Bi,
Ca, Cd, Co, Cs, Fe, Ga,
Resina Agua do mar Hg, In, K, Li, Mg, Mn, SPE ICP-MS (KATARINA et al., 2008)
Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr,
TI, Th,
Esponja Agua Cd, Cu,PbeV SPE ICP OES (CHEN et al., 2009)
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Flocos Agua As - GF AAS (GERENTE et al., 2010)
Membrana Agua Cd,, NiePb SPE E AAAA, (MLADENOVA et al., 2011)

Resina Agua Ge SPE ICP-MS (SABARUDIN et al., 2011)
Enxertada com Arenque,
nanotubos de espinafre, agua Cr,PbeV SPE ICP-MS (DAl et al., 2012)

carbono de paredes do rio e agua da
multiplas torneira
Com liquido idnico Agua Co, e Ni Pre-concentragao por ICP-MS (ZAWISZA et al., 2013)
liquido iénico
Nanoparticulas Agua Hg SPE CV-AAS (ZIAEI et al., 2014)
Filme Agua Al Cd, CO’ZEG’ Ni, Pbe SPE ICP-MS (DJERAHOV et al., 2016)
Agua de pogo,
Magnético agua potavel, Zn SPE F AAS (KAZEMI et al., 2017)
ché preto, arroz e
leite
Esponja Solo Eu SPE ICP OES (BAl et al., 2018)
Resina Solo U SPE UV-Vis (LIU et al., 2019)
] Agua, sol
Nanoparticulas gua, solo € Hg ; PIC-EM/MS (SADANI et al., 2019)
alimentos

Nanoparticulas Agua La u-SPE ICP OES (RAJABI et al., 2019)
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Magnético

Agua

(GHORBANIAN et al.,

Pb MDSPE F AAS 2019)
vegnetco  Aguaelette 20 vDSPE F ans (ABDOLMOHAVIAD:
Hidrogel Agua As MSPE SQT-FAAS (MALTAPE, 2020)
Microesferas Arroz, trigo e cha CdePb SPE GF AAS (HUANG et al., 2020)
P Agua U Flutuacéo TXRF (SZLACHTA et al., 2020)
Modificado Agua Ni - ICP-MS (ELSAYED et al., 2020)
Magnético Agua Cd, e Pb SPE F AAS (HOSAIN et al., 2020)
P6 Agua Cd, Fe, Mn, Pb e Zn - ICP OES (JAGABA et al., 2021)
Esponjas Agua e solo As, Cd, Cue Pb - ICP-MS (LIetal., 2021)
P6 Solo Zn Filtrac&o F AAS (HU et al., 2021)
Po Agua Ni, Hg e Zn - ICP OES (BENETTAYEB et al., 2021)
P6 Agua e aguas Cd e Pb Filtrac&o ICP OES (HAMZA et al., 2021)
residuais
Magnético Agua Cd,ePb dSPE F AAS (SALEHI et al., 2021)
Esponja Agua Co,CueFe Filtrac&o F AAS (DINU et al., 2021)
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Agua e

Microesferas . As e Cd - AAS (ZHANG et al., 2021)
sedimentos
Hidrogel magnético Agua Te dSPE SQT-F AAS (DEMIR et al. 2021)
Microesferas Sal Pb SPE GF AAS (DING et al., 2022)
Microesferas Arroz epf'te em Cr,Cd,Cr,Pbe V SPE ICP-MS (CAO et al., 2023)
Nanoparticulas Leite CdePb Digestao acida GF AAS (ABDELNABY et al., 2023)
Microparticulas Agua Ce - ICP-MS (ALJOHANI et al., 2024)
Filme Urina As e Cr Digestéo acida GF AAS (ARPUTHARAJ et al., 2024)
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A escolha da melhor técnica analitica para uma analise requer uma
compreensao, tanto da aplicacdo, quanto das vantagens e desvantagens de cada
técnica instrumental. ParAmetros como sensibilidade, capacidade de detecgdo, tempo
de analise, custo e compatibilidade com a amostra sdo fundamentais para a selecédo
da técnica adequada (KRUG, 2019; DEMATTE et al., 2019). Como pode ser visto na
Figura 12, a literatura apresenta diferentes técnicas para determinacdo elementar,
incluindo F AAS, GF AAS, HG-AAS e técnicas voltamétricas, que normalmente

permitem determinacdes monoelementares (DEMATTE et al., 2019).

Figura 12 — Técnicas de determinacdo elementar utilizando quitosana como

adsorvente em analise inorganica.

UV-Vis Outros
CV-AAS _ 2% 5%
2%

ICP-MS
31%

F AAS
24%

ICP OES

22%
GF AAS

Entre as técnicas multielementares, a ICP OES e a ICP-MS sao particularmente
notaveis. Além disso, a técnica HR-CS AAS pode facilitar a determinacdo de um ou
mais elementos, oferecendo vantagens como maior sensibilidade, baixa massa de
amostra, menor consumo de reagente e capacidade de analise direta de sé6lidos. Com
a crescente demanda por métodos de preparo de amostras seletivos e de baixo custo,
tem sido cada vez mais necessario investigar métodos de extracdo e pré-
concentracdo em conjunto com técnicas instrumentais de analise que atendam a
analises de amostras complexas e a determinacdo de analitos inorganicos em baixa

concentracao.
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Em relacdo ao preparo de amostra empregando quitosana para a determinacao
elementar, a Figura 13 destaca a maioria dos estudos que empregam a SPE e suas
variagbes, como dSPE, MSPE, MDSPE e p-SPE. A quitosana é um biopolimero facil
de obter e altamente versatil. Quando proveniente de residuos da industria pesqueira,
ajuda a prevenir a contaminacdo ambiental, promovendo a preservacdo ambiental e
aderindo aos principios da GAC. Consequentemente, numerosos estudos exploraram
diferentes tipos de quitosana, muitas vezes modificando-a para aplica¢des especificas
(HAMZA et al.,, 2021). As pesquisas utilizando métodos de extracdo e pré-
concentracdo para determinacdo de metais com quitosana ainda estdo em
crescimento, pois a maioria dos estudos se concentra na determinagdo de compostos

organicos e na caracterizacao desses biopolimeros.

Figura 13 — Métodos de preparacdo de amostras utilizando quitosana como

adsorvente em analises inorganicas.

Outros

28%
Pré-concentragdo

online l
dSPE
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Lee et al. (2000), foi um dos primeiros estudos a empregar a pré-concentracao
de metais e a eliminagéo de matriz usando uma resina a base de quitosana em SPE,
seguida pela determinacdo de Ag, Al, Cd, Co, Fe, Ni, Pb, U e Zn por ICP-MS em
amostras de agua. A resina a base de quitosana adsorveu efetivamente esses ions
metalicos em amostras de agua, produzindo resultados satisfatérios com HNOs como
eluente. Os autores destacaram que a modificacdo quimica da quitosana foi

particularmente adequada para uso em altas concentragdes de acido.
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Ao longo dos anos, varios estudos empregaram a SPE. Por exemplo, Cao et
al. (2023), utilizaram microesferas de quitosana sintetizadas reticuladas com acido
tartarico e enxertadas com poli (4cido N-metacriloil-L-alanina) (PNMA-TACS), que
foram usadas como adsorventes na SPE para a separacao de ions metalicos em nivel
traco, incluindo As, Cd, Cr, Pb e V em amostras de arroz e leite em pé. A determinacgéo
elementar subsequente foi realizada usando ICP-MS. O adsorvente foi caracterizado
e 0s principais parametros que influenciam o método de preparo da amostra, como
pH, quantidade de adsorvente e concentracao e volume da solucao de extragéo, foram
otimizados. Os limites de deteccéo (LODs) variaram de 1,1 a 3,7 ng L™ . Além disso,
foram realizados ensaios de recuperacdo, obtendo recuperacdo satisfatoria de até
103%. O método proposto apresentou alta sensibilidade e precisédo e as microesferas
apresentaram maiores areas superficiais, além de obterem baixa interferéncia.

Se tratando de dSPE, Demir et al. (2021) empregaram a extracao dispersiva
em fase solida a base de hidrogel de quitosana magnética (MCH-dSPE) para a
determinacdo de Te em aguas residuais, agua de abastecimento e 4gua mineral
usando a espectrometria de absorgcéo atbmica com chama em tubo de quartzo com
fenda (SQT-F AAS). Parametros como pH, volume de tamp&o, quantidade de hidrogel,
periodo de mistura e volume de eluente foram otimizados. O LOD e o LOQ foram de
19 e 63 pg L?, respectivamente. Para avaliar a aplicabilidade do método, foram
realizados estudos de recuperacdo em amostras de adgua mineral, agua de torneira e
aguas residuais. Os resultados de recuperacdo estiveram em aproximadamente
100%. O estudo demonstrou que o uso de hidrogel de quitosana como adsorvente na
dSPE produziu resultados satisfatérios para a pré-concentracdo de Te, oferecendo
um método simples, de baixo custo e ecologicamente correto.

Da mesma forma, Salehi et al. (2021) desenvolveram um método de pré-
concentracdo utilizando quitosana magnética reticulada com base Shiff sintetizada a
partir de metionina e glutaraldeido (MG-Chi/FesO4) como adsorvente para a
determinacdo de Cd, Cu e Pb em amostras de agua por F AAS. Parametros
importantes como pH, tipo e volume de eluente, tempo de eluicéo, tempo de extragéo,
guantidade de adsorvente, volume da amostra e efeito de possiveis ions interferentes
foram avaliados. Os LODs foram 0,10, 0,22 e 0,24 ug L para Cd, Cu e Pb,
respectivamente. Além disso, foram realizados testes de recuperagdo, obtendo

recuperacdes de 100 a 102%.
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Recentemente, Aljohani et al. (2024) desenvolveram microparticulas de
quitosana como um produto de base biolégica a partir da impresséo de ions Ce3*. As
microparticulas foram modificadas com hidrazina tiossalicilica (TSCS), que foram
produzidas por cianoacetilacdo de quitosana. Em seguida, a funcionalizagdo com
hidrazina foi realizada para finalmente ligar as particulas de tiossacarato a estrutura.
Os produtos obtidos a partir da acetilagdo da quitosana séo sollveis em agua, devido
a uma distribuicdo aleatoria dos grupos acetil espalhados por toda a cadeia polimérica.
A reagcdo ocorre em meio heterogéneo, conservando as regifes cristalinas do
polimero (GARCIA et al., 2008; ALJOHANI et al., 2024). As microparticulas de Ce-
TSCS foram impressas em ions, sintetizando o composto TSCS com Ce?* e
reticuladas com glutaraldeido. Os fons Ce3* foram dessorvidos do polimero usando
uma solucédo contendo EDTA e HNOs. O método apresentou seletividade favoravel
para a remocgédo de Ce?*, além de suas caracteristicas mostrarem que o biopolimero
pode ser usado para remover outros fons, como La®* e Cd?*, presentes nas aguas

residuérias.



4.MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacao

As determinacdes de Fe foram realizadas em um espectrometro de absorcéo
atbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS) modelo ContrAA 700
(Analytik Jena, Alemanha), o qual possui atomizacéo em forno de grafite e por chama,
conforme Figura 14. O equipamento conta com uma lampada de arco curto de Xe
(Analytik Jena), cuja emisséo de radiacdo compreende a faixa continua de 185 a 900
nm. O monocromador de alta resolucdo (DEMON) é constituido por um prisma para
pré-selecdo de ordens espectrais, seguido de uma fenda intermediaria ajustavel e
uma rede Echelle. Nas determinagbes de Fe por HR-CS F AAS (empregado no
método proposto) foi utilizada a linha de ressonancia principal em 248,3270 nm. Todas

as medicles de Fe por HR-CS AAS foram feitas monitorando o pixel central (CP) + 1.

Figura 14 — Espectrometro de absorgéo atdmica de alta resolugéo com fonte continua
(HR-CS AAS) utilizado para as determinacgdes.

Fonte: Prépria autora.
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A desgaseificacdo das amostras foi realizada em banho de ultrassom modelo
CUS3203B (Cristofoli, Brasil), com capacidade para 2,5 L e frequéncia de 42 kHz, com
amplitude variavel e poténcia de 170 W. Para a desgaseificacdo, as amostras foram
sonicadas em béqueres de vidro.

Para o preparo das amostras por udSPE foram utilizadas uma balanca analitica
modelo AG220A (Gehaka, Brasil), um medidor de pH modelo PH140 (Simpla, Brasil),
um agitador vértex modelo K45- 2810 (Kasvi, Brasil) e uma minicentrifuga modelo
8011154 (Biopet, Brasil) com capacidade para 8 eppendorfes de 2 mL e velocidade
maxima de 7200 rpm. Para a filtracdo dos extratos da pdSPE, foram utilizadas
seringas de polipropileno (PP), com capacidade de 1 mL (Medix, Brasil), agulhas de
seringa hipodérmica 13 x 0,45 mm (Medix, Brasil) e filtros de seringa com 0,22 ym de
didmetro de poro (Filtrilo, Brasil).

4.2. Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solu¢bes foram preparadas
utilizando agua ultrapura purificada em um sistema (resistividade 18,2 MQ cm) de
purificacdo modelo Direct-Q UV3® (Millipore, USA). Para o desenvolvimento dos
métodos, foram utilizadas solucdes estoque de referéncia de Fe(NOz)2 1000 mg L™
(Specsol, Brasil). As soluctes de referéncia dos analitos foram preparadas através de
diluicbes sucessivas a partir da solugdo estoque. Para o ajuste de pH da amostra
foram preparadas solucdes a partir de NaOH 99% (Sigma Aldrich, USA) e HCI 37%
(Merck, Alemanha). As solucdes extratoras para a {dSPE foram preparadas a partir
de HNO3 65% (Merck, Alemanha). Ambos os acidos (HNOs e HCI) foram previamente
destilados em destilador sub-boiling modelo DuoPUR® (Milestone, Italia).

Os materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho foram
descontaminados com agua e detergente Extran® neutro (Merck). Em seguida, foram
enxaguados com agua ultrapura e descontaminados por imersdo em banho de HNO3
20% (v/v), por cerca de 24 h. Apoés este periodo, os materiais foram lavados com agua

ultrapura e secas em temperatura ambiente.
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4.3. Amostras

As amostras de cerveja avaliadas foram adquiridas no comércio local da cidade
de Pelotas-RS. O critério para a escolha das amostras foi avaliar cervejas com
fermentacao alta e baixa, utilizando diferentes estilos, conforme é apresentado na
Tabela 5. A cerveja do tipo Pilsen foi empregada durante a otimizacéao da u-dSPE, por
ser o estilo mais consumido. No laboratério, as amostras foram submetidas a um
banho ultrassbnico para a desgaseificagdo em temperatura ambiente, armazenada

em tubos de PP e mantidas sob refrigeracdo até o momento das analises.

Tabela 5 — Amostras de cerveja utilizadas no desenvolvimento do trabalho.

Amostra Estilo Fermentacao
Amostra 1 Pilsen Baixa
Amostra 2 Amber Lager Baixa
Amostra 3 IPA Alta
Amostra 4 Pale Ale Alta
Amostra 5 Weiss Alta
Amostra 6 Blond Ale Alta

4.4. Pré tratamento das amostras

As amostras foram colocadas em um béquer e desgaseificadas. Na
desgaseificacdo, as amostras foram submetidas a um banho ultrassdnico durante 4
ciclos de 480 s, totalizando 32 min. Em seguida, as amostras foram armazenadas em
tubos de PP, sob refrigeracéo.

4.5. Obtencéo das esponjas de quitosana

4.5.1. Extracéo da quitina
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Os residuos de carapacas de camarédo utilizados para a extracdo da quitina
foram obtidos de uma industria pesqueira da cidade do Rio Grande-RS e

armazenados em um freezer (-18 °C) até seu devido tratamento quimico.

4.5.2. Pré tratamento dos residuos

Os residuos foram submetidos a um pré-tratamento, onde foram lavados em agua
corrente tendo como objetivo a separagéo do material grosseiro, como tecidos e todo
o material que pode acompanhar os residuos e interferir nos resultados. Apos a
lavagem, os residuos foram desmineralizados, a fim de reduzir o teor de cinzas da
matéria-prima. Dessa forma, foi utilizado HCI 2,5% (v/v) sob agitacdo em temperatura
ambiente, durante duas horas. Em seguida, foram feitas lavagens com &gua, atingindo
assim, pH neutro. Na etapa de desproteinizacdo ocorreu a reducdo do teor de
proteinas. Ao produto intermediario proveniente da desmineralizacdo foi adicionada
uma solucao de NaOH 5% (m/v). Em seguida, o material foi submetido a uma lavagem
com agua até pH neutro. A desodorizagdo foi realizada adicionando solucdo de
hipoclorito de sédio 0,36% (v/v), sob agitacdo. Novamente, foram realizadas lavagens
com agua até pH neutro. Entdo, a quitina foi desidratada e moida para posterior
desacetilacdo, para enfim obter a quitosana (SOARES et al., 2003; WESKA et al.,
2007).

4.5.3. Desacetilacao da quitina

O processo de producdo de quitosana foi feito a partir da reacdo de
desacetilacdo da quitina. A reacao foi realizada com quitina moida e utilizando uma
solucdo de NaOH 45% (m/v) durante 240 min a uma temperatura de 135 °C. A

proporcao entre massa de solugdo NaOH e quitina foi de 20:1.
4.5.4. Purificacdo da quitosana
Com a obtencdo da quitosana, o material foi submetido a processos de

dissolucéo, precipitacdo e centrifugacdo para a retirada dos reagentes em excesso
(WESKA et al., 2007). A purificacdo da quitosana ocorreu apos sua dissolucdo em
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acido acético 1% (v/v). A solucao foi centrifugada durante 30 minutos a fim de retirar
o material ndo dissolvido pelo acido. Em seguida, a precipitacdo total da quitosana
ocorreu por adicdo de hidroxido de soédio 8% (m/v) até pH 12,5 e, posteriormente, a
solugcdo foi neutralizada com a adicdo de acido acético 1% (v/v). A solucao
neutralizada foi submetida a centrifugacéo para a separacéo do sobrenadante. Sendo

assim, o material final foi lavado com agua corrente e realizou-se a sua secagem.

4.5.5. Secagem

A quitosana foi submetida a uma secagem em leito de jorro a fim de obter uma
quitosana com alta qualidade e apropriada para a posterior funcionalizagéo. Esse tipo
de secagem é realizado em materiais sensiveis ao calor, fazendo com que suas
caracteristicas fisico-quimicas sejam mantidas por um curto periodo de secagem. No
leito de jorro, a secagem da quitosana foi realizada a 95 °C até sua completa
desidratacédo (DOTTO et al., 2011).

4.5.6. Preparacao das esponjas de quitosana

ApG6s a quitosana seca, 0 material foi submetido a um processo de
funcionalizacdo, onde foi adicionado o D-glutaraldeido a fim de se obter um hidrogel.
Em seguida, o hidrogel foi submetido a baixas temperaturas e liofilizado para enfim
serem obtidas as esponjas de quitosana (MOURA et al., 2011; RINAUDO, 2006).
Primeiramente, a quitosana seca foi colocada em um béquer, conforme Figura 15, e

em seguida, dissolvida em acido acético 1% (v/v) durante 24 h, sob agitacao.
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Figura 15 — Quitosana em solucao de acido acético 1% (v/v) para posterior dissolucao.

Apos a dissolucdo completa, a solucédo foi colocada em uma placa de petri e foi
adicionado 1,5% de D-glutaraldeido, ocorrendo a formacdo de um hidrogel de

guitosana, conforme Figura 16 e dando inicio ao processo de funcionalizacao.

Figura 16 — Hidrogel de quitosana.

Em seguida, o hidrogel de quitosana foi colocado em um ultrafreezer modelo
IULT 90-D (Indrel, Brasil) durante 48 h a uma temperatura de -80 °C, onde ocorreu 0
congelamento do material. Ap6s congelamento total, o material foi submetido a uma
secagem por sublimagcdo a frio em um liofilizador modelo L108 (Liobras, Brasil)
durante 48 h a uma temperatura de -60 °C e utilizando vacuo de 44 umHg. Na Figura

17, esta apresentada a esponja de quitosana logo apds a liofilizacao.
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Figura 17 — Esponjas de quitosana.

4.6. Caracterizacdo da Quitosana

4.6.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho com Transformada de Fourier -
FTIR

A determinacdo dos grupamentos funcionais presentes nas superficies da
quitosana em po foram avaliados em um espectrémetro de absorcdo molecular na
regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) modelo Prestige 21,
210045 (Shimadzu, Japéao), usando a técnica de refletancia difusa, de acordo com
Chowdhury et al. (2011).

4.6.2. Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

Os espectros de RMN 'H para a verificacdo do grau de desacetilagdo da
quitosana foram obtidos em um espectrémetro modelo Bruker Ascend de 400 MHz,
utilizando tubos de RMN com 5 mm de diametro. Para isso, foram pesadas amostras
de 10 mg de quitosana e foram dissolvidas utilizando 1,5 mL de H20, 0,04 mL de HCI
e 0,46 mL de D20. A analise foi realizada a uma temperatura de 70 °C.
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A partir do espectro de RMN, foi determinado o grau de desacetilacao através
dos valores das integrais de cada pico de 'H, conforme a Equacéo 1, de acordo com
Lavertu et al. (2003).

H1D
H1D+ HAC/,

GD(%) = x 100 Equacéo 1

Onde: H1D corresponde a integral do pico do monémero desacetilado e HAc é

o a integral do pico do grupo acetil.

4.7. Caracterizacdo da Esponja de Quitosana

4.7.1. Analise Termogravimétrica — TGA

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada em um analisador
termogravimétrico modelo TGA-50 (Shimadzu, Japdo). A programacao de
temperatura ocorreu de 25 a 1000 °C, com rampa de aquecimento de 10 °C/min a
1000 °C.

4.7.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

As transicdes associadas aos processos exotérmicos e endotérmicos da
esponja de quitosana foram determinadas utilizando um calorimetro de varredura
diferencial (DSC) modelo DSC-60 (Shimadzu, Japéo). A programacao de temperatura
ocorreu de 25 a 600 °C, com rampa de aquecimento de 10 °C/min a 400 °C.

4.7.3. Microscopia Eletronica de Varredura — MEV
As andlises por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram realizadas

em um microscopio eletronico de varredura modelo SM 6610 LV Scanning Electron

Microscope (Jeol, Japdo) e as amostras foram cobertas com ouro antes das analises.
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4.7.4. Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier -
FTIR

A determinacdo dos grupamentos funcionais presentes nas superficies da
esponja de quitosana foram avaliados em um espectrometro de absor¢cdo molecular
na regiao do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) modelo Prestige 21,
210045 (Shimadzu, Japéo), usando a técnica de refletancia difusa, de acordo com
Chowdhury et al. (2011).

4.8. Procedimento da u-dSPE

Para a otimizacdo da p-dSPE, foram avaliados o pH da amostra (2, 4, 6, 8, 10
e 12), concentracao da solucéo extratora (HNO30,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mol L-
1), volume da solucéo extratora (200, 400, 600, 800 e 1000 pL) e massa de adsorvente
(5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg).

O procedimento geral da p-dSPE consistiu na transferéncia de 2 mL de amostra
em microtubos Eppendorf de 2 mL, com pH ajustado no valor de 4 (empregando
solucdes de NaOH 1,0 mol Lt e HCI 1,0 mol L), no qual foi adicionado 30 mg de
adsorvente. Em seguida, a mistura foi submetida a agitagdo em vortex por 1 min e
centrifugacéo por 7200 rpm a 10 min. Posteriormente, foi retirada a fase contendo a
amostra (sobrenadante) e 800 puL de uma solucdo extratora (HNOs 1,0 mol L?) foi
adicionado. A mistura foi submetida novamente a agitacdo em vortex por 1 min e
centrifugacéo por 7200 rpm por 10 min. Por fim, o sobrenadante foi separado e filtrado
em filtros de seringa de 0,22 um para posterior determinacéo de Fe por HR-CS F AAS.
Os experimentos de otimizacdo foram realizados com adicdo de analito, através de
spikes de Fe na concentracdo de 2,5 mg L, antes de iniciar a extracao.

4.9. Determinacao de Fe por HR-CS F AAS

A determinacgéo elementar de Fe por HR-CS F AAS ocorreu no modo discreto
(amostragem de volumes discretos), ou seja, aguardou-se até o inicio da integracéo
do sinal analitico e entdo, foi iniciada a aspiracdo do extrato contendo Fe. A

quantificacdo do analito ocorreu desta forma por consequéncia do volume final obtido
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da extracdo (~800 uL). Na Tabela 6, estdo apresentadas as condi¢cfes instrumentais
empregadas por HR-CS F AAS.

Tabela 6 — Condi¢Ges instrumentais empregadas nas determinacdes de Fe por HR-
CS F AAS.

Comprimento de Vazéao de CzH: - Ta>.<a d.? Altura do queimador
onda (nm) Ar (L hY) aspiracao (nm)
(mL min-t)
248,3270 50 5 6

4.10.Fluxograma dos procedimentos empregados

Na Figura 18, estd apresentado um fluxograma contendo as etapas de
desenvolvimento do trabalho.

Figura 18 — Fluxograma das etapas de desenvolvimento do trabalho.
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4.11.Infraestrutura

Os experimentos de otimizacéo da u-dSPE e as determinacgdes por HR-CS AAS
foram realizados no Laboratério de Preparo de Amostras Ill e no Laboratério de
Espectrometria Atdmica do Centro Integrado de Analises (CIA), respectivamente. As
caracterizacdes por RMN foram realizadas na Sala de RMN e as caracterizacdes por
DSC e TGA foram realizadas na Sala de Analises Térmicas, ambas localizadas no
CIA. As caracterizagbes por MEV foram realizadas no Centro de Microscopia
Eletronica da Regido Sul (CEME-Sul). A produgéo de Quitosana e as esponjas de
Quitosana, assim como as caracterizacdes por FTIR foram realizadas no Laboratorio
de Tecnologia Industrial (LTI) e na Sala de Espectroscopia, ambos localizados na
Escola de Quimica e Alimentos (EQA), respectivamente. Toda a infraestrutura
supracitada faz parte da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.12. Andlise estatistica

O tratamento dos dados relativos a avaliacdo dos parametros da p-dSPE e
durante a validacdo do método analitico foram executados com auxilio do software
Microsoft Excel 2024. Ao longo da otimizacdo da p-dSPE e na comparagdo dos
resultados obtidos na validacdo do método, foi feito o teste de Tukey-Kramer, com
nivel de confianca de 95%. Os testes de comparacédo de médias foram realizados com
auxilio do software InStat GraphPad verséo 3.1.

4.13. Performance analitica

A validacdo é definida como o processo de afirmar, por meio de estudos
experimentais, que o método de preparo de amostras atenda aos requisitos das
aplicacfes analiticas, assim, assegurando a confiabilidade dos resultados. A ANVISA
estabelece parametros que devem ser avaliados para o desempenho do método, o
qual deve cumprir com os critérios de aceitacédo estabelecidos (ANVISA, 2017). Neste
trabalho, foram avaliados os parédmetros de limite de deteccdo (LOD), limite de

quantificacdo (LOQ), linearidade, exatiddo e preciséo.
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4.13.1. Limite de deteccéo e quantificacéo

Em andlises envolvendo baixos niveis de analito, como na deteccao de tragos,
€ essencial determinar a menor concentracdo do analito que pode ser detectada e
guantificada pelo método de analise. Sendo assim, é fundamental estimar o LOD de
um procedimento analitico, o qual € definido como a menor quantidade de analito
presente na amostra que pode ser detectada, embora ndo necessariamente
quantificada, nas condi¢des estabelecidas para o método. Além disso, tem-se 0 LOQ
de um procedimento analitico, que corresponde a menor quantidade de analito
presente na amostra que pode ser determinada de forma quantitativa, atendendo aos
critérios de precisdo e exatidao aceitaveis (ANVISA, 2017; INMETRO, 2020).

Os valores de LOD e LOQ foram determinados a partir dos parametros da curva
de calibracdo e do desvio padrdo (n=10) do branco analitico, conforme a Equacéo 2
e 3.

LOD = 3,3x = Equacéo 2
LOQ = 10x g Equacéo 3

Onde: s é a estimativa do desvio padréo das leituras do branco analitico e S o
coeficiente angular da curva de calibracéo.

4.13.2. Linearidade

A linearidade de uma metodologia analitica refere-se a sua capacidade de
fornecer respostas diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de uma faixa especifica. E indispensavel avaliar a relacéo linear em todo o
intervalo estabelecido para o método, que abrange as concentragcdes minima e
maxima do analito na amostra, nas quais a metodologia demonstra um nivel aceitavel
de precisao, exatidao e linearidade (ANVISA, 2017; INMETRO, 2020).

A linearidade do método foi avaliada através de curva de calibracdo na faixa de
0,1 a 23,0 mg L. A partir dos dados da curva, foi estimado o coeficiente de
determinacao (R?).
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4.13.3. Exatidao e preciséo

A exatiddo do método também pode ser determinada por diversas formas,
incluindo ensaios de recuperacao. A recuperacao do analito pode ser estimada pela
analise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas. As amostras podem
ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracdes (baixa,
média e alta) da faixa de uso do método (INMETRO, 2020). Dessa forma, foram
realizadas adicdes de diferentes concentracdes (1; 2,5 e 5 mg L) de Fe na amostra
de cerveja e avaliou-se as recuperacdes. Os valores foram calculados através da
Equacéao 4.

C1—Cy

Recuperagio (%) = —— x 100 Equacao 4
3

Onde: Ci1 é a concentracdo do analito na amostra fortificada, C2 é a
concentragcdo do analito na amostra néo fortificada e C3 é a concentracdo do analito
adicionada a amostra fortificada.

A preciséo foi avaliada através da repetibilidade das concentracdes obtidas nas

analises através do desvio padréo relativo (RSD).

4.14. Tratamento de residuos

Os residuos gerados durante a execucédo deste trabalho foram descartados em
frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas pela Comisséao de
Residuos da FURG e, em seguida, foram armazenados em local apropriado para
posteriormente serem coletados pela Instituicdo de Ensino e enviados diretamente

para o seu devido tratamento.



5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacao da quitosana

5.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

Diversas técnicas analiticas podem ser empregadas para determinar o grau de
desacetilacdo da quitosana. Porém, a escolha da técnica depende de fatores como a
solubilidade da amostra e a disponibilidade de equipamentos (RINAUDO, 2006). O
grau de desacetilagdo determina a quantidade de unidades de D-—glucosamina
gerados a partir da ruptura parcial das ligacdes de N—acetil, indicando o percentual de
mondmeros desacetilados presentes na estrutura. Quando o grau de desacetilacéo
esta acima de 70%, é possivel caracterizar o polimero como quitosana, o qual se torna
soluvel em meio acido (RINAUDO, 2006).

O espectro de RMN de !H, ilustrado na Figura 19, foi utilizado para a
determinacao do grau de desacetilacdo conforme estudo de Lavertu et al. (2003). A
partir dos valores referentes as integrais do monomero desacetilado e do acetilado,
foi possivel obter o grau de desacetilacdo de 86%, atribuido a quitosana.

Figura 19 — Espectro de RMN.
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5.2. Caracterizacao da Esponja de Quitosana

5.2.1. Andlise Termogravimétrica - TGA

A andlise termogravimeétrica (TGA), € uma técnica que determina a variacao da
massa de uma amostra em funcdo da temperatura (modo dinamico) ou tempo (modo
isotérmico), enquanto a amostra é submetida a um programa de temperatura
controlado, podendo variar de temperaturas negativas até 1000 °C (SOUZA, 2019;
GRANDINI, 2022). O emprego dos modos de analise de TGA depende do material em
estudo. Aplicando esta técnica, obtém-se curvas termogravimétricas que fornecem
informacdes quanto a estabilidade térmica da amostra, composicdo e umidade
(GRANDINI, 2022; LONASHIRO, 2004). Com a curva termogravimétrica definida, é
possivel obter a primeira derivada da variacdo de massa em funcao da temperatura,
chamada de DTG a qual determina as etapas de decomposi¢do do material (HONG
et al., 2007).

Para caracterizar as esponjas de quitosana, foi necessério buscar informacodes
sobre a perda de massa com aquecimento e detectar as mudancas de fase,
considerando sua decomposicéo e oxidacao. Dessa forma, relacionando a DTG com
a curva termogravimétrica, é possivel indicar com exatiddo as temperaturas que
correspondem ao inicio da reagao e ao instante em que a velocidade € maxima. Uma
vez que com a DTG as etapas de perda de massa podem ser mais bem distinguidas,
guando comparado a utilizacdo apenas da TG (GRANDINI, 2022). Portanto, atravées
da curva termogravimétrica e da primeira derivada da variacdo de massa em funcao
da temperatura, foi possivel compreender a decomposi¢cado térmica da esponja de
quitosana, conforme Figura 20.

Na Figura 20, é possivel observar quatro etapas distintas de perda de massa.
A primeira etapa, abaixo de 200 °C, pode ser atribuida a evaporacdo das moléculas
de agua adsorvidas ao material (BANIHASHEM et al., 2020). Posteriormente, ocorreu
a segunda etapa, entre 200 a 400 °C, que pode ser atribuida a oxidac&o térmica dos
grupamentos amina e hidroxila. A pendltima etapa ocorreu na faixa de 500 a 600 °C,
que se deve a decomposicdo dos hidrocarbonetos restantes na estrutura. A Ultima

etapa ocorreu em 600 a 800 °C, onde pode ser atribuido a incorporagcao do agente de
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reticulacdo e a degradacao do material como um todo (EBISIKE et al., 2020; CAO et
al., 2023).

Figura 20 — Andlise termogravimétrica de esponjas de quitosana.
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5.2.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

A analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica que
retrata a diferenca de energia fornecida a amostra e a um material de referéncia, em
funcdo da temperatura, uma vez que a amostra e o material de referéncia s&o
submetidos a uma programacéao controlada de temperatura. Aplicando esta técnica,
obtém-se curvas endotérmicas que fornecem informacdes quanto a fusdo, perda de
massa da amostra, dessorcao e reacdes de reducdo. A DSC é mais aplicada para
encontrar informacdes sobre a fusdo de materiais, visto que € uma propriedade de
transicdo de primeira ordem, a qual € caracteristica de metais, materiais cristalinos e
semicristalinos (LONASHIRO, 2004). A Figura 21 representa o perfil calorimétrico da

esponja de quitosana.
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Figura 21 — Perfil de DSC da esponja de quitosana.
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A Figura 21 apresenta o perfil de DSC da esponja de quitosana, onde a esponja
apresentou no comeco do programa de aquecimento uma alteracdo na linha de base
a partir da temperatura ambiente com a formacao de um pico endotérmico encontrado
em aproximadamente 50 °C, sendo atribuido a evaporacdo de agua (CUELLAR-
GAONA et al, 2024). Posteriormente, € possivel observar um pico em
aproximadamente 150 °C que pode ser atribuida a fusao cristalina do polimero, onde
ocorre a reducédo na cristalinidade. Por volta de 250 °C, € possivel observar um pico
exotérmico, o qual é atribuido a oxidacdo da matéria organica do material (CADAVAL
et al., 2014). Em aproximadamente 320 °C, o pico endotérmico identificado &
caracteristico a degradacéo térmica da esponja de quitosana (BHAVSAR et al., 2021).

5.2.3. Microscopia Eletrdnica de Varredura — MEV

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é geralmente empregada para o

estudo de estruturas superficiais de amostras e da sua morfologia. As imagens obtidas
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possuem alta profundidade de foco, o que possibilita obter diferentes relevos da
superficie da amostra (MAHMOUDIAN et al., 2020). Além disso, também é utilizado
para observar a porosidade de um adsorvente, tamanho e forma (MAHMOUDIAN et
al., 2020).

Portanto, a técnica foi escolhida para avaliar a morfologia e as propriedades
superficiais da esponja de quitosana funcionalizadas com glutaraldeido. As imagens

de MEV da esponja esté apresentada na Figura 22.

Figura 22 — Imagens de MEV da esponja de quitosana funcionalizada com

glutaraldeido, ampliada em x30 (A) e x50 (B).

A superficie do material da esponja de quitosana apresenta particulas de
formato irregular, ondulagdes, camadas espessas e uma variedade de tamanhos de
poros, conforme ilustrado na Figura 22. A presenca dessas irregularidades mostra que
a superficie da esponja ndo é uniformemente lisa e possui elevada porosidade
(MAHMOUDIAN et al., 2020). Com base nas imagens, o material apresenta uma
estrutura de poros heterogénea, uma vez que as particulas que formam o material
podem ter uma variedade de tamanhos, formas e orientacfes, além das camadas e
poros espessos, como pode ser observado na Figura 23, onde mostra uma imagem

de MEV ampliadas em x150 e pode se observar as camadas espessas da estrutura.
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Figura 23 — Imagem de MEV da esponja de quitosana funcionalizada com

glutaraldeido.

Através da morfologia apresentada da esponja, sua superficie e sua rede de
poros interconectados com as camadas espessas, torna o adsorvente apropriado para
ser aplicado em diferentes métodos de preparo de amostra para a adsorcao de ions

metalicos.

5.2.4. Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier -
FTIR

Os espectros de FTIR da quitosana e da esponja de quitosana estao
representados na Figura 24, apresentando as altera¢cdes nos modos vibracionais dos
principais grupamentos, a fim de confirmar as modificagoes.

Na Figura 24 (a) é apresentada a quitosana bruta e podem ser observadas
bandas caracteristicas do biomaterial. Em torno de 3550 e 3276 cm! séo identificados
estiramentos dos grupos O-H e N-H, os quais sdo caracteristicos dos grupos
presentes na quitosana (CUELLAR-GAONA et al., 2024). Logo, é possivel observar
em aproximadamente 1350-1000 cm' uma banda que pode ser atribuida ao
alongamento de C-N e N-H (CADAVAL et al., 2013; DOTTO et al., 2013; ALAGHA et
al., 2020).

Na Figura 24 (b) esta apresentada as bandas caracteristicas da reticulacéo da
quitosana com glutaraldeido que forma uma base Schiff a partir dos grupos amina e
aldeido do polimero (CHEN, 2009). Em torno de 1675-1710 cm™ é possivel observar



66

bandas relativas ao grupamento imina, confirmando a ligacdo de reticulacéo
(CHATTERJEE et al., 2009; ALAGHA et al., 2020).

Figura 24 — Espectros de FTIR: (a) quitosana e (b) quitosana reticulada com

glutaraldeido.
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O pH da solucdo é um parametro fundamental no processo de extracdo na p-

dSPE, uma vez que influencia na eficiéncia de extracdo e esta diretamente

relacionado ao estado de ionizacdo dos grupos funcionais do material (DEMIR et al.,

2021). Sendo assim, valores de pH variando de 2 a 12 foram empregados para a pré-

concentracédo de Fe em amostra de cerveja do estilo Pilsen, conforme a Figura 25.
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Figura 25 — Efeito do pH da amostra para extracdo de Fe. As barras de erros

representam o desvio padréo (n=3).
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Condi¢cGes: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH ajustado com HCI 1 mol L* e NaOH
1 mol L e Spike de Fe na concentracdo de 2,5 mg L?), agitacdo em voértex por 1 min,
centrifugacédo a 7200 rpm por 10 min e 400 pL de HNO30,01 mol L2,

A solubilidade da quitosana é inteiramente dependente do pH em que ela se
encontra, pois pode influenciar suas propriedades fisico-quimicas. A adsorcédo de
metais pode ocorrer por quelagdo em solugées com pH neutro ou por protonacao em
solucgdes 4cidas, quando se trata de metais catidnicos e anidnicos, respectivamente.
A protonagao ocorre a partir do -NHz funcional no C-2 das unidades repetidas de D-

glucosamina, como ilustrado na Figura 26.
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Figura 26 — Protonacdo da quitosana em meio acido.

Fonte: MOURA, 2014.

Isso ocorre devido as forcas eletrostaticas e os pares de elétrons livres do
nitrogénio geradas pelos grupos amino em solu¢des com diferentes teores de pH,
fazendo com que a quitosana seja utilizada de formas diferentes, independente da
sua funcionalizagéo (GUIBAL, 2004). Parametros importantes como solubilidade e pH
podem interferir durante a utilizagcdo da quitosana como adsorvente em métodos
analiticos sem uma devida reticulacdo ou modificacdo quimica, devido a sua alta
cristalinidade, baixa resisténcia mecéanica e instabilidade em meio &acido. A
solubilidade da quitosana na solucdo de pH tipicamente menor que 4 é a principal
desvantagem da quitosana (MOURA et al., 2021). A quitosana quando modificada
guimicamente apresenta maior adsor¢cdo em pH acidos e neutros, visto que com o
aumento do pH ocasiona no aumento da concentracdo de ions OH-, impossibilitando
uma adsorgéao eficiente (UPADHYAY et al., 2021; MOURA et al., 2021). Portanto, a
relacdo entre a quitosana e o pH da solucdo é fundamental para otimizar suas
aplicacoes e preservar suas propriedades fisico-quimicas.

Portanto, a quitosana foi funcionalizada com glutaraldeido a fim de diminuir a
solubilidade do adsorvente e apresentar maior adsor¢ao em meio acido. Conforme a
Figura 25, é possivel observar que a quitosana teve maior eficiéncia de extracdo em
pH 4, no qual a recuperacdo foi de 81%. As menores eficiéncias de extracado
ocorreram a partir do pH 10, o qual forneceu a recuperacao de 39%, confirmando que
a modificacdo quimica do biomaterial se mostrou eficaz para a sua aplicacdo em pHs
mais acidos. Além do pH 10, baixas recuperac¢des também foram obtidas em pH 2 e

12, sendo 53 e 28%, respectivamente. Os ensaios em valores de pH 6 e 8,
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apresentaram 60 e 67% de recuperacdo, respectivamente. Portanto, as recuperacoes
variaram entre 28 e 81%, onde o pH 4 foi escolhido para os experimentos
subsequentes com base na maior recuperagéo obtida.

Dinu et al. (2021) relatou que os biomateriais a base de quitosana modificados
guimicamente, apresentaram maior afinidade pelos ions Fe(lll) em meio acido (pH=4).
Katarina et al. (2008) desenvolveram uma resina quelante a base de quitosana, a fim
de utilizar como adsorvente na SPE para a determinacao de diversos metais. A resina
apresentou excelente capacidade de adsorgéo para metais de transicao e elementos
de terras raras, enquanto mostrou baixa afinidade por metais alcalinos e alcalino-
terrosos em meios acidos. Em pH 4, aproximadamente 25 elementos puderam ser
coletados de forma quantitativa. Todos os metais foram facilmente recuperados da
resina usando HNO3s 1 mol L. A resina apresentou estabilidade durante varios meses
de armazenamento, e verificou-se que, mesmo apos cerca de 30 vezes de uso no
preparo das amostras, 0 comportamento de adsorcdo foi quase o mesmo que o
primeiro. Dessa forma, o0 emprego da resina para a pré-concentracdo de metais
obteve resultados favoraveis em amostras de dgua do mar utilizando a técnica de ICP-
MS.

5.3.2. Concentracao da solugéo extratora

A concentracdo da solugdo extratora € um parametro importante para a
eficiéncia da extracdo na dSPE, visto que a concentracdo de HNOs esta inteiramente
relacionada com a solubilidade do adsorvente e suas propriedades fisico-quimicas.
Portanto, é importante salientar, que a modificacdo quimica da quitosana foi realizada
objetivando uma eficiente extracdo com HNOs diluido na etapa de dessorcdo. A
eficiéncia de extracdo de Fe, foi avaliada adicionando um volume fixo de 400 uL de
solugbes contendo HNOs nas concentragdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mol L*

conforme ilustrado na Figura 27.
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Figura 27 — Efeito da concentragdo de HNO3s para extracéo de Fe. As barras de erros

representam o desvio padréo (n=3).
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Condi¢cGes: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCI 1 mol L'* e NaOH
1 mol L e Spike de Fe na concentracdo de 2,5 mg L?), agitacdo em voértex por 1 min,
centrifugacao a 7200 rpm por 10 min e 400 pL de HNO:.

E importante salientar, que as propriedades fisico-quimicas da quitosana a
torna soltuvel na maioria dos acidos, como HNOs e HCI. Porém, neste estudo avaliou-
se concentracdes diferentes de HNOs e n&o de HCI, visto que durante o processo de
obtencdo da quitosana ja € utilizado uma grande quantidade de HCI e este poderia
influenciar na eficiéncia de extragcdo. Em concentragbes elevadas de HNOs, pode
ocorrer uma inversdo do estado fisico da esponja de quitosana, onde a partir de 2 mol
L1 a esponja volta a se tornar visivelmente um hidrogel, conforme a Figura 28 (F). Isso
ocorre devido a uma degradacgao da estrutura da quitosana, afetando sua viscosidade

e seu comportamento em meio acido.
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Figura 28 — Etapa do processo de dessor¢do. Onde: 0,01 mol L (A) 0,05 mol L (B)
0,1 mol Lt (C)0,5mol Lt (D) 1 mol Lt (E) e 2 mol L (F).
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Condicdes: 400 pyL de HNO3 e 10 mg de quitosana.

As recuperagdes variaram entre 1 e 81% e nao foram observadas diferencgas
significativas (ANOVA, p > 0,05) entre 0,5; 1,0 e 2,0 mol L** de HNOs. No entanto, a
concentracdo de 1,0 mol L foi escolhida, visto que apresentou menores valores de

brancos e menor desvio padrdo (RSD igual a 1%).

5.3.3. Volume da solugéo extratora

A avaliagdo do volume de solucdo extratora foi dada pela maior recuperacéo

entre as solugdes contendo HNOs com volumes de 200, 400, 600, 800 e 1000 pL,
conforme ilustrado na Figura 29.
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Figura 29 — Efeito do volume de HNOs para extragédo de Fe. As barras de erros

representam o desvio padréo (n=3).
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Condi¢cGes: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCI 1 mol L'* e NaOH
1 mol L! e Spike de Fe na concentragdo de 2,5 mg L?), agitacdo em vértex por 1 min,
centrifugacédo a 7200 rpm por 10 min e adi¢cdo de HNO3 1 mol L™

O volume da solucdo extratora tem efeito importante no fator de pré-
concentracdo do analitos em métodos de microextracdo, como a u-dSPE. Um dos
objetivos é a utilizacdo do menor volume de acido possivel obtendo a melhor eficiéncia
de extracdo (REZAEE et al., 2010). O volume do solvente extrator influencia
diretamente o fator de pré-concentracédo, pois quando o volume da solugéo extratora
aumenta, o fator de pré-concentracéo é reduzido (MARTINS et al., 2012). Além disso,
a avaliacao de volumes do solvente extrator (> 150 pL) contribui para os processos de
transferéncia de massa do analito entre a matriz e o solvente extrator, porém colabora
para a diluicdo do extrato e consequentemente para a elevacéo dos valores de LODs
(DUARTE et al., 2016).

Logo, foi realizada a avaliagdo do volume de solugéo extratora (HNO3 1 mol L-
1) e foi possivel observar que ao aumentar o volume de solucédo, houve um aumento
nas recuperacdes do analito, demonstrando que o aumento da solucéo colaborou com
a dessorcdo do analito. As recuperagbes variaram entre 38 e 107% e nao

apresentaram diferencgas significativas (ANOVA, p > 0,05) entre 800 e 1000 pL. Sendo
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assim, optou-se pelo volume de 800 pL por ser o menor volume com maior
recuperacdo, empregando volumes menores, atendendo a um dos principios da GAC.

No caso da esponja de quitosana, a mesma possui uma grande area superficial,
resultando em macro poros e, consequentemente, mesmo em pequenas quantidades,
ocupa um espaco consideravel do microtubo eppendorf, conforme ilustrado nas
Figuras 30 e 31. Dessa forma, volumes menores de solucdo extratora resultam em

dessorcéo parcial do analito.

Figura 30 — Etapa de adsorcao, onde (A) Microtubo Eppendorf com quitosana e (B)

Microtubo Eppendorf com adicdo da amostra.

Condicdes: 2 mL de amostra e 30 mg de esponja de quitosana.
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Figura 31 — Etapa de dessorcéo (A) apos o descarte do sobrenadante e (B) com a

adicao da solucao extratora.

)
|

Condicdes: 30 mg de esponja de quitosana; 800 yL de HNO3z 1 mol L.

A quantidade de solucdo extratora também foi avaliada diretamente no estudo
de Demir et al. (2021). Durante o procedimento de extracdo, a dessorcdo de Te
utilizando hidrogel magnético, foi realizada por meio da digestdo do material em HNO3
concentrado. O autor relata que determinar a quantidade ideal de solucdo extratora
assegura um elevado fator de pré-concentracdo. Para isso, foram testados volumes
de 125, 150, 200 e 300 pyL de HNOs. No estudo, foi possivel verificar que volumes
excessivos provocaram diluicdo da concentracdo do analito, resultando em reducao
dos valores de absorvancia. O volume de 150 uL mostrou-se adequado para dissolver
completamente os hidrogéis, sendo o volume selecionado como o parametro ideal
para a dSPE.
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5.3.4. Massa de adsorvente

O ultimo parametro a ser avaliado na u-dSPE foi a massa de adsorvente. Onde
foram avaliadas 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg de esponja de quitosana, como ilustrado na
Figura 32.

Figura 32 — Efeito da massa de adsorvente para extracao de Fe. As barras de erros
representam o desvio padréo (n=3).
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CondicGes: Adicdo de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCI 1 mol L' e NaOH
1 mol L'* e Spike de Fe na concentracdo de 2,5 mg L?), agitacdo em vortex por 1 min,
centrifugacédo a 7200 rpm por 10 min e 800 uL de HNOz 1 mol L.

Pode ser observado que com o aumento da quantidade de adsorvente, foi
ocorre um aumento nas recuperagdes, as quais variaram entre 79 e 111%. No entanto,
nao houveram diferencas significativas (ANOVA, p > 0,05) entre as massas avaliadas.
Sendo assim, optou-se por utilizar 30 mg de adsorvente.

A quantidade de adsorvente utilizada na microextragdo influencia na eficiéncia
do método, uma vez que, quanto maior a quantidade de adsorvente, maior sera a
adsorcao dos analitos. Entretanto, uma quantidade maior que 50 mg de esponja de
quitosana pode interferir na adsor¢do, diminuindo a seletividade do método
(CHISVERT et al., 2019). Adicionalmente, a utilizacdo de quantidades excessivas de
adsorvente requer maior quantidade de amostra durante o0 método proposto (DEMIR
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et al., 2021). O potencial da utilizacdo das esponjas de quitosana é de grande
interesse e vai além do aumento da seletividade do método, uma vez que o biomaterial
pode ser utilizado para reter os analitos de forma eficiente, onde os analitos sao
extraidos facilmente com &cido diluido. Sendo assim, a otimizac&o da quantidade de
adsorvente é fundamental para garantir a eficiéncia de extracao.

No estudo de Demir et al. (2021), foram avaliadas diferentes massas de
hidrogéis a base de quitosana, sendo elas 10, 15, 25 e 40 mg, a fim de investigar a
quantidade ideal de hidrogéis de quitosana magnética que servem como materiais
adsorventes. O valor de absorvancia foi aumentado com a maior quantidade de
adsorvente até 25 mg. Apos essa quantidade, a absorvancia ndo apresentou alteracao
significativa, revelando que 25 mg foram suficientes para coletar o analito (Te).

Arain et al. (2023) empregaram o método de P-dSPE e investigaram diversos
parametros, um deles foi a quantidade de adsorvente que variou de 2,5 a 20 mg de
nanocomposito de molibdato de bismuto para a pré-concentracdo de Pb. Os
resultados mostraram que usando a partir de 5 mg de adsorvente, houve uma

recuperacao quantitativa do analito.

5.4.Performance analitica

5.4.1. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada utilizando uma curva de calibracdo externa
na faixa de concentracdo de 0,1 a 23,0 mg L de Fe utilizando solugéo de referéncia
de Fe aquosa. Na Figura 33, est4 apresentada a curva de calibracao e os parametros
de regresséo. A faixa de concentragéo avaliada no estudo da linearidade foi escolhida
considerando a concentracdo de Fe que geralmente encontra-se presente em

diferentes cervejas.
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Figura 33 — Curva de calibracéo externa.
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O método se mostrou linear na faixa avaliada, com coeficiente de determinacéo
(R?) de 0,9997, o que é considerado adequado para a linearidade da curva de
calibracdo segundo as orientacdes da ANVISA que estabelece como parametro de
linearidade os coeficientes de determinacdo maiores ou iguais a 0,990 (ANVISA,
2017). A equacéo resultante foi y=0,022x-0,0003. Desse modo, 0 método mostrou-se

linear dentro dos intervalos de concentracéo avaliados.

5.4.2. Limite de deteccdo e quantificacao

Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos a partir dos parametros da curva
de calibracao, considerando 30 e 100 (o sendo o desvio padrao do branco analitico,
n = 10), respectivamente. Os valores de LOD e LOQ instrumentais e do método estao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de LOD e LOQ do método para o método proposto p-dSPE/HR-
CS F AAS (valores em mg L1).

Parametros Valores

LOD 0,19

LOQ 0,63

5.4.3. Exatidao e precisao

A exatiddo do método foi avaliada empregando ensaios de recuperacdo em 3
niveis, os quais estdo representados por trés diferentes concentracdes (baixa,
intermediéaria e alta). Na Tabela 8, estdo apresentados os resultados obtidos no ensaio
de recuperacdo e as concentracbes de Fe obtidas nas amostras utilizadas na
aplicabilidade do método.

Tabela 8 — Concentracdes de Fe obtidas por HR-CS F AAS (ap6s U-dSPE) nas
amostras de cerveja e ap0os 0s ensaios de recuperacgao (resultados expressos como
média + desvio padrdo, em mg L%, n = 3).

Amostra Valor Adicionado Valor determinado Recuperacéao (%)
0 <0,63 -
_ 1,38 £ 0,122 91
Pilsen
2,5 3,2 £0,067 110
5 6,0 + 0,46 111
<0,63 -
1 1,39 + 0,039 99
Amber Lager
2,5 3,1+0,017 106
5 4,7 £0,38 95
0,72 £ 0,007 -
1 1,76 £ 0,118 104
IPA
2,5 3,7+0,011 119

5 6,5+ 0,094 116
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0,66 + 0,061 -
1,53 + 0,053 87
Pale Ale
2,5 3,0+0,37 94
5 6,4 +0,165 115
1,41 +0,22 -
) 2,3+0,017 89
Weiss
2,5 4.2 +0,098 112
5 55+0,43 89
1,03 + 0,037 -
2,1+0,24 107
Blond Ale
2,5 3,3+0,73 91
5 6,2 +0,192 103

Os valores obtidos para os ensaios de recuperagéo de Fe estiveram entre 87 e
120%, com RSDs inferiores a 21%, sendo considerados valores aceitaveis para a
avaliacao da exatiddo e precisdo do método. As concentracdes de Fe nas amostras
analisadas estiveram abaixo do LOQ (0,63 mg L!) do método proposto para os estilos
Pilsen e Amber Lager. Para os estilos IPA, Pale Ale, Weiss e Blond Ale, as
concentragdes determinadas foram 0,72, 0,66, 1,41 e 1,03 mg L%, respectivamente.

No estudo de Seco et al. (2024), foi investigado a concentracdo de Fe em trés
amostras distintas de cerveja do estilo Pilsen, onde foi possivel obter as
concentragdes de 68,2; 93,7 e 59,7 ug L. As concentragées foram obtidas a partir do
método proposto de DLLME com determinacéo por F AAS. Além disso, no trabalho
de Wietstock et al. (2015) foi determinado para a concentracéo de Fe 9 ug L, o qual
foi determinado por ICP OES.

5.5.Métrica AGREE

Os métodos utilizados neste estudo foram avaliados quanto a sua
sustentabilidade por meio do software AGREE (Analytical Greenness), o qual € uma
ferramenta especializada em abordar, flexibilizar e instruir a medida sustentavel dos
métodos analiticos. O sistema emprega os 12 principios da Quimica Analitica Verde,

transformando em uma escala padronizada de 0 a 1. Pontuac¢des mais proximas de 1
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(coloridas em verde) podem ser consideradas mais verdes, enquanto pontuacdes
tendendo a 0 (coloridas em vermelho) indicam metodologias menos ambientalmente
amigaveis (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e TOBISZEWSKI, 2020; ALVES et al.,
2023).

A pontuacdo final, calculada a partir desses principios, é representada por um
pictograma, o qual exibe o desempenho do método em cada critério atribuido pelo
usuario. O desempenho de cada principio da GAC é representado em cores (verde,
amarelo e vermelho) em torno do pictograma, o qual é dividido em 12 partes e uma
pontuacdo no centro que varia de 0 a 1 (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e
TOBISZEWSKI, 2020).

Para avaliar o carater verde do método com relacéo aos 12 principios da GAC,
foi gerado o pictograma do método proposto (u-dSPE/HR-CS F AAS). Também foram
gerados outros dois pictogramas com meétodos da literatura que realizaram a
determinacdo de Fe em cerveja empregando MAD/ICP OES (WIETSTOCK et al.,
2015) e DLLME/F AAS (SECO et al., 2024), os quais estao representados na Figura
34.

Figura 34 — Pictogramas obtidos pelo software AGREE para o método proposto -
dSPE/HR-CS F AAS (A) e os métodos da literatura empregando MAD/ICP OES (B) e
DLLME/F AAS (C).
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A analise de pictogramas do procedimento de preparo de amostra por py-dSPE
para a determinacdo de Fe por HR-CS F AAS obteve pontuacéo igual a 0,70, Figura
34 (a), indicando que essa metodologia pode ser considerada ambientalmente

amigavel, especialmente quando comparada com o0s métodos encontrados na
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literatura empregando MAD por ICP OES, Figura 34 (B) e DLLME por F AAS, Figura
34 (C) que apresentaram pontuacédo igual a 0,54 e 0,56, respectivamente.

Os pontos fortes do procedimento de p-dSPE séo atribuidos aos principios 2,
4,5,6,7,8,9, 11 e 12. Portanto, os aspectos que tornam o método mais sustentavel
podem ser destacados como o tamanho minimo da amostra (principio 2), onde no
método proposto é utilizado apenas 2 mL de amostra e 0 método de MAD e DLLME
requer a utilizacdo de 10 mL de amostra. No método de MAD e em DLLME, o volume
final por amostra é de 25 mL e 10 mL, respectivamente, enquanto no método proposto,
o0 volume do extrato é reduzido para 800 pL por amostra, o que contribui para o
principio 7, reduzindo a geracgdo de residuos. A utilizacdo da atomizagdo por chama
em comparacado com o ICP OES faz com que propicie para a minimizacéo de energia,
uma vez que o ICP OES utiliza plasma de argbnio, o que requer uma alta poténcia
para se manter estavel, corroborando com o principio 9.

Os principios 11 e 12 ponderam sobre a ndo utilizacdo de reagentes tdxicos e
sobre a seguranca do operador, respectivamente. O método proposto emprega uma
solucéo diluida de HNOsz 1 mol L para as extracdes, contribuindo para a seguranca
do operador e reduzindo o impacto ambiental. Em contrapartida, o método de MAD
utiliza HNOs concentrado, o qual é altamente corrosivo e inflamavel. A DLLME utiliza
solventes téxicos e inflamaveis. Com isso, temos que a utilizacdo de HNO3 diluido

possui menor impacto ambiental, contribuindo com os principios 11 e 12.



6.CONCLUSOES

A U-dSPE combinada com HR-CS F AAS (em amostragem discreta)
empregando esponjas de quitosana reticulada com glutaraldeido foi investigada, pela
primeira vez, para a determinacao e pré-concentracao de Fe em amostras de cerveja.
Os principais parametros da p-dSPE foram investigados e as condicdes selecionadas
foram pH 4, HNOs 1 mol L** como concentragdo da solugdo extratora, 800 uL como
volume de solucdo extratora e 30 mg de esponja de quitosana como massa de
adsorvente. O método se mostrou linear e os valores de LOD e LOQ foram 0,28 e
0,92 mg L?%, respectivamente. As recuperagcdes referentes aos ensaios de
recuperacao realizado com diferentes amostras de cerveja variaram entre 87 e 120%,
com concentragdes de 0,66 a 1,41 mg L. As caracteriza¢Ges realizadas na quitosana
e na esponja de quitosana reforgam o interesse em estudos utilizando biomateriais,
visto pela grande area superficial da esponja de quitosana (1000 m?/g).

O estudo contribuiu para o desenvolvimento de métodos de extracao viaveis a
serem empregados em laboratérios que contam com instrumentagdo de menor custo
de aquisicdo e operacdo. Além disso, permite 0 emprego de materiais de fonte
renovavel, assim diminuindo os custos no preparo de amostra, atribuindo um destino
a um residuo da industria pesqueira. Além do uso de microquantidades de esponja de
quitosana, ainda foi possivel concluir o trabalho empregando microvolumes de acido
nitrico diluido e sem necessidade do emprego de aquecimento, atendendo a alguns
dos 12 principios da GAC, como os principios 2, 4, 5,6, 7, 8,9 e 11 e 12. Além disso,
foi possivel contribuir com a area de preparo de amostras através da proposicéao da
M-dSPE em uma alternativa miniaturizada, contribuindo também para o controle de
gualidade de amostras de cerveja e propondo uma aplicacdo da técnica HR-CS F AAS
combinada com uma proposta inovadora de preparo de amostras na area de

determinacao elementar.
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