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RESUMO 

 

Título: Avaliação de esponjas de quitosana como adsorventes na µ-dSPE para 

determinação 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 analítico empregando a 

microextração em fase sólida dispersiva (µ-dSPE) com esponjas de quitosana 

reticulada com glutaraldeído como adsorventes para a extração e pré-concentração 

de Fe em cerveja para posterior determinação por espectrometria de absorção 

atômica de alta resolução com fonte contínua com atomização por chama (HR-CS F 

AAS). Os principais parâmetros da µ-dSPE foram investigados e as condições 

selecionadas foram 30 mg de adsorvente (esponja de quitosana), amostra em pH 4 e 

800 µL de HNO3 1 mol L-1. O método se mostrou linear entre 0,5 e 23 mg L-1 (curva 

de calibração externa) e os valores de LOD (Limite de Detecção) e LOQ (Limite de 

Quantificação) foram 0,28 e 0,92 mg L-1, respectivamente. Adicionalmente, também 

foram realizados ensaios de recuperação em três níveis. As recuperações referentes 

aos ensaios de recuperação variaram entre 87 e 120%. As concentrações 

encontradas nas diferentes amostras de cerveja variaram de 0,66 a 1,41 mg L-1. A 

aplicação da métrica AGREE revelou um score de 0,7, evidenciando que o método 

proposto está de acordo com boa parte dos princípios da Química Analítica Verde 

(GAC), os quais foram comparados com métodos da literatura que realizaram a 

determinação de Fe em cerveja empregando MAD/ICP OES e DLLME/F AAS, os 

quais revelaram scores de 0,54 e 0,56, respectivamente. Portanto, o método proposto 

mostrou-se eficiente para a determinação de ferro em cerveja, apresentando 

vantagens como rapidez, simplicidade, emprego de materiais de fontes renováveis, 

miniaturização, redução na geração de resíduos e segurança ao operador. 

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

 

Title: Evaluation of chitosan sponges as adsorbents in μ-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 (μ-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 μ-

dSPE were investigated and the selected conditions were 30 mg of adsorbent 

(chitosan sponge), sample at pH 4 and 800 μL of HNO3 1 mol L-1. The method was linear 

between 0.5 and 23 mg L-1 (external calibration curve) and the values of LOD (Limit of 

Detection) and LOQ (Limit of Quantification) were 0.28 and 0.92 mg L-1, 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-1. 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: μ-dSPE, chitosan sponge, iron, beer. 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

A cerveja está entre as bebidas mais consumidas mundialmente, depois da 

água, café, chá e leite, sendo a primeira entre as bebidas alcoólicas. A sua produção 

se dá a partir da fermentação alcoólica de cereais, tendo como principais matérias-

primas a água, cevada, lúpulo e o malte, podendo ser combinados com diversos 

outros suplementos, como aveia, açúcares, arroz, trigo, milho e centeio (ANDERSON 

et al., 2019). A partir da combinação e transformação 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 produção e consumo de cerveja pela população, 

empreendedores têm percebido a necessidade de inovação na produção com 

estratégias diferenciadas. Porém, mesmo com as melhorias tecnológicas nas 

indústrias cervejeiras, ainda é possível encontrar contaminantes nas cervejas, os 

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 o 

lúpulo) são diretamente cultivadas, ou através do próprio processamento da cerveja, 

incluindo etapas desde a pulverização até a inclusão de produtos químicos que podem 

estar presentes no processo de fermentação, onde podem ser encontrados alguns 

metais ou contaminantes (PIRES et al., 2020). Esses contaminantes em bebidas 

podem ser derivados de diversos processos mecânicos na Indústria, os quais são 

realizados por máquinas que geralmente são feitas de partes metálicas e com o 

passar do tempo ocorre o desgaste desses instrumentos. Além disso, o 

armazenamento do produto em tanques metálicos, assim como o envase em latas 

podem causar contaminação nos produtos (ANDERSON et al., 2019). 

Dessa forma, é importante que seja realizado um controle de qualidade rigoroso 

durante a produção da cerveja, a fim de assegurar que não apresente contaminantes 

que possam prejudicar a saúde do consumidor, incluindo elementos metálicos, pois 

podem ser acumulados no corpo humano gerando diversos problemas para a saúde 

(ROSA et al., 2015). Além disso, a presença de metais na cerveja pode afetar suas 

características e propriedades, como o pH, sabor, cor e teor alcoólico. Mudanças no 
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processo de fabricação como o tempo e temperatura nas etapas de fermentação, 

maturação e o uso de ingredientes diferenciados como trigo, milho, centeio e arroz 

também são fatores que podem alterar as características da cerveja (ANDERSON et 

al., 2019). 

O ferro (Fe) é um dos elementos essenciais que está presente em inúmeros 

alimentos, porém em elevadas concentrações (5 - 2000 mg L-1) pode ser preocupante, 

visto que pode provocar o envelhecimento da cerveja, ocorrendo a catálise das 

reações químicas e formando espécies reativas de oxigênio, como O2
-, OOH•, H2O2 

e OH• (POHL, 2008). Essas espécies, também chamadas de radicais livres, podem 

oxidar os compostos orgânicos que contribuem com as características do sabor, cor 

e com a qualidade da espuma da cerveja (POHL, 2008; GONZÁLEZ-SANJOSÉ et al, 

2017). Portanto, é interessante que seja feito uma análise química a fim de determinar 

a concentração de Fe em cervejas para o controle de qualidade. 

Para realizar uma análise química da cerveja objetivando a determinação 

elementar, técnicas como a espectrometria de absorção atômica com chama (F AAS, 

do inglês flame atomic absorption spectrometry), a espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite (GF AAS, do inglês grafite furnace atomic absorption 

spectrometry), a espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 

acoplado (ICP OES, do inglês inductively coupled plasma optical emission 

spectrometry), a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-

MS, do inglês inductively coupled plasma mass spectrometry) e as técnicas 

voltamétricas têm 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 solução, preferencialmente, com a mínima presença da 

matriz para minimizar problemas de interferências na etapa de determinação 

elementar (PEREIRA et al., 2018; BONEMANN et al., 2021). Portanto, um eficiente 

preparo de amostras é de fundamental importância.  

Os métodos de preparo de amostras mais empregados em amostras de 

alimentos ou bebidas são os baseados na decomposição das amostras, 

especialmente por via úmida em sistemas abertos com aquecimento convencional ou 

em sistemas fechados a partir do uso de decomposições assistidas por micro-ondas 

(MAD, do inglês microwave-assisted digestion) (PIRES et al., 2020; CHEN et al., 
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2024). No entanto, estes métodos podem ser morosos, proporcionar a perda dos 

analitos por volatilização (no caso dos sistemas abertos) e demandar instrumentação 

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 quantificação de 

elementos traço em amostras de alimentos e bebidas (na forma líquida), tem-se o 

emprego de métodos baseados na extração dos analitos empregando ou não uma 

etapa de pré-concentração (PELEGRÍN et al., 2020). Na literatura, são relatadas 

algumas alternativas como extração líquido-líquido (LLE, do inglês liquid-liquid 

extraction) (HOUZAR et al., 2024), extração em fase sólida (SPE, do inglês solid-

phase extraction) (CAO et al., 2023), extração em fase sólida dispersiva (dSPE, do 

inglês dispersive solid-phase extraction) (DEMIR et al., 2021), microextração líquido-

líquido dispersiva (DLLME, do inglês dispersive liquid-liquid microextaction) (SECO et 

al., 2024), microextração líquido-líquido dispersiva de fase reversa (RP-DLLME, do 

inglês reverse phase-dispersive liquid-liquid microextraction) (KALSCHNE et al., 

2020), entre outras. Esses métodos apresentam vantagens como simples operação, 

baixo custo, rapidez e uma menor geração de resíduos. A dSPE é uma derivação da 

SPE, a qual utiliza um material adsorvente com afinidade pelos analitos em estudo, 

que é adicionado em uma amostra líquida. Após agitação e centrifugação, descarta-

se o sobrenadante e faz-se a dessorção dos analitos em solução adequada, na 

maioria das vezes incluindo pré-concentração (FERNÁNDEZ et al., 2016; SOCAS-

RODRÍGUEZ et al., 2015). Nos casos em que pequenas massas (na ordem de mg) 

de adsorvente têm sido utilizadas, os autores têm utilizado a nomenclatura de 

microextração em fase sólida dispersiva (µ-dSPE, do inglês dispersive solid-phase 

microextraction) (AKKAYA et al., 2019; ARAIN et al., 2023).  

A µ-dSPE vem avançando significativamente com o desenvolvimento de 

estudos que exploram materiais alternativos, como adsorventes provenientes de 

fontes renováveis, os quais oferecem maior seletividade, eficiência e sustentabilidade 

ao processo de extração. A quitosana é um biopolímero produzido a partir da 

desacetilação da quitina, a qual pode ser extraída principalmente de exoesqueletos 

de crustáceos. Possui baixa toxicidade, é biodegradável e possui alta capacidade de 

adsorção. Além disso, pode se ligar a vários íons metálicos e ser facilmente 

modificada por meio químico ou processos físicos para a formação de filmes, 
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esponjas, hidrogel magnético, entre outros (ALVES et al., 2021). O uso de esponjas 

de quitosana demonstra interesse científico, visto que sua reticulação permite diminuir 

a solubilidade da quitosana em meio ácido, permitindo assim, o seu emprego do ponto 

de vista analítico na µ-dSPE para a determinação elementar. Portanto, este trabalho 

tem como objetivo avaliar, de forma inédita, esponjas de quitosana como adsorventes 

na µ-dSPE para posterior determinação de Fe em amostras de cerveja por 

espectrometria de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua com 

atomização por chama (HR-CS F AAS, do inglês high resolution-continuum source 

flame atomic absorption spectrometry). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar esponjas de quitosana como adsorventes na µ-dSPE para posterior 

determinação de Fe em amostras de cerveja por HR-CS F AAS. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

- Produzir as esponjas de quitosana empregando: i) extração da quitina (a partir de 

carapaças de camarão); ii) desacetilação da quitina (para obter a quitosana) e iii) 

reticulação da quitosana com glutaraldeído (para obter as esponjas); 

- Caracterizar a quitosana empregando as técnicas de espectroscopia na região do 

infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do inglês spectroscopy in the 

infrared region with the Fourier Transform) e ressonância magnética nuclear (RMN, 

do inglês nuclear magnetic resonance); 

- Caracterizar as esponjas de quitosana empregando as técnicas análise 

termogravimétrica (TGA, do inglês thermogravimetric analysis), calorimetria de 

varredura diferencial (DSC, do inglês differential scanning calorimetry), microscopia 

eletrônica de varredura (SEM, do inglês scanning electron microscopy) e 

espectroscopia na região do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do 

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

- Avaliar os principais parâmetros da µ-dSPE (pH, volume e concentração de solução 

extratora e massa de adsorvente); 

- Avaliar a performance analítica, aplicando os principais parâmetros de mérito do 

método desenvolvido (LOD, LOQ, linearidade, exatidão e precisão); 

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

- Aplicar as métricas AGREE para avaliar se o método proposto atende aos princípios 

da GAC. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1.  Cerveja: Produção e composição química 

 

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas mundialmente, sua produção é 

baseada em quatro ingredientes tradicionais na indústria cervejeira, sendo eles: água, 

cevada, lúpulo e leveduras (BORGES et al., 2015). Sua produção ocorre a partir da 

fermentação alcoólica de cereais, porém nem todos os cereais servem para a 

produção, pois precisam ter características especificas, onde os cereais mais 

utilizados são: cevada, trigo, aveia, arroz e milho (MORADO, 2009). O teor de 

proteína, a taxa de gordura, o rendimento de extração e a capacidade de germinação 

são características importantes para decidir quais cereais serão utilizados para a 

produção. A cevada é o cereal base para a produção da cerveja, visto que é rica em 

amido e contém uma enzima chamada amilase, a qual atua na conversão de amido 

em açúcar. Além disso, é um cereal de custo relativamente menor e mais fácil de 

maltar que outros cereais (MORADO, 2009; SILVEIRA et al., 2022). 

Como definição, a cerveja é uma bebida fermentada a base de amido e 

aromatizada com lúpulo. A partir dos ingredientes tradicionais são desenvolvidos 

diversos tipos de cervejas, tanto industriais, como artesanais (MORADO, 2009; PIRES 

et al., 2020). A mistura de diversas opções de malte com outros cereais depende da 

disponibilidade e custo da matéria-prima. O arroz e o milho são utilizados em diversos 

tipos de cerveja a fim de reduzir seu custo e proporcionar diferentes estilos de cerveja. 

Os parâmetros importantes escolhidos pelas indústrias cervejeiras para garantir um 

bom produto são: seleção dos cereais, combinação de espécies de leveduras, escolha 

do lúpulo para a aromatização, propriedades físico-químicas da água utilizada no 

processo, filtragem, temperatura e tempo de fermentação (MORADO, 2009). 

A produção da cerveja, como ilustrado na Figura 1, é iniciada na germinação 

por meio da hidratação dos cereais selecionados por tamanho, teor de proteína e 

umidade. Durante o processo de germinação podem ser adicionados adjuntos 

moídos, caso seja necessário. Os adjuntos são fontes de carboidratos, além da 

cevada, como o arroz e milho, os quais podem ser utilizados para o produto ter um 
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custo menor ou para produzir um tipo específico de cerveja (PIRES et al., 2020). A 

cerveja apresenta cerca de 90% de água em sua composição, portanto, é de extrema 

importância a qualidade da água utilizada durante o processo, visto que deve ser 

isenta de turbidez, apresentar pH controlado para favorecer a atuação das enzimas e 

das leveduras durante a fermentação, 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 produção da cerveja. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

No processo de fermentação, a mistura de todos os cereais utilizados é 

aquecida e são produzidas enzimas que transformam o amido presente nos grãos em 

açúcares, como maltose e glicose. Posteriormente, o cereal germinado é seco ou 

torrado e é chamado de malte, que devido à quebra do amido em açúcares, possui 

sabor adocicado. O produto resultante da fermentação é chamado de mosto (SECO, 

2023). 

Durante a fermentação, o mosto (caldo) que contém os grãos maltados, lúpulo 

e leveduras irão produzir etanol e dióxido de carbono, ésteres, fenóis e ácidos 

orgânicos (MORADO, 2009; SECO et al., 2024). O mosto contém também oxigênio, 

que será utilizado pela levedura como nutriente para sua multiplicação. Outros 

nutrientes importantes que estão presentes no mosto são aminoácidos e alguns sais 

minerais. Nesta etapa, uma variedade de compostos é formada, como subprodutos 

do metabolismo da levedura. Os fatores mais importantes para que ocorra uma 
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fermentação eficaz são: temperatura, contrapressão (pressão do ar dentro do tanque), 

escolha adequada da levedura e sua quantidade (MORADO, 2009; PIRES et al., 

2020). 

A partir do processo de fermentação, as cervejas são classificadas nos 

seguintes tipos: Lager (baixa fermentação) e Ale (alta fermentação) (LAGO, 2021). As 

cervejas do tipo Lager são as mais popularizadas, fermentadas por leveduras em 

temperaturas baixas (9-15 ºC) durante 7 a 10 dias. As cervejas do tipo Ale são 

fermentadas em temperaturas altas (15-25 ºC) durante 3 a 5 dias. No final do processo 

de fermentação, a levedura flocula, sedimentando (Lager) ou flutuando (Ale), 

dependendo da faixa de temperatura. Posteriormente, a mistura é então armazenada 

em tanques adequados, podendo ser utilizada para fermentações posteriores, desde 

que mantida a qualidade microbiológica (MORADO, 2009; FERREIRA et al., 2010). 

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

 

Tabela 1 – Principais estilos de cerveja Lager e Ale. 

Tipo de Cerveja Estilos de cerveja 

Lager 

• Pilsen 

• American Lager 

• Bock 

Ale 

• Belgian Ale 

• Brown Ale 

• Pale Ale 

• India Pale Ale (IPA) 

 

Após o processo de fermentação, inicia-se o processo de maturação, onde as 

leveduras remanescentes metabolizam os carboidratos ainda presentes na cerveja e 

outras substâncias indesejáveis resultantes da fermentação. O produto pode ser 

filtrado ou passar por uma etapa de carbonatação, para ser pasteurizado (ROSA, 

2015; PIRES et al., 2020). 



9 
 

 
 

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e o 

Sindicato Nacional da Indústria da Cerveja (Sindicerv), o Brasil é o 3º maior produtor 

de cerveja do mundo, atrás da China e dos Estados Unidos, com cerca de 16,1 bilhões 

de litros de cerveja comercializados e um crescimento de 4,5% em relação a 2022. O 

tipo de cerveja mais produzido e consumido mundialmente, principalmente no Brasil, 

é a do tipo Pilsen, que possui pouco lúpulo, baixa fermentação e baixo teor alcoólico 

comparado às cervejas de outros tipos (MAPA, 2024). 

Do ponto de vista nutricional, a cerveja é composta predominantemente por 

água, 6% de extrato residual, 0,5% de CO2 e de aproximadamente 8% de teor 

alcoólico (KEUKELERIE, 2000; ROSA et al., 2015). Sua composição química 

apresenta inúmeros compostos inorgânicos e orgânicos. Os principais compostos 

inorgânicos que podem estar presentes na cerveja são: sulfatos, cloretos, nitritos e 

nitratos. Porém, em altas concentrações podem favorecer a corrosão dos tanques de 

armazenamento do produto e influenciar na fermentação (ROSA, 2015; COELHO 

NETO et al., 2020). Os compostos orgânicos presentes na cerveja são provenientes 

da matéria-prima ou são formados durante a produção, como nas atividades 

enzimáticas ou durante a fermentação. Os compostos orgânicos que podem estar 

presentes na cerveja são: aminoácidos, carboidratos, flavonoides, proteínas, 

polifenóis, vitaminas do complexo B (B1, B2), entre outros (SANCHEZ et al., 2010; 

COELHO NETO et al., 2020). 

 

3.2.   Íons metálicos em cerveja 

 

A cerveja é uma bebida preparada a partir de fermentação alcoólica, onde são 

adicionados vários ingredientes naturais utilizados na fabricação, como água, cereais, 

cevada, entre outros, os quais são as principais fontes endógenas de metais na 

bebida. O teor depende da qualidade desses componentes, do tipo de cerveja e do 

seu país de origem, dependendo do processo de fabricação (BORGES et al., 2015; 

PIRES et al., 2020). 

Os metais presentes na cerveja podem ser essenciais ou potencialmente 

tóxicos para o corpo humano e em altas concentrações podem comprometer os 

processos de fermentação e a qualidade da cerveja, influenciando no sabor. A 

presença de metais pode ocorrer devido a contaminação dos equipamentos dos 
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processos de fabricação, como tubulações, 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 deterioração dos recipientes onde são armazenados os produtos pode levar 

a um aumento nas concentrações de Al, Co, Cr, Cu, Fe e Ni, visto que esses 

elementos migram facilmente para a cerveja (POHL, 2008). No caso do Al, a 

contaminação é referente ao tempo de armazenamento, visto que quanto maior o 

tempo, maiores serão as concentrações de metais que podem ser encontrados na 

bebida. Em relação às bebidas que são envasadas em latas, além do tempo de 

armazenamento em tanques nas indústrias, quanto maior a temperatura do ambiente 

em que ela se encontra, maior é a taxa de corrosão da lata e consequentemente 

ocorre o acúmulo de metais (POHL, 2008; PIRES et al., 2020). 

A presença de metais na cerveja influencia principalmente o processo de 

produção. O malte é o principal responsável pela maior parte dos íons metálicos na 

cerveja, seguido do lúpulo e da água utilizada no processo de fabricação 

(WIETSTOCK et al., 2015; SILVEIRA, 2023). A presença de metais como Fe, Cu, Mn, 

Ni e Zn ocorre devido aos cereais selecionados para a sua fabricação, visto que esses 

elementos são micronutrientes essenciais para as plantas (POHL, 2008; SILVEIRA, 

2023). Alguns metais são cofatores essenciais para as enzimas que participam do 

processo de fermentação, como Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Ni e Zn (POHL, 2008). 

Na literatura, os elementos Al, Ba, Cr, Cu e Fe são frequentemente encontrados na 

composição química da cerveja (PIRES et al., 2019; SILVEIRA et al.,2023; SECO et 

al., 2024). 

Os metais presentes em nível traço (1 µg L-1 a 100 mg L-1) ou ultratraço (menor 

que 1 µg L-1) têm sido comumente investigados pelos seus efeitos na saúde 

humana.  O Fe pode interferir na qualidade da espuma e no sabor da cerveja estando 

presente em concentrações elevadas (PIRES et al., 2019; SILVEIRA, 2022). Além 

disso, pode provocar o envelhecimento da cerveja, catalisando as reações químicas 

e formando espécies reativas de oxigênio, reduzindo a estabilidade do produto 

(GONZÁLEZ-SANJOSÉ et al., 2017). Os compostos orgânicos presentes na cerveja 

são facilmente oxidados pelas espécies reativas de oxigênio, alterando a qualidade 

da espuma e estabilidade do sabor do produto (POHL, 2008). Com relação aos 
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números de oxidação, os estados mais comuns do ferro são Fe(II) e Fe(III) (SECO, 

2024). Além disso, é um elemento químico de extrema importância em diversos 

campos da ciência, apresentando propriedades químicas e físicas que o tornam 

fundamental em processos químicos, físicos, ambientais e biológicos (DUARTE, 

2019). 

 

3.3. Métodos analíticos para determinação elementar em cervejas 

 

3.3.1. Técnicas de determinação 

 

Para escolher a melhor técnica analítica para uma análise, é importante 

entender não só a aplicação, mas também as vantagens e desvantagens de cada 

técnica instrumental. Parâmetros como sensibilidade, capacidade de detecção, tempo 

de análise, custo e compatibilidade com a amostra são fundamentais para a escolha 

da técnica (KRUG, 2019; DEMATTÊ et al., 2019).  

Para a análise química de cerveja com foco na determinação elementar, 

técnicas como a espectrometria de absorção atômica com fonte de linhas (LS-AAS, 

do inglês line source-atomic absorption spectrometry) com atomização por chama (F 

AAS), em forno de grafite (GF AAS) e por geração de hidretos (HG AAS), além das 

técnicas voltamétricas, permitem determinações, geralmente, monoelementares 

(DEMATTÊ 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 determinação monoelementar como a determinação 

multielementar de 2 ou mais elementos é a HR-CS AAS. Além disso, a espectrometria 

de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES, do inglês 

microwave-induced plasma-optical emission spectrometry) se destaca como uma 

interessante alternativa (LEÃO et al., 2018; PIRES et al., 2019). Embora as técnicas 

que utilizam plasma como o ICP-OES e ICP-MS possuírem muitas vantagens, como 

determinação multielementar e ampla faixa de trabalho, elas possuem desvantagens 

como o alto custo de aquisição (no caso do ICP-MS), manutenção e de operação 

(devido ao elevado consumo de Ar), onde exigem treinamento e experiência do 

analista (PIRES et al., 2019). Nesta revisão, será 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 absorção atômica com atomização por chama 

 

Diversas técnicas podem ser empregadas para a determinação elementar em 

cerveja, uma vez que as técnicas são escolhidas pela compatibilidade da amostra com 

o instrumento e pelas possíveis interferências que podem ocorrer durante análise. 

Uma das técnicas mais empregadas na literatura para determinação elementar é a F 

AAS, uma técnica amplamente consolidada por apresentar seletividade e capacidade 

de identificação e quantificação de diferentes elementos com custos de aquisição e 

manutenção acessíveis, 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 decomposição, extração, pré-concentração, entre outros. 

Quando associada a um método de preparo de amostra eficiente, apresenta sucesso 

na análise química e baixas interferências (WU et al., 2009; SEEGER et al., 2015; 

YAZICI et al., 2019). A técnica é baseada na absorção de radiação eletromagnética, 

derivada de uma fonte de radiação, por átomos gasosos no estado fundamental. A 

amostra líquida é introduzida no atomizador por meio de uma câmara de nebulização 

que converte o líquido em um aerossol, o qual é misturado com o gás comburente e 

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

 

3.3.1.2.  Espectrometria de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua 

 

A HR-CS AAS é uma técnica que difere da LS-AAS, pelo seu monocromador 

duplo, pelo emprego de uma lâmpada de arco curto de Xe (capaz de emitir radiação 

em um espectro contínuo) e pelo detector de carga acoplada (CCD, do inglês 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. 

 

Legenda: (1) lâmpada de arco curto de Xe; (2) lâmpada de cátodo 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 intermediária e espelhos 

ajustáveis; (9) rede Echelle e (10) detector CCD. Adaptado de Welz et al. (2005). 

 

A alta resolução do monocromador combinado com a capacidade do detector 

acarretou um grande avanço para a técnica de HR-CS AAS, uma vez que possibilitou 

a observação da região da linha analítica de interesse. Isso só é possível pois uma 

terceira dimensão é analisada: o comprimento de onda. O monocromador de alta 

resolução (DEMON, do inglês double-echelle monochromator) é composto por um 

prisma para pré-seleção de ordens espectrais seguido de uma fenda intermediária 

ajustável e uma rede Echelle. Após passar pelo monocromador, a radiação incide no 

detector CCD, o qual possui 512 pixels com dimensões individuais de 24 x 24 µm, 

onde cada pixel possui um multiplicador individual, permitindo que o instrumento opere 

com 512 detectores independentes, dos quais 200 pixels são usualmente utilizados 

para propósitos analíticos (WELZ et al., 2005). 

As informações obtidas com o arranjo de um espectrômetro HR-CS AAS não 

são obtidas utilizando uma fonte de linhas clássica, uma vez que apenas a 

absorbância versus tempo é visualizada. Além disso, esse recurso permite que mais 

de um comprimento de onda seja monitorado simultaneamente, contando que os 
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mesmos estejam dentro do mesmo intervalo espectral. A sensibilidade do sinal 

analítico pode ser reduzida ou ampliada, dependendo do número de pixels avaliados 

(WELZ et al., 2005). A técnica permite análises em baixas concentrações (na ordem 

de µg L-1) empregando atomização por forno de grafite e em concentrações 

relativamente superiores (na ordem de mg L-1) empregando atomização por chama 

em amostras sólidas, líquidas ou suspensões.   

 

3.3.2.  Métodos de preparo de amostra 

 

Para a realização de uma análise química visando a determinação elementar, 

a amostra precisa ser submetida a um preparo de amostra adequado, visando sua 

preparação para as etapas subsequentes. O procedimento de preparo da amostra 

deve apresentar baixo consumo de reagentes, simplicidade e possuir mínima 

contaminação e baixa geração de resíduos. A escolha do procedimento de tratamento 

da amostra, depende da natureza da amostra, dos analitos a serem determinados e 

da sua concentração, da técnica escolhida para as determinações e da precisão e 

exatidão desejadas (KRUG, 2019). 

Durante o preparo de amostra, as amostras podem ser submetidas a diversas 

etapas, como limpeza, secagem, moagem e filtração e, em seguida, a métodos de 

extração, decomposição, separação, entre outros. No caso de bebidas gaseificadas, 

como a cerveja, o primeiro passo para o seu tratamento consiste em um processo de 

desgaseificação, o qual pode ser realizado com o auxílio de um banho ultrassônico 

(KRUG, 2019; PIRES et al., 2020). 

A cerveja contém elevados teores de matéria orgânica, sendo assim, os 

métodos de preparo de amostras comumente empregados são as decomposições por 

via úmida que podem ser feitos tanto em sistemas abertos ou fechados. Os métodos 

em sistema aberto são bastante morosos e consomem grande quantidade de 

reagentes. Entre os métodos de decomposição por via úmida em sistemas fechados 

destaca-se a MAD, onde as amostras são submetidas a aquecimento a partir da 

interação com a radiação micro-ondas, na presença de ácidos concentrados, como o 

HNO3, HCl e H2SO4, podendo ser combinado com o H2O2 (oxidante auxiliar) (ORESTE 

et al., 2016). Esses sistemas permitem decomposições bastante eficientes, com a 

redução do tempo, consumo de reagentes e contaminação da amostra, além de 
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minimizar o risco de perda de analitos quando comparados com os sistemas abertos 

(PASSAGHE et al, 2015; KRUG, 2019; PIRES et al, 2020). No entanto, necessitam 

de instrumentação com custo de aquisição e manutenção relativamente elevado como 

os fornos micro-ondas. 

Métodos simples, rápidos, de baixo custo, com número reduzido de etapas, uso 

de materiais obtidos de fontes renováveis, com menor geração de resíduos e consumo 

de energia, são alguns dos princípios da Química Analítica Verde (GAC, do inglês 

green analytical chemistry) que tem norteado o desenvolvimento de métodos na 

Química Analítica (GAŁUSZKA et al., 2013). Visando uma análise rápida e simples 

das amostras de cerveja, alguns estudos têm empregado a análise direta por GF AAS, 

a fim de minimizar os processos (BORGES et al., 2015). No entanto, em 

determinações empregando a ICP OES, a análise direta pode ocasionar interferências 

espectrais e/ou instabilidade no plasma, podendo ser uma limitação para a detecção 

de elementos traço (ASFAW e WIBETOE 2005; POHL, 2008). Além da análise direta, 

as amostras de cerveja podem ser diluídas com água ou ácidos e introduzidas em 

diversas técnicas, como na espectrometria de absorção atômica em forno de chama 

termospray (TS-FF-AAS, do inglês 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 diluição da amostra é realizada para minimizar 

possíveis interferências físicas e/ou químicas da matriz que acompanham os 

processos de atomização (NASCENTES et al., 2005; POHL, 2008), além de evitar o 

depósito de sólidos na cabeça do queimador ou danificar o tubo de grafite por uma 

camada de cinzas. Porém na F AAS, devido a diluição da nuvem atômica nos gases 

da chama, a diluição das amostras de cerveja pode comprometer o LOQ (BELLIDO-

MILLA et al., 2004; POHL, 2008). 

Para analitos presentes em baixas concentrações, uma alternativa para 

aumentar a capacidade de detecção é a utilização de métodos de pré-concentração 

(FERNÁNDEZ et al, 2016; DEMIR et al., 2021). A pré-concentração possibilita o 

aumento da concentração do analito e a redução de possíveis interferentes. Na 

literatura, são relatados métodos de precipitação, co-precipitação, extrações líquido-

líquido e sólido-líquido, bem como mecanismos de captura de átomos a fim de realizar 

a pré-concentração dos analitos (TÜRKER, 2012; FERNÁNDEZ et al., 2016). Os 

métodos de precipitação e co-precipitação são empregados quando compostos 
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insolúveis dos analitos são formados, os quais, posteriormente, podem ser dissolvidos 

em diferentes volumes de solvente. Para esses métodos de preparo de amostra, o pH 

é um parâmetro importante, pois influencia na seletividade dos analitos (FERREIRA 

et al., 2007; ZHAO et al., 2012). 

A pré-concentração por LLE, tem como fundamento a separação dos metais 

em solução entre duas fases líquidas imiscíveis. Para realizar a extração, é necessário 

um agente quelante a fim de remover os analitos em solução. A LLE é uma técnica 

simples, porém, apresenta desvantagens como a utilização de elevados volumes de 

amostra e solventes orgânicos tóxicos, gerando uma grande quantidade de resíduos 

(FERREIRA et al., 2007; ZHAO et al., 2012). Na SPE, ocorre a separação dos analitos 

da amostra através da retenção em uma fase sólida e posterior eluição dos analitos 

em um solvente adequado. Esse método permite a utilização de diversos materiais 

adsorventes, os quais podem ser materiais poliméricos sintéticos ou naturais (CAO et 

al., 2023). 

As características do analito a ser pré-concentrado pelo método está 

diretamente relacionada com a escolha do melhor adsorvente a ser utilizado. Sendo 

assim, através da adsorção dos analitos, ocorre a interação com os grupos funcionais 

do adsorvente, as quais podem ser por troca iônica, formação de pares iônicos, 

quelação ou polaridade. No caso de íons metálicos, estudos experimentais para o 

controle de pH, tempo de extração, temperatura e concentração de íons metálicos são 

de extrema importância (FERNÁNDEZ 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 eluição dos analitos com solvente adequado. Em uma escala 

menor, tem-se a microextração em fase sólida (SPME, do inglês solid-phase 

microextraction), a qual é realizada com uma fibra contida em uma seringa. 

Recentemente, a dSPE ou a µ-dSPE foi proposta visando trazer vantagens e 

facilidades em comparação 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. Após, a mistura passa por agitação e centrifugação. A amostra 

(sobrenadante) é retirada e adiciona-se uma solução/solvente adequado para a 

dessorção dos analitos em um volume menor que o volume inicial (pré-concentração) 

(ISLAS et al., 2017). 
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A dSPE tem se destacado por apresentar muitas vantagens frente às outras 

técnicas, como a utilização de pouca quantidade de solventes, reduzindo o volume de 

resíduo gerado, curto tempo de extração, alta eficiência, além da possibilidade de pré-

concentração dos analitos. Sendo assim, diversos estudos estão sendo relatados na 

literatura sobre diferentes adsorventes que possibilitam a pré-concentração dos 

analitos com grande eficiência, como carvão ativado, nanotubos de carbono e 

quitosana, a qual é um material polimérico não convencional, porém economicamente 

viável (RUIZ et al., 2019; SALEHI et al., 2021; DEMIR et al., 2021). 

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

base na determinação elementar em cervejas.
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Tabela 2 – Estudos sobre a determinação elementar em cervejas. 

Tipo de cerveja Analito 
Método de preparo 

de amostra 
Condições experimentais 

Técnica de 
determinação  

LOD Referência 

 Dark, Pilsen e 
sem álcool 

Cu, Mn, Pb 
e Zn 

Diluição 

Desgaseificação em banho 
ultrassônico por 20 min e 
diluição 1:1 e 1:5 com 0,14 
mol L-1 HNO3  

TS-FF-AAS 

(µg L −1)  

Cu: 2,2                       
Mn: 1,8                      
Pb: 1,6                       
Zn: 0,9 

(NASCENTES et al., 
2005) 

Lager, Dark, baixo 
teor alcoólico e 

sem álcool 
Cu, Fe e Mn MAD 

Desgaseificação foi 
realizada passando argônio 
pela cerveja por 1 h.                                                            
MAD (10,0 mL da amostra, 
5,0 mL de HNO3 
concentrado e 2,0 mL de 
H2O2 30%) 

ICP OES 

(ng mL−1) 

Cu: 1,1                                            
Fe: 1,1  

Mn: 0,3 

(ASFAW et al., 2005) 

- Pb SPE 

Amostra com pH ajustado 
em 6, vazão de amostra de 
6,0 mL min−1, 63,0 mg de 
massa adsorvente e 2,0 
mol L−1 de HNO3 a uma 
vazão de 2,0 mL min−1 

F AAS 
(µg L −1) 

7,5  
 (ALVES et al., 2011) 

-  Pb SPE 

Amostra com pH ajustado 
em 8, concentração de 
ditizona 0,0005% (p/v), 2 
mL de HNO3 1,0 mol L-1, 
vazão da amostra 3 mL 
min-1; vazão do eluente, 0,5 
mL min-1 

F AAS 
(µg L −1) 

0,36  
 (CHENG et al., 2014) 
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Pilsen e sem 
álcool  

Al, Cd, Cu e 
Pb 

Análise direta 
Desgaseificação a 25 ºC e 
diluição 1:1 com HNO3 0,2% 
(v/v) 

GF AAS 

(µg L −1)  

Al: 1,9              

Cd: 0,6  

Cu: 2,9                  

Pb: 0,8                       

(BORGES et al., 2015) 

Pilsen 
Ca, Cu, Fe, 

Mg e Zn 
MAD 

10 mL da amostra, 5 mL de 
HNO3 concentrado e 2 mL 
de H2O2 30% 

ICP OES - 
(WIETSTOCK et al., 

2015) 

Artesanal, Dark e 
Pilsen 

Al, Ba, Ca, 
Co, Cr, Cu, 
Fe, K, Mg, 

Mn, Ni, Sr e 
Zn 

Diluição 
Diluições com solução de 
HNO3 1,0 mol L-1 com 
proporção de 1:4  

MIP OES 

(µg L −1)  

Al: 15,4 

Ba: 1,40 

 Ca: 970 

 Co: 4,0 

Cr: 0,84 

 Cu: 2,62 

 Fe: 10,1 

 K: 100 

 Mg: 30 

 Mn: 0,78 

 Ni: 3,90 

 Sr: 1,50 

Zn: 12,6 

 (PIRES et al., 2019) 

Pilsen Cl, Fe e Si MAD 
Desgaseificação em um 
banho ultrassônico por 30 
min 

 HR-CS GF AAS e 
HR-CS GF MAS 

(µg L−1)  (PIRES et al., 2020) 
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MAD (5 mL da amostra, 2,0 
mL de HNO3 concentrado e 
2 mL de H2O2 a 30%) 

Cl: 0,05                          
Fe: 2,0                          
Si: 0,08 

Pilsen Cu DLLME 

5 mL de amostra, 100 µL 
CCl4 como solvente extrator 
e dietil ditiocarbamato de 
sódio (DDTC) 2% (m/v) 
como agente quelante 

F AAS 
(µg L −1)  

3,2 

 (SILVEIRA et al., 
2023) 

Pilsen Fe DLLME 

10 mL de amostra, 75 μL 
de 1,2-diclorobenzeno 
como solvente extrator, 500 
μL de pirrolidina 
ditiocarbamato de amônio 
(APDC) 0,5% (p/v) como 
agente complexante 

F AAS 
(µg L −1)  

9,0 
(SECO et al., 2024) 
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3.4.      Microextração em fase sólida dispersiva  

 

A dSPE é uma derivação 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 extração de pesticidas. O método tem sido aplicado com sucesso para 

extração, isolamento e limpeza no preparo de amostra de uma ampla variedade de 

medicamentos veterinários (ISLAS et al., 2017), alimentos (ONER et al., 2021) e 

bebidas (ARAIN et al., 2023). A dSPE é também empregada como uma 

complementação do método QuEChERS (rápido, fácil, barato, eficiente, robusto e 

seguro, do inglês do inglês quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe), atuando 

como uma etapa de limpeza para a determinação de pesticidas, sendo utilizada para 

a eliminação de possíveis interferências (clean-up), uma vez que podem afetar a 

determinação subsequente dos analitos (ARIAS et al., 2018; ISLAS et al., 2017). Na 

Figura 3, está mostrado um esquema da dSPE. 

 

Figura 3 – Esquema da dSPE. 

 

Fonte: Adaptado de Islas et al. (2017). 
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O método consiste em adicionar um adsorvente sólido, geralmente polimérico, 

a base de carbono ou derivado de sílica, diretamente na amostra líquida. Após, pode 

ser empregada agitação por vórtex (TOKAY et al., 2021) ou ultrassom (SADEGHI et 

al., 2017; JAKAVULA et al., 2021), com posterior centrifugação. O emprego de 

agitação por vórtex ou por ultrassom favorece a dispersão do adsorvente, favorecendo 

a difusão dos analitos. Porém, se a fonte de energia não for controlada, pode afetar 

negativamente a extração, ocasionando a degradação dos analitos (CHISVERT et al., 

2019). 

Após o processo de dispersão, o adsorvente é isolado por centrifugação 

seguido de filtração, se for necessário. Uma vez que o adsorvente é separado da fase 

líquida, os analitos na superfície do adsorvente podem ser dessorvidos com a adição 

de solventes orgânicos. A dSPE é considerada um método rápido, simples e com 

baixa geração de resíduos, considerando as quantidades baixas de adsorvente e 

volume de solvente, sendo mais ambientalmente amigável do que a SPE 

convencional, pois é isenta da utilização de cartucho, disco ou coluna (ISLAS et al., 

2017; ŚCIGALSKI et al., 2020). 

Os materiais utilizados como adsorventes na dSPE são sólidos que sofrem 

modificação por meio químico ou físico pela adição de compostos químicos que 

modificam suas afinidades pelo analito. Essas modificações e funcionalizações 

ampliam suas aplicações, permitindo retenção máxima dos analitos e minimizando 

interferências. No entanto, com base na crescente aplicação da dSPE, novos 

materiais adsorventes estão sendo investigados para serem utilizados, assim como 

adsorventes provenientes de fontes renováveis (DEMIR et al., 2021; ARAIN et al., 

2023).  

Os materiais adsorventes apresentam diferentes estruturas funcionais que 

podem ser modificadas, a fim de atingir maior eficiência de extração. A dispersão do 

adsorvente leva a um aumento de sua superfície ativa e, portanto, a uma melhoria na 

cinética de extração. Além disso, a dSPE permite o uso de uma quantidade menor de 

adsorvente em comparação às abordagens de extração convencionais, resultando em 

um custo menor (JAMALI et al., 2013). Na Figura 4, são ilustradas algumas estruturas 

que os adsorventes podem apresentar. 
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Figura 4 – Tipos de estrutura de adsorventes utilizados na dSPE. 

 

Fonte: Adaptado de Ścigalski (2020). 

 

 Além disso, a dSPE tem sido utilizada como preparo de amostra para posterior 

determinação e quantificação de diversos analitos por técnicas instrumentais como F 

AAS (GHORBANIAN et al., 2019), GF AAS (CHAIKHAN et al., 2021), cromatografia a 

líquido com detecção por ultravioleta (LC-UV, do inglês liquid chromatography-

ultraviolet detection) (FLORIANO et al., 2018), espectrometria de massa (MS, do 

inglês mass spectrometry) (ZHU et al., 2019), detector por arranjo de diodos (DAD, do 

inglês diode array detector) (EYVAZLOU et al., 2024), cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC, do inglês high performance liquid chromatography) (ABNIKI 

e MOGHIMI, 2024), entre outras técnicas. 

Se tratando de dSPE, nos casos em que pequenas massas de adsorvente têm 

sido utilizadas (até 50 mg), os autores têm utilizado a nomenclatura de µ-dSPE. Uma 

vez que a quantidade de adsorvente é independente da retenção dos analitos, estes 

podem ser extraídos de forma eficaz, mesmo com massas reduzidas de amostra. 

Além disso, comparado com a dSPE, a µ-dSPE é um método de preparo de amostra 

consolidado e conhecido pela sua simplicidade, baixo custo, menor consumo de 

reagentes e curto tempo de extração. Essas características trazem versatilidade para 

o 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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método µ-dSPE, o qual utiliza pouca quantidade de adsorvente e amostra, logo, o 

método pode ser realizado utilizando microtubos Eppendorf. 

 

Figura 5 – Esquema da µ-dSPE. 

 

Fonte: própria autora. 

 

3.4.1. A µ-dSPE e a Química Verde 

 

 Os Princípios da GAC têm norteado o desenvolvimento de novos métodos na 

Química Analítica, apresentando simplicidade, rapidez, baixo custo e número reduzido 

de etapas no tratamento de amostras (GAŁUSZKA et al., 2013). A GAC enfatiza a 

importância de evitar e/ou diminuir a geração de resíduos, priorizando métodos 

miniaturizados e, consequentemente, uma menor geração de resíduos. 

Adicionalmente, a minimização do uso de reagentes, o emprego de materiais de 

fontes renováveis, um menor número de etapas e a diminuição do tempo de extração 

também são características da GAC. Dessa forma, o emprego de métodos visando os 

princípios da GAC pode aumentar a eficiência e diminuição dos custos do método, 

gerando diversas aplicações. 

 A µ-dSPE atende aos princípios da GAC, proporcionando métodos 

ambientalmente amigáveis, miniaturizados e com menor geração de resíduos. Esses 

métodos priorizam, principalmente, o uso de materiais de fontes renováveis, 

minimizando a geração de resíduos e o consumo de energia (FERNÁNDEZ et al, 

2016; SILVEIRA, 2022). Portanto, a busca por novos materiais adsorventes 

provenientes de fontes renováveis que possam ser utilizados em diversos métodos 

analíticos vem aumentando constantemente. A quitosana, um dos biopolímeros mais 

abundantes na natureza, demonstrou interesse mundial (ALVEZ et al., 2021). Suas 
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aplicações incluem a remoção de metais tóxicos do meio ambiente (KATARINA et al., 

2008), processos de separação (recuperação de metais valiosos em hidrometalurgia) 

(BEGUM et al., 2021) e para fins analíticos (como pré-concentração prévia à análise 

espectrofotométrica) (DEMIR et al., 2021; SALEHI et al., 2021). 

É crescente o desenvolvimento de trabalhos que atendam aos princípios da 

GAC, onde o uso de adsorventes obtidos de fontes renováveis, como crustáceos, 

pode ser utilizado para adsorção de inúmeros 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, vários estudos sobre suas propriedades químicas e físicas são relatados. 

No entanto, poucos estudos utilizam a quitosana como adsorvente para a 

determinação 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 (DAI et al., 2012), entre outros. Além disso, a quitosana 

tem sido usada como adsorvente em diversas amostras, como água potável (KAZEMI 

et al., 2017), água do mar (KATARINA et al., 2008), arroz e leite em pó (CAO et al., 

2023). Para análises orgânicas, a quitosana tem sido aplicada em diversos estudos, 

como na determinação de pesticidas (SAMADIFAR et al., 2017), fármacos (ARIAS et 

al., 2018), entre outros. 

 

3.4.2.  Aplicações da µ-dSPE 

 

Na literatura, são reportados diversos estudos empregando a μ-dSPE como 

método de preparo de amostra para análise inorgânica e orgânica. De 2000 a 2024, 

foram publicados cerca de 11 mil artigos sobre μ-dSPE, conforme pesquisa feita nas 

bases de dados “Scopus”, “Google Scholar” e “Periódicos CAPES” com as palavras-

chave “dispersive solid-phase microextraction” e “μ-dSPE”, conforme destacado na 

Figura 6.  
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Figura 6 – Número de publicações de 2000 a 2024 sobre a μ-dSPE. 

 

 No período de 2000-2023 ocorreu um crescimento nas publicações sobre a μ-

dSPE e a estimativa é que as publicações aumentem ainda mais durante os anos, 

pois em 2024 os estudos seguem aumentando consideravelmente. A μ-dSPE tem sido 

amplamente aplicada em análises orgânicas, como na determinação de compostos 

fenólicos (CAO et al., 2015), pesticidas (GHORBANI et al., 2021), entre outros. No que 

diz respeito à análise inorgânica, a μ-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 μ-dSPE. 

Adsorvente Amostra Analito Condições experimentais Técnica de determinação LOD Referência 

Nanotubos de 

carbono de 

paredes 

multiplas 

Água Se 

200 mL de adsorvente oxidado 

disperso a uma concentração de 5 mg 

mL-1, 100 mL de amostra, agitação por 

5 min. 

XRF 
(ng mL −1) 

0,2 
(SKOREK et al., 2012) 

Óxido de 

grafeno 

Água, 

saliva e 

urina 

Cd, Cr e Pb 

30 µL de adsorvente (7 mg mL −1), 1,5 

mL de amostra, agitação manual, 10 

min de centrifugação e 100 µL de 

ácido nítrico 0,5 mol L-1. 

GF AAS 

(µg L −1) 

Cd: 0,005 

Cr: 0,012 

Pb: 0,035 

(GHAZAGHI et al., 

2016) 

Nanopartículas 

de sílica 

mesoporosa 

Água 
Mn(II) e 

Mn(VII) 

10 mg de adsorvente, 100 mL de 

amostra, sonicação por 2 min, 

centrifugação por 3 min e 500 µL de 

HNO3 0,35 mol L-1 

F AAS 

(µg L −1) 

Mn(II): 0,007 

Mn(VII): 0,008 

(SHIRKHANLOO et al., 

2016) 

Nanopartículas 

de óxido de 

cério 

Água Be 

20 mg de adsorvente, 10 µL de 

amostra, agitação ultrassonica por 6 

min, centrifugação a 400 rpm por 7 

min e 0,5 mL de ácido fórmico 

concentrado sob sonicação por 3 min 

em temperatura ambiente 

F AAS 
(µg L −1) 

0,16 
(HOSSEINI et al., 2018) 

Óxido de 

grafeno 

funcionalizado 

Água e 

alimentos 

Cr(III), Cu(II) e 

Pb(II) 

10 mg de adsorvente, 20 mL de 

amostra, sonicação por 5 min. 
DPV 

(ng mL −1) 

Cr(III): 0,15 

Cu(II): 0,02 

Pb(II): 0,03 

(GHORBANI et al., 

2019) 
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com 

dietilenotriamina 

Óxido de 

grafeno e 

carvão ativado 

Água 
Cd, Cr, Mn, 

Ni, Pb e Zn 

10 mg de adsorvente, 10 mL de 

amostra, agitação em vórtex por 3 min, 

centrifugação por 3 mim. 

LIBS 

(µg kg -1) 

Cd: 25 

Cr: 8 

Mn: - 

Ni: - 

Pb: - 

Zn: 44 

(RUIZ et al., 2019) 

Partículas 

magnéticas de 

cobalto 

Chá 

preto 
Pb 

20 mg de adsorvente, 30 mL de 

amostra, agitação manual por 15 s, 1 

mL de HCl 1 mol L-1 

SQT-F AAS 
(µg L −1) 

7,77 
(AKKAYA et al., 2019) 

Nanocompósito 

de molibdato de 

bismuto 

Água e 

alimentos 
Pb(II) 

5 mg de adsorvente, 2 mL de amostra, 

agitação em vórtex por 0,5 min, 

centrifugação por 3 min e 3 mL de 

HNO3 0,5 mol L-1. 

F AAS 
(µg L −1) 

1,75 
(ARAIN et al., 2023) 



29 
 

 
 

Nos estudos relatados na Tabela 3, diferentes formas de agitação têm sido 

empregadas, como agitação manual (AKKAYA et al., 2019), por vórtex (ARAIN et al., 

2023) e por banho ultrassônico (GHORBANI et al., 2019). A agitação na μ-dSPE é um 

fator importante, visto que uma agitação eficiente favorece a cinética do processo de 

transferência de massa, uma vez que a eficiência de extração depende diretamente 

da superfície de contato entre os analitos e o adsorvente (KHEZELI et al., 2017). A 

natureza e as propriedades físico-químicas do adsorvente são muito importantes para 

obter uma extração eficiente. Sendo assim, os principais requisitos que um adsorvente 

precisa possuir para ser utilizado na μ-dSPE é: i) ter elevada área superficial e ii) 

dispensabilidade em amostras líquidas (ŚCIGALSKI E KOSOBUCKI, 2020). 

 

3.5.     Quitosana 

 

3.5.1. Fonte e processo de obtenção 

 

A quitosana é um polissacarídeo natural, denominado de biopolímero, possui 

elevada solubilidade em meio ácido, sendo obtido através da desacetilação alcalina 

ou enzimática da quitina, a qual é o segundo biopolímero mais abundante da natureza, 

depois da celulose (AZAROVA et al., 2016; GUIBAL, 2004). A quitina é um 

polissacarídeo de cadeia longa, insolúvel em solventes orgânicos e em água, sendo 

obtido principalmente do exoesqueleto de crustáceos, embora outras fontes como a 

parede celular de fungos e outros materiais biológicos possam ser utilizadas (ALVES 

et al., 2021). A quitina e seus derivados são provenientes de compostos renováveis, 

biodegradáveis e não tóxicos que apresentam diversas propriedades biológicas 

(HAMED et al., 2016). De acordo com a Figura 7, a principal diferença estrutural entre 

quitina e quitosana é a substituição do grupo acetamida no C-2 (posição 2 do 

carbono), que afeta significativamente a solubilidade do material, bem como o grau de 

desacetilação (RINAUDO, 2006). A quitosana é um biopolímero insolúvel em água, 

álcool, acetona e ácidos concentrados. No entanto, é solúvel na maioria dos ácidos 

inorgânicos diluídos, como HCl e HNO3, resultando em soluções viscosas (AHMED et 

al., 2016). Além de sua alta solubilidade em ácidos inorgânicos, a quitosana também 

é altamente solúvel em ácidos orgânicos diluídos, como ácido acético, ácido cítrico e 

ácido fórmico (AHMED et al., 2016). As limitações físico-químicas da quitina, como 
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sua insolubilidade em água e na maioria dos solventes orgânicos, 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 desacetilação da quitina. 

 

Fonte: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al. (2015). 

 

A conversão da quitina em quitosana pode ser feita por métodos alcalinos ou 

enzimáticos (ALVES et al., 2021). Os métodos alcalinos requerem o uso de bases, 

enquanto os métodos enzimáticos dependem de microrganismos que produzem 

ácidos orgânicos e enzimas para as etapas de desmineralização e desproteinização 

(ARBIA et al., 2013). O método mais comumente utilizado para a obtenção da 

quitosana é a desacetilação alcalina, devido ao seu curto tempo de processamento, 

simplicidade e baixo custo (MOURA et al., 2011). O método enzimático, por outro lado, 

é usado com menos frequência, pois é principalmente um processo em escala 

laboratorial com alto custo operacional (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ALVES et al., 

2021). 

O método de extração de resíduos de crustáceos na quitina envolve três etapas 

principais: desmineralização, desproteinização e desodorização (ALVES et al., 2021), 

conforme diagrama do processo de extração apresentado na Figura 8. Essas etapas 

são projetadas para remover carbonatos, proteínas e pigmentos do material. Antes da 

primeira etapa, o resíduo passa por um pré-tratamento, onde é lavado em água 

corrente para separar material grosso, como fibras e qualquer outra substância que 

possa acompanhar o resíduo e interferir nos resultados (MOURA et al., 2021). No 
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estágio de desmineralização, soluções ácidas como HCl, HNO3, H2SO4, HCOOH e 

H3CCOOH são aplicadas sob condições variáveis de temperatura e tempo para 

reduzir o teor de cinzas da matéria-prima. Durante a fase de desproteinização, 

soluções básicas, como NaOH, são usadas para reduzir o teor de proteína, levando à 

hidrólise dos grupos acetamida do polímero (CAMPANA-FILHO et al., 2007; MOURA, 

2014). A etapa final é a desodorização, na qual os pigmentos e odores da matéria-

prima são removidos usando solventes orgânicos 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 obtenção da quitina. 

 

Fonte: Moura (2014). 

 

Após a obtenção da quitina, é realizado um processo de desacetilação alcalina 

para produzir quitosana. Este processo envolve uma solução básica, normalmente 

NaOH, em altas temperaturas. Após a desacetilação, o biopolímero já é considerado 

quitosana, porém, passa por um processo de purificação para diminuir o conteúdo de 

cinzas e consequentemente concentrar a quitosana. O processo de síntese e 
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purificação da quitosana consiste em diversas etapas, conforme diagrama 

apresentado na Figura 9. 

 

Figura 9 – Etapas do processo de obtenção da quitosana. 

 

Fonte: Moura (2014). 

 

O grau de desacetilação da quitosana depende da temperatura da reação, 

duração e concentração da solução alcalina. Uma vez obtida a quitosana, a mesma 

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

local seco, preservando suas propriedades físico-químicas (CAMPANA-FILHO et al., 

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

teor de umidade permaneça abaixo de 10%, enfatizando a importância da fase de 

secagem na prevenção de interferências na polimerização. A quitosana contém 

unidades monoméricas de carboidratos, que podem ser afetadas por temperaturas 

elevadas, levando à degradação do polímero. Portanto, o controle de temperatura 

durante o processo de produção é essencial, pois as cadeias poliméricas são 
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sensíveis ao calor. Elevadas temperaturas também podem influenciar o desempenho 

do biopolímero em métodos analíticos, dependendo da duração da exposição 

(DOTTO et al., 2011). Vários métodos de secagem para quitosana são relatados na 

literatura, incluindo liofilização (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 físico-químicas 

 

As propriedades físico-químicas da quitosana resultam em menor 

cristalinidade, comparado à quitina, o que a torna solúvel na maioria dos ácidos, como 

HNO3 e HCl. A cristalinidade da quitosana é influenciada pelos grupos hidroxila e 

amino em sua estrutura polimérica, que dependem em grande parte da orientação da 

cadeia molecular. Em meio ácido, ocorre a protonação dos grupos amino ao longo da 

cadeia polimérica, criando múltiplos sítios catiônicos e aumentando a solubilidade da 

quitosana. Além disso, os grupos amino exibem forte atração por íons metálicos 

(GERHARDT et al., 2020). Essa propriedade torna a quitosana atraente para o uso 

como adsorvente em métodos de preparo de amostras, devido à sua capacidade de 

adsorver uma ampla gama de poluentes de amostras líquidas e sólidas (GERHARDT 

et al., 2020; NGAMSURACH et al., 2022).  

A quitosana pode adsorver vários íons metálicos, incluindo Pb (DAI et al., 2012) 

e Cd (BANDFORUZI et al., 2019). A adsorção de metais pode ocorrer por quelação 

em soluções neutras ou por protonação em soluções ácidas, dependendo se os 

metais são catiônicos ou aniônicos. Este processo é impulsionado por forças 

eletrostáticas e pelos pares de elétrons livres de nitrogênio dos grupos amino, que 

variam dependendo do pH da solução, permitindo que a quitosana seja utilizada de 

diferentes maneiras, independentemente de sua funcionalização (GUIBAL, 2004).  

No entanto, parâmetros-chave como solubilidade e pH, podem afetar o 

desempenho da quitosana como adsorvente em métodos analíticos se a reticulação 

adequada ou a modificação química não forem aplicadas. Sua baixa cristalinidade, 

baixa resistência mecânica e instabilidade em meio ácido são desvantagens. A 

solubilidade da quitosana em soluções com pH abaixo de 4 é uma limitação 

significativa (WESKA et al., 2007). A quitosana quimicamente modificada demonstra 
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adsorção aprimorada em ambientes de pH ácido e neutro, mas à medida que o pH 

aumenta, o aumento da concentração de íons OH- inibe a adsorção efetiva (WESKA 

et al., 2007; UPADHYAY et al., 2021). 

A determinação de metais presentes nos níveis de ppm e ppb geralmente 

requer uma etapa de pré-concentração usando solventes inorgânicos para aumentar 

a sensibilidade e eliminar ou reduzir significativamente o efeito da matriz que pode 

interferir no sinal analítico (OSHITA et al., 2008). Consequentemente, a aplicação de 

materiais à base de quitosana em métodos analíticos, bem como seu uso como 

adsorventes, tem sido de grande interesse pelos químicos analíticos, incluindo o seu 

uso como clean-up, para a remoção de diferentes matrizes (MLADENOVA et al., 

2011). 

Consequentemente, o desenvolvimento de estudos alinhados aos princípios da 

GAC está em ascensão, enfatizando o uso de adsorventes derivados de fontes 

renováveis, como crustáceos, para a adsorção de diversos íons metálicos. A literatura 

contém inúmeros estudos com foco nas propriedades químicas e físicas da quitosana, 

bem como sua aplicação como adsorventes para a determinação de metais (CAO et 

al., 2023; ARPUTHARAJ et al., 2024). 

 

3.6.  Esponja de Quitosana 

 

A quitosana é um biopolímero muito versátil em relação às modificações 

estruturais, principalmente quando comparada com outros polissacarídeos, devido a 

presença dos grupos funcionais (-OH) e (-NH2) em sua estrutura química. Em virtude 

da presença desses grupos, os agentes reticulantes reagem quimicamente, 

ocasionando modificações na cadeia polimérica e, consequentemente, alterações nas 

propriedades físico-químicas do biopolímero. As modificações na estrutura da 

quitosana, sejam elas físicas ou químicas, proporcionam um aumento de reatividade, 

uma ampliação da faixa de pH de trabalho e podem aumentar a capacidade de 

adsorção (RINAUDO, 2006). Além disso, as modificações são realizadas a fim de 

melhorar as propriedades da quitosana e ampliar suas aplicações como adsorvente, 

uma vez que podem ser utilizados diversos agentes reticulantes para o processo, 

principalmente quando existe a necessidade da utilização da quitosana em meio ácido 

(SILVA, 2024). 
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 O glutaraldeído é o agente reticulante mais empregado na modificação química 

da quitosana, pois possui grupos funcionais ativos e baixa massa molar, permitindo 

interações que provocam uma “quebra” das cadeias poliméricas da quitosana, 

contribuindo com a resistência térmica, mecânica e com o pH (BERGER, 2004). A 

reticulação da quitosana com glutaraldeído a torna mais resistente do ponto de vista 

químico, visto que as propriedades físico-químicas podem favorecer o emprego do 

material reticulado para íons metálicos. A Figura 10 mostra uma representação 

esquemática da reação da quitosana com glutaraldeído. 

 

Figura 10 – Estrutura da quitosana reticulada com glutaraldeído. 

 

Fonte: Mendes, 2011. 

 

Os sítios ativos da quitosana possibilitam a adição de aldeídos monofuncionais, 

como o formaldeído, ou bifuncionais, tais como o glioxal e/ou o glutaraldeído, como 

agentes reticulantes, formando as bases de Schiff, também denominadas de iminas, 
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as quais são formadas pela condensação de uma amina primária com uma carbonila, 

sob condições específicas, formando as ligações C=N (MCMURRY, 2012). 

A modificação química da quitosana ocorre a partir da inserção de um agente 

reticulante na sua estrutura que favorece a formação do hidrogel de quitosana, o qual 

apresenta desempenho promissor em soluções ácidas e resistência mecânica (LU et 

al., 2018; SILVA, 2024). A partir dos hidrogéis, a liofilização deste material resulta em 

modificações químicas, que são capazes de ampliar sua área superficial, melhorando 

ainda mais sua solubilidade em meio ácido (POON et al., 2014; SILVA, 2024). 

Os métodos de preparo de amostras e as técnicas instrumentais de análise têm 

avançado constantemente na Química Analítica, norteando inúmeros trabalhos. 

Diversos pesquisadores estão desenvolvendo novos materiais adsorventes, a fim de 

melhorar os métodos atuais e torná-los mais eficientes. Recentemente, uma 

alternativa como adsorvente para o preparo de amostra vem ganhando visibilidade 

por diversas características e propriedades que podem influenciar positivamente na 

eficiência dos métodos de extração, por serem materiais oriundos de fontes 

renováveis. A utilização de materiais esponjosos como adsorventes apresenta 

características favoráveis para uma eficiente extração de íons metálicos, como 

elevada área superficial e estrutura propícia para diversas ligações devido a seu 

grande número de poros (CHATZIMITAKOS E STALIKAS, 2020). 

No que diz respeito ao emprego da esponja de quitosana (a qual pode ser 

reticulada na presença de glutaraldeído), o número de estudos com enfoque analítico 

é ainda menor. Na μ-dSPE, quando o objetivo é a extração e pré-concentração de 

analitos inorgânicos, uma solução aquosa ácida diluída deve ser empregada na etapa 

de dessorção. No entanto, em pHs muito ácidos a quitosana pode ser solubilizada. 

Portanto, o uso da esponja de quitosana pode ser uma alternativa interessante, pois 

a reticulação permite diminuir a solubilidade da quitosana em meio ácido, permitindo 

assim, o seu emprego do ponto de vista analítico na μ-dSPE. 

Dinu et al. (2021) desenvolveram esponjas a base de quitosana para a 

determinação de Co(II), Cu(II) e Fe(III) em amostras de água. A esponjas foram 

reticuladas com glutaraldeído e funcionalizadas por ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA) e ácido dietilenotriaminopentacético (DTPA), aprisionando uma zeólita natural 

a partir de uma técnica de segregação de gelo. As estruturas das esponjas são 

ilustradas na Figura 11.  
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Figura 11 – Estruturas químicas da quitosana (CS), glutaraldeído (GA), zeólita (Z), 

funcionalizado com ácido etilenodiaminotetracético (CS-EDTA) e funcionalizado com 

ácido dietilenotriaminopentacético (CS-DTPA). 

 

Fonte: Adaptado de Dinu et al., (2021). 

 

Neste estudo, os íons Fe(III) obtiveram melhor adsorção em solução com pH 4, 

enquanto Co(II) e Cu(II) foram adsorvidos em solução com pH 6. Além disso, foi 

estudada a reutilização do adsorvente a base de quitosana e foi obtida uma eficiente 

extração mesmo após o quinto ciclo de sorção/adsorção, destacando a estabilidade 

química do material para a determinação de metais em amostras de água. 

 

3.7.  Aplicações da Quitosana em Química Analítica 

 

Na literatura, são relatados diversos estudos utilizando quitosana aplicada à 

Química Analítica. Portanto, foi realizada uma pesquisa nas bases de dados Scopus, 

Google Acadêmico e Periódicos CAPES, abrangendo os anos de 2000 a 2024, com 

as palavras-chave 'determinação de elementos-traço usando quitosana' e 'quitosana 

aplicada à química analítica’. Vale ressaltar que, embora muitos artigos sobre 

quitosana explorando cinética e termodinâmica estejam disponíveis na literatura, o 

estudo da quitosana como adsorvente para a determinação de metais de uma 

perspectiva analítica está aumentando a cada ano. Além dos vários tipos de quitosana 



38 
 

 
 

usados nesses estudos, vale ressaltar que a quitosana tem sido comumente aplicada 

em métodos de preparo de amostras, particularmente em extrações sólido-líquido 

(CAO et al., 2023), filtração simples (HAMZA et al., 2021) e digestão ácida 

(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 quantificação apropriada com base nos objetivos específicos do estudo 

(MLADENOVA et al., 2011). 

Na Tabela 4, são apresentados artigos com foco em análise inorgânica para a 

determinação de elementos-traço em diferentes amostras com diferentes tipos de 

quitosana. As modificações físicas e químicas da quitosana são extensas e são 

aplicadas em vários métodos de preparo de amostras e técnicas analíticas. 
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Tabela 4 – Pesquisa utilizando quitosana como adsorvente na preparação de amostras para análise inorgânica. 

Tipo de quitosana Amostra Analito Preparo de amostras 
Técnica de 

determinação 
Referência 

Resina Água do rio 
Ag, Al, Cd, Co, Fe, Ni, 

Pb, U e Zn 
 SPE ICP-MS (LEE et al., 2000) 

Resina Água Ni e Pb  SPE ICP-MS (GAO et al., 2002) 

Resina Água do mar Ag  SPE ICP-MS (KATARINA et al., 2006) 

Resina Água 
Cd, Ga, In, Ni, Pb, Sc, 

Th e V 
Pré-concentração Online ICP OES (HAKIM et al., 2007) 

Resina Água 
Ag, Be, Cd, Co, Ni, Pb, 

U e V 
 - ICP OES (SABARUDIN et al., 2007) 

Flocos Água U  SPE ICP OES (OSHITA et al. 2008) 

Resina Água Zn Pré-concentração Online F AAS (CARLETTO et al., 2008) 

Resina Água do mar 

Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, 

Ca, Cd, Co, Cs, Fe, Ga, 

Hg, In, K, Li, Mg, Mn, 

Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, 

Tl, Th,  

 SPE ICP-MS (KATARINA et al., 2008) 

Esponja Água Cd, Cu, Pb e V SPE ICP OES (CHEN et al., 2009) 
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Flocos Água As - GF AAS (GÉRENTE et al., 2010) 

Membrana Água Cd,, Ni e Pb  SPE E AAAA, (MLADENOVA et al., 2011) 

Resina Água Ge  SPE ICP-MS (SABARUDIN et al., 2011) 

Enxertada com 

nanotubos de 

carbono de paredes 

múltiplas 

Arenque, 

espinafre, água 

do rio e água da 

torneira 

Cr, Pb e V  SPE ICP-MS (DAI et al., 2012) 

Com líquido iônico Água Co, e Ni 
Pré-concentração por 

líquido iônico 
ICP-MS (ZAWISZA et al., 2013) 

Nanopartículas Água Hg  SPE CV-AAS (ZIAEI et al., 2014) 

Filme Água 
Al, Cd,, Co, Fe, Ni, Pb e 

Zn 
 SPE ICP-MS (DJERAHOV et al., 2016) 

Magnético 

Água de poço, 

água potável, 

chá preto, arroz e 

leite 

Zn SPE F AAS (KAZEMI et al., 2017) 

Esponja Solo Eu  SPE ICP OES (BAI et al., 2018) 

Resina Solo U  SPE UV-Vis (LIU et al., 2019) 

Nanopartículas 
Água, solo e 

alimentos 
Hg - PIC-EM/MS (SADANI et al., 2019) 

Nanopartículas Água La μ-SPE ICP OES (RAJABI et al., 2019) 
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Magnético Água Pb MDSPE F AAS 
(GHORBANIAN et al., 

2019) 

Magnético Água e leite Zn MDSPE F AAS 
(ABDOLMOHAMMAD-

ZADEH et al., 2019) 

Hidrogel Água As MSPE SQT-FAAS (MALTAPE, 2020) 

Microesferas Arroz, trigo e chá Cd e Pb  SPE GF AAS (HUANG et al., 2020) 

Pó Água U Flutuação TXRF (SZLACHTA et al., 2020) 

Modificado Água Ni - ICP-MS (ELSAYED et al., 2020) 

Magnético Água Cd, e Pb SPE F AAS (HOSAIN et al., 2020) 

Pó Água Cd, Fe, Mn, Pb e Zn - ICP OES (JAGABA et al., 2021) 

Esponjas Água e solo As, Cd, Cu e Pb - ICP-MS (LI et al., 2021) 

Pó Solo Zn Filtração F AAS (HU et al., 2021) 

Pó Água Ni, Hg e Zn - ICP OES (BENETTAYEB et al., 2021) 

Pó 
Água e águas 

residuais 
Cd e Pb Filtração ICP OES (HAMZA et al., 2021) 

Magnético Água Cd, e Pb dSPE F AAS (SALEHI et al., 2021) 

Esponja Água Co, Cu e Fe Filtração F AAS (DINU et al., 2021) 
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Microesferas 
Água e 

sedimentos 
As e Cd - AAS (ZHANG et al., 2021) 

Hidrogel magnético Água Te  dSPE SQT-F AAS (DEMIR et al. 2021) 

Microesferas Sal Pb SPE GF AAS (DING et al., 2022) 

Microesferas 
Arroz e leite em 

pó 
Cr, Cd, Cr, Pb e V SPE ICP-MS (CAO et al., 2023) 

Nanopartículas Leite Cd e Pb Digestão ácida GF AAS (ABDELNABY et al., 2023) 

Micropartículas Água Ce - ICP-MS (ALJOHANI et al., 2024) 

Filme Urina As e Cr Digestão ácida GF AAS (ARPUTHARAJ et al., 2024) 
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A escolha da melhor técnica analítica para uma análise requer uma 

compreensão, tanto da aplicação, quanto das vantagens e desvantagens de cada 

técnica instrumental. Parâmetros como sensibilidade, capacidade de detecção, tempo 

de análise, custo e compatibilidade com a amostra são fundamentais para a seleção 

da técnica adequada (KRUG, 2019; DEMATTÊ et al., 2019). Como pode ser visto na 

Figura 12, a literatura apresenta diferentes técnicas para determinação elementar, 

incluindo F AAS, GF AAS, HG-AAS e técnicas voltamétricas, que normalmente 

permitem determinações monoelementares (DEMATTÊ et al., 2019).  

 

Figura 12 – Técnicas de determinação elementar utilizando quitosana como 

adsorvente em análise inorgânica. 

 

 

Entre as técnicas multielementares, a ICP OES e a ICP-MS são particularmente 

notáveis. Além disso, a técnica HR-CS AAS pode facilitar a determinação de um ou 

mais elementos, oferecendo vantagens como maior sensibilidade, baixa massa de 

amostra, menor consumo de reagente e capacidade de análise direta de sólidos. Com 

a crescente demanda por métodos de preparo de amostras seletivos e de baixo custo, 

tem sido cada vez mais necessário investigar métodos de extração e pré-

concentração em conjunto com técnicas instrumentais de análise que atendam a 

análises de amostras complexas e à determinação de analitos inorgânicos em baixa 

concentração. 
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Em relação ao preparo de amostra empregando quitosana para a determinação 

elementar, a Figura 13 destaca a maioria dos estudos que empregam a SPE e suas 

variações, como dSPE, MSPE, MDSPE e μ-SPE. A quitosana é um biopolímero fácil 

de obter e altamente versátil. Quando proveniente de resíduos da indústria pesqueira, 

ajuda a prevenir a contaminação ambiental, promovendo a preservação ambiental e 

aderindo aos princípios da GAC. Consequentemente, numerosos estudos exploraram 

diferentes tipos de quitosana, muitas vezes modificando-a para aplicações específicas 

(HAMZA et al., 2021). As pesquisas utilizando métodos de extração e pré-

concentração para determinação de metais com quitosana ainda estão em 

crescimento, pois a maioria dos estudos se concentra na determinação de compostos 

orgânicos e na caracterização desses biopolímeros. 

 

Figura 13 – Métodos de preparação de amostras utilizando quitosana como 

adsorvente em análises inorgânicas. 

 

 

Lee et al. (2000), foi um dos primeiros estudos a empregar a pré-concentração 

de metais e a eliminação de matriz usando uma resina à base de quitosana em SPE, 

seguida pela determinação de Ag, Al, Cd, Co, Fe, Ni, Pb, U e Zn por ICP-MS em 

amostras de água. A resina à base de quitosana adsorveu efetivamente esses íons 

metálicos em amostras de água, produzindo resultados satisfatórios com HNO3 como 

eluente. Os autores destacaram que a modificação química da quitosana foi 

particularmente adequada para uso em altas concentrações de ácido.  
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Ao longo dos anos, vários estudos empregaram a SPE. Por exemplo, Cao et 

al. (2023), utilizaram microesferas de quitosana sintetizadas reticuladas com ácido 

tartárico e enxertadas com poli (ácido N-metacriloíl-L-alanina) (PNMA-TACS), que 

foram usadas como adsorventes na SPE para a separação de íons metálicos em nível 

traço, incluindo As, Cd, Cr, Pb e V em amostras de arroz e leite em pó. A determinação 

elementar subsequente foi realizada usando ICP-MS. O adsorvente foi caracterizado 

e os principais parâmetros que influenciam o método de preparo da amostra, como 

pH, quantidade de adsorvente e concentração e volume da solução de extração, foram 

otimizados. Os limites de detecção (LODs) variaram de 1,1 a 3,7 ng L− 1. Além disso, 

foram realizados ensaios de recuperação, obtendo recuperação satisfatória de até 

103%. O método proposto apresentou alta sensibilidade e precisão e as microesferas 

apresentaram maiores áreas superficiais, além de obterem baixa interferência.  

Se tratando de dSPE, Demir et al. (2021) empregaram a extração dispersiva 

em fase sólida à base de hidrogel de quitosana magnética (MCH-dSPE) para a 

determinação de Te em águas residuais, água de abastecimento e água mineral 

usando a espectrometria de absorção atômica com chama em tubo de quartzo com 

fenda (SQT-F AAS). Parâmetros como pH, volume de tampão, quantidade de hidrogel, 

período de mistura e volume de eluente foram otimizados. O LOD e o LOQ foram de 

19 e 63 µg L-1, respectivamente. Para avaliar a aplicabilidade do método, foram 

realizados estudos de recuperação em amostras de água mineral, água de torneira e 

águas residuais. Os resultados de recuperação estiveram em aproximadamente 

100%. O estudo demonstrou que o uso de hidrogel de quitosana como adsorvente na 

dSPE produziu resultados satisfatórios para a pré-concentração de Te, oferecendo 

um método simples, de baixo custo e ecologicamente correto.  

Da mesma forma, Salehi et al. (2021) desenvolveram um método de pré-

concentração utilizando quitosana magnética reticulada com base Shiff sintetizada a 

partir de metionina e glutaraldeído (MG-Chi/Fe3O4) como adsorvente para a 

determinação de Cd, Cu e Pb em amostras de água por F AAS. Parâmetros 

importantes como pH, tipo e volume de eluente, tempo de eluição, tempo de extração, 

quantidade de adsorvente, volume da amostra e efeito de possíveis íons interferentes 

foram avaliados. Os LODs foram 0,10, 0,22 e 0,24 μg L-1 para Cd, Cu e Pb, 

respectivamente. Além disso, foram realizados testes de recuperação, obtendo 

recuperações de 100 a 102%. 
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Recentemente, Aljohani et al. (2024) desenvolveram micropartículas de 

quitosana como um produto de base biológica a partir da impressão de íons Ce3+. As 

micropartículas foram modificadas com hidrazina tiossalicílica (TSCS), que foram 

produzidas por cianoacetilação de quitosana. Em seguida, a funcionalização com 

hidrazina foi realizada para finalmente ligar as partículas de tiossacarato à estrutura. 

Os produtos obtidos a partir da acetilação da quitosana são solúveis em água, devido 

a uma distribuição aleatória dos grupos acetil espalhados por toda a cadeia polimérica. 

A reação ocorre em meio heterogêneo, conservando as regiões cristalinas do 

polímero (GARCIA et al., 2008; ALJOHANI et al., 2024). As micropartículas de Ce-

TSCS foram impressas em íons, sintetizando o composto TSCS com Ce3+ e 

reticuladas com glutaraldeído. Os íons Ce3+ foram dessorvidos do polímero usando 

uma solução contendo EDTA e HNO3. O método apresentou seletividade favorável 

para a remoção de Ce3+, além de suas características mostrarem que o biopolímero 

pode ser usado para remover outros íons, como La3+ e Cd2+, presentes nas águas 

residuárias.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1.  Instrumentação 

 

As determinações de Fe foram realizadas em um espectrômetro de absorção 

atômica de alta resolução com fonte contínua (HR-CS AAS) modelo ContrAA 700 

(Analytik Jena, Alemanha), o qual possui atomização em forno de grafite e por chama, 

conforme Figura 14. O equipamento conta com uma lâmpada de arco curto de Xe 

(Analytik Jena), cuja emissão de radiação compreende a faixa contínua de 185 a 900 

nm. O monocromador de alta resolução (DEMON) é constituído por um prisma para 

pré-seleção de ordens espectrais, seguido de uma fenda intermediária ajustável e 

uma rede Echelle. Nas determinações de Fe por HR-CS F AAS (empregado no 

método proposto) foi utilizada a linha de ressonância principal em 248,3270 nm. Todas 

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

 

Figura 14 – Espectrômetro de absorção atômica de alta resolução com fonte continua 

(HR-CS AAS) utilizado para as determinações. 

 

Fonte: Própria autora. 
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 A desgaseificação das amostras foi realizada em banho de ultrassom modelo 

CUS3203B (Cristófoli, Brasil), com capacidade para 2,5 L e frequência de 42 kHz, com 

amplitude variável e potência de 170 W. Para a desgaseificação, as amostras foram 

sonicadas em béqueres de vidro. 

Para o preparo das amostras por µdSPE foram utilizadas uma balança analítica 

modelo AG220A (Gehaka, Brasil), um medidor de pH modelo PH140 (Simpla, Brasil), 

um agitador vórtex modelo K45- 2810 (Kasvi, Brasil) e uma minicentrífuga modelo 

8011154 (Biopet, Brasil) com capacidade para 8 eppendorfes de 2 mL e velocidade 

máxima de 7200 rpm. Para a filtração dos extratos da µdSPE, 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 μm de 

diâmetro de poro (Filtrilo, Brasil). 

 

4.2. Reagentes 

 

Os reagentes utilizados foram de grau analítico e as soluções foram preparadas 

utilizando água ultrapura purificada em um sistema (resistividade 18,2 MΩ cm) de 

purificação modelo Direct-Q UV3® (Millipore, USA). Para o desenvolvimento dos 

métodos, foram utilizadas soluções estoque de referência de Fe(NO3)2 1000 mg L-1 

(Specsol, Brasil). As soluções de referência dos analitos foram preparadas através de 

diluições sucessivas a partir da solução estoque. Para o ajuste de pH da amostra 

foram preparadas soluções a partir de NaOH 99% (Sigma Aldrich, USA) e HCl 37% 

(Merck, Alemanha). As soluções extratoras para a µdSPE foram preparadas a partir 

de HNO3 65% (Merck, Alemanha). Ambos os ácidos (HNO3 e HCl) foram previamente 

destilados em destilador sub-boiling modelo DuoPUR® (Milestone, Itália).  

Os materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho foram 

descontaminados com água e detergente Extran® neutro (Merck). Em seguida, foram 

enxaguados com água ultrapura e descontaminados por imersão em banho de HNO3 

20% (v/v), por cerca de 24 h. Após este período, os materiais foram lavados com água 

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 

fermentação alta e baixa, utilizando diferentes estilos, conforme é apresentado na 

Tabela 5. A cerveja do tipo Pilsen foi empregada durante a otimização da µ-dSPE, por 

ser o estilo mais consumido. No laboratório, as amostras foram submetidas a um 

banho ultrassônico para a desgaseificação em temperatura ambiente, armazenada 

em tubos de PP e mantidas sob refrigeração até o momento das análises. 

 

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

Amostra Estilo Fermentação 

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 

desgaseificação, as amostras foram submetidas a um banho ultrassônico durante 4 

ciclos de 480 s, totalizando 32 min. Em seguida, as amostras foram armazenadas em 

tubos de PP, sob refrigeração. 

 

4.5.  Obtenção das esponjas de quitosana 

 

4.5.1. Extração da quitina 
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Os resíduos de carapaças de camarão utilizados para a extração da quitina 

foram obtidos de uma indústria pesqueira da cidade do Rio Grande-RS e 

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

 

4.5.2. Pré tratamento dos resíduos 

  

Os resíduos foram submetidos a um pré-tratamento, onde foram lavados em água 

corrente tendo como objetivo a separação do material grosseiro, como tecidos e todo 

o material que pode acompanhar os resíduos e interferir nos resultados. Após a 

lavagem, os resíduos foram desmineralizados, a fim de reduzir o teor de cinzas da 

matéria-prima. Dessa forma, foi utilizado HCl 2,5% (v/v) sob agitação em temperatura 

ambiente, durante duas horas. Em seguida, foram feitas lavagens com água, atingindo 

assim, pH neutro. Na etapa de desproteinização ocorreu a redução do teor de 

proteínas. Ao produto intermediário proveniente da desmineralização foi adicionada 

uma solução de NaOH 5% (m/v). Em seguida, o material foi submetido a uma lavagem 

com água até pH neutro. A desodorização foi realizada adicionando solução de 

hipoclorito de sódio 0,36% (v/v), sob agitação. Novamente, foram realizadas lavagens 

com água até pH neutro. Então, a quitina foi desidratada e moída para posterior 

desacetilação, para enfim obter a quitosana (SOARES et al., 2003; WESKA et al., 

2007). 

 

4.5.3. Desacetilação da quitina  

 

O processo de produção de quitosana foi feito a partir da reação de 

desacetilação da quitina. A reação foi realizada com quitina moída e utilizando uma 

solução de NaOH 45% (m/v) durante 240 min a uma temperatura de 135 ºC. A 

proporção entre massa de solução NaOH e quitina foi de 20:1. 

 

4.5.4.  Purificação da quitosana 

 

Com a obtenção da quitosana, o material foi submetido a processos de 

dissolução, precipitação e centrifugação para a retirada dos reagentes em excesso 

(WESKA et al., 2007). A purificação da quitosana ocorreu após sua dissolução em 
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ácido acético 1% (v/v). A solução foi centrifugada durante 30 minutos a fim de retirar 

o material não dissolvido pelo ácido. Em seguida, a precipitação total da quitosana 

ocorreu por adição de hidróxido de sódio 8% (m/v) até pH 12,5 e, posteriormente, a 

solução foi neutralizada com a adição de ácido acético 1% (v/v). A solução 

neutralizada foi submetida a centrifugação para a separação do sobrenadante. Sendo 

assim, o material final foi lavado com água 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 funcionalização. Esse tipo 

de secagem é realizado em materiais sensíveis ao calor, fazendo com que suas 

características físico-químicas sejam mantidas por um curto período de secagem. No 

leito de jorro, a secagem da quitosana foi realizada a 95 ºC até sua completa 

desidratação (DOTTO et al., 2011). 

 

4.5.6.  Preparação das esponjas de quitosana 

 

Após a quitosana seca, o material foi submetido a um processo de 

funcionalização, onde foi adicionado o D-glutaraldeído 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 ácido acético 1% (v/v) durante 24 h, sob agitação.  
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Figura 15 – Quitosana em solução de ácido acético 1% (v/v) para posterior dissolução. 

 

 

Após a dissolução completa, a solução foi colocada em uma placa de petri e foi 

adicionado 1,5% de D-glutaraldeído, ocorrendo a formação de um hidrogel de 

quitosana, conforme Figura 16 e dando início ao processo de funcionalização.  

 

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 ºC, onde ocorreu o 

congelamento do material. Após congelamento total, o material foi submetido a uma 

secagem por sublimação a frio em um liofilizador modelo L108 (Liobras, Brasil) 

durante 48 h a uma temperatura de -60 ºC e utilizando vácuo de 44 mHg. Na Figura 

17, está apresentada a esponja de quitosana logo após a liofilização.  
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Figura 17 – Esponjas de quitosana. 

 

 

4.6. Caracterização da Quitosana 

 

4.6.1. Espectroscopia na região do infravermelho com Transformada de Fourier - 

FTIR 

 

A determinação dos grupamentos funcionais presentes nas superfícies da 

quitosana em pó foram avaliados em um espectrômetro de absorção molecular na 

região do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) modelo Prestige 21, 

210045 (Shimadzu, Japão), usando a técnica de refletância difusa, de acordo com 

Chowdhury et al. (2011).  

 

4.6.2. Ressonância Magnética Nuclear – RMN 

 

Os espectros de RMN 1H para a verificação do grau de desacetilação da 

quitosana foram obtidos em um espectrômetro modelo Bruker Ascend de 400 MHz, 

utilizando tubos de RMN com 5 mm de diâmetro. Para isso, foram pesadas amostras 

de 10 mg de quitosana e foram dissolvidas utilizando 1,5 mL de H2O, 0,04 mL de HCl 

e 0,46 mL de D2O. A análise foi realizada a uma temperatura de 70 ºC. 
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A partir do espectro de RMN, foi determinado o grau de desacetilação através 

dos valores das integrais de cada pico de 1H, conforme a Equação 1, de acordo com 

Lavertu et al. (2003). 

 

GD(%) =  
𝐻1𝐷

𝐻1𝐷+ 𝐻𝐴𝐶
3⁄  

 × 100         Equação 1 

  

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

o a integral do pico do grupo acetil. 

 

4.7. Caracterização da Esponja de Quitosana 

 

4.7.1. Análise Termogravimétrica – TGA 

 

A análise termogravimétrica (TGA) foi realizada em um analisador 

termogravimétrico modelo TGA-50 (Shimadzu, Japão). A programação de 

temperatura ocorreu de 25 a 1000 ºC, com rampa de aquecimento de 10 ºC/min a 

1000 ºC. 

 

4.7.2.  Calorimetria Exploratória Diferencial – DSC 

 

As transições associadas aos processos exotérmicos e endotérmicos da 

esponja de quitosana foram determinadas utilizando um calorímetro de varredura 

diferencial (DSC) modelo DSC-60 (Shimadzu, Japão). A programação de temperatura 

ocorreu de 25 a 600 ºC, com rampa de aquecimento de 10 ºC/min a 400 ºC. 

 

4.7.3. Microscopia Eletrônica de Varredura – MEV 

 

As análises por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram realizadas 

em um microscópio eletrônico de varredura modelo SM 6610 LV Scanning Electron 

Microscope (Jeol, Japão) e as amostras foram cobertas com ouro antes das análises. 
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4.7.4. Espectroscopia na região do infravermelho com Transformada de Fourier - 

FTIR 

 

A determinação dos grupamentos funcionais presentes nas superfícies da 

esponja de quitosana foram avaliados em um espectrômetro de absorção molecular 

na região do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) modelo Prestige 21, 

210045 (Shimadzu, Japão), usando a técnica de refletância difusa, de acordo com 

Chowdhury et al. (2011). 

 

4.8. Procedimento da µ-dSPE 

 

Para a otimização da µ-dSPE, foram avaliados o pH da amostra (2, 4, 6, 8, 10 

e 12), concentração da solução extratora (HNO3 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mol L-

1), volume da solução extratora (200, 400, 600, 800 e 1000 µL) e massa de adsorvente 

(5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg).  

O procedimento geral da µ-dSPE consistiu na transferência de 2 mL de amostra 

em microtubos Eppendorf de 2 mL, com pH ajustado no valor de 4 (empregando 

soluções de NaOH 1,0 mol L-1 e HCl 1,0 mol L-1), no qual foi adicionado 30 mg de 

adsorvente. Em seguida, a mistura foi submetida a agitação em vórtex por 1 min e 

centrifugação por 7200 rpm a 10 min. Posteriormente, foi retirada a fase contendo a 

amostra (sobrenadante) e 800 µL de uma solução extratora (HNO3 1,0 mol L-1) foi 

adicionado. A mistura foi submetida novamente a agitação em vórtex por 1 min e 

centrifugação por 7200 rpm por 10 min. Por fim, o sobrenadante foi separado e filtrado 

em filtros de seringa de 0,22 µm para posterior determinação de Fe por HR-CS F AAS. 

Os experimentos de otimização foram realizados com adição de analito, através de 

spikes de Fe na concentração de 2,5 mg L-1, antes de iniciar a extração. 

 

4.9.  Determinação de Fe por HR-CS F AAS 

 

A determinação elementar de Fe por HR-CS F AAS ocorreu no modo discreto 

(amostragem de volumes discretos), ou seja, aguardou-se até o início da integração 

do sinal analítico e então, foi iniciada a aspiração do extrato contendo Fe. A 

quantificação do analito ocorreu desta forma por consequência do volume final obtido 
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da extração (~800 μL). Na Tabela 6, estão apresentadas as condições instrumentais 

empregadas por HR-CS F AAS. 

 

Tabela 6 – Condições instrumentais empregadas nas determinações de Fe por HR-
CS F AAS. 

Comprimento de 
onda (nm) 

Vazão de C2H2 -
Ar (L h-1) 

Taxa de 
aspiração 
(mL min-1) 

Altura do queimador 
(nm) 

248,3270 50 5 6 

 

4.10. Fluxograma dos procedimentos empregados 

 

Na Figura 18, está 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 otimização da μ-dSPE e as determinações por HR-CS AAS 

foram realizados no Laboratório de Preparo de Amostras III e no Laboratório de 

Espectrometria Atômica do Centro Integrado de Análises (CIA), respectivamente. As 

caracterizações por RMN foram realizadas na Sala de RMN e as caracterizações por 

DSC e TGA foram realizadas na Sala de Análises Térmicas, ambas localizadas no 

CIA. As caracterizações por MEV foram realizadas no Centro de Microscopia 

Eletrônica da Região Sul (CEME-Sul). A produção de Quitosana e as esponjas de 

Quitosana, assim como as caracterizações por FTIR foram realizadas no Laboratório 

de Tecnologia Industrial (LTI) e na Sala de Espectroscopia, ambos localizados na 

Escola de Química e Alimentos (EQA), respectivamente. Toda a infraestrutura 

supracitada faz parte da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). 

 

 

4.12. Análise estatística 

 

O tratamento dos dados relativos à avaliação dos parâmetros da µ-dSPE e 

durante a validação do método analítico foram executados com auxílio do software 

Microsoft Excel 2024. Ao longo da otimização da µ-dSPE e na comparação dos 

resultados obtidos na validação do método, foi feito o teste de Tukey-Kramer, com 

nível de confiança de 95%. Os testes de comparação de médias foram realizados com 

auxílio do software InStat GraphPad versão 3.1. 

 

4.13.   Performance analítica 

 

A validação é definida como o processo de afirmar, por meio de estudos 

experimentais, que o método de preparo de amostras atenda aos requisitos das 

aplicações analíticas, assim, assegurando a confiabilidade dos resultados. A ANVISA 

estabelece parâmetros que devem ser avaliados para o desempenho do método, o 

qual deve cumprir com os critérios de aceitação estabelecidos (ANVISA, 2017). Neste 

trabalho, foram avaliados os parâmetros de limite de detecção (LOD), limite de 

quantificação (LOQ), linearidade, exatidão e precisão. 
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4.13.1. Limite de detecção e quantificação 

 

Em análises envolvendo baixos níveis de analito, como na detecção de traços, 

é essencial determinar a menor concentração do analito que pode ser detectada e 

quantificada pelo método de análise. Sendo assim, é fundamental estimar o LOD de 

um procedimento analítico, o qual é definido como a menor quantidade de analito 

presente na amostra que pode ser detectada, embora não necessariamente 

quantificada, nas condições estabelecidas para o método. Além disso, tem-se o LOQ 

de um procedimento analítico, que corresponde à menor quantidade de analito 

presente na amostra que pode ser determinada de forma quantitativa, atendendo aos 

critérios de precisão e exatidão aceitáveis (ANVISA, 2017; INMETRO, 2020). 

Os valores de LOD e LOQ foram determinados a partir dos parâmetros da curva 

de calibração e do desvio padrão (n=10) do branco analítico, conforme a Equação 2 

e 3. 

𝐿𝑂𝐷 =  3,3 𝑥 
𝑠

𝑆
                              Equação 2 

 

𝐿𝑂𝑄 =  10 𝑥 
𝑠

𝑆
                              Equação 3 

 

Onde: s é a estimativa do desvio padrão das leituras do branco analítico e S o 

coeficiente angular da curva de calibração. 

 

 

4.13.2. Linearidade 

 

 A linearidade de uma metodologia analítica refere-se à sua capacidade de 

fornecer respostas diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, 

dentro de uma faixa específica. É indispensável avaliar a relação linear em todo o 

intervalo estabelecido para o método, que abrange as concentrações mínima e 

máxima do analito na amostra, nas quais a metodologia demonstra um nível aceitável 

de precisão, exatidão e linearidade (ANVISA, 2017; INMETRO, 2020). 

 A linearidade do método foi avaliada através de curva de calibração na faixa de 

0,1 a 23,0 mg L-1. A partir dos dados da curva, foi estimado o coeficiente de 

determinação (R2). 
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4.13.3. Exatidão e precisão 

 

A exatidão do método também pode ser determinada por diversas formas, 

incluindo ensaios de recuperação. A recuperação do analito pode ser estimada pela 

análise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas. As amostras podem 

ser fortificadas com o analito em pelo menos três diferentes concentrações (baixa, 

média e alta) da faixa de uso do método (INMETRO, 2020). Dessa forma, foram 

realizadas adições de diferentes concentrações (1; 2,5 e 5 mg L-1) de Fe na amostra 

de cerveja e avaliou-se as recuperações. Os valores foram calculados através da 

Equação 4.  

 

Recuperação (%) =
𝐶1−𝐶2 

𝐶3
 × 100         Equação 4 

 

Onde: C1 é a concentração do analito na amostra fortificada, C2 é a 

concentração do analito na amostra não fortificada e C3 é a concentração do analito 

adicionada à amostra fortificada. 

A precisão foi avaliada através da repetibilidade das concentrações obtidas nas 

análises através do desvio padrão relativo (RSD). 

 

4.14.  Tratamento de resíduos 

 

Os resíduos gerados durante a execução deste trabalho foram descartados em 

frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas pela Comissão de 

Resíduos da FURG e, em seguida, foram armazenados em local apropriado para 

posteriormente serem coletados pela Instituição de Ensino e enviados diretamente 

para o seu devido tratamento. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. Caracterização da quitosana 

 

5.1.1. Ressonância Magnética Nuclear – RMN 

 

Diversas técnicas analíticas podem ser empregadas para determinar o grau de 

desacetilação 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 desacetilação determina a quantidade de unidades de D–glucosamina 

gerados a partir da ruptura parcial das ligações de N–acetil, indicando o percentual de 

monômeros desacetilados presentes na estrutura. Quando o grau de desacetilação 

está acima de 70%, é possível caracterizar o polímero como quitosana, o qual se torna 

solúvel em meio ácido (RINAUDO, 2006). 

O espectro de RMN de 1H, ilustrado na Figura 19, foi utilizado para a 

determinação do grau de desacetilação conforme estudo de Lavertu et al. (2003). A 

partir dos valores referentes as integrais do monômero desacetilado e do acetilado, 

foi possível obter o grau de desacetilação de 86%, atribuído a quitosana. 

 

Figura 19 – Espectro de RMN. 
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5.2. Caracterização da Esponja de Quitosana 

 

5.2.1. Análise Termogravimétrica - TGA 

 

A análise termogravimétrica (TGA), é uma técnica que determina a variação da 

massa de uma amostra em função da temperatura (modo dinâmico) ou tempo (modo 

isotérmico), enquanto a amostra é submetida a um programa de temperatura 

controlado, podendo variar de temperaturas negativas até 1000 ºC (SOUZA, 2019; 

GRANDINI, 2022). O emprego dos modos de análise de TGA depende do material em 

estudo. Aplicando esta técnica, obtém-se curvas termogravimétricas que fornecem 

informações quanto a estabilidade térmica da amostra, composição e umidade 

(GRANDINI, 2022; LONASHIRO, 2004). Com a curva termogravimétrica definida, é 

possível obter a primeira derivada da variação de massa em função da temperatura, 

chamada de DTG a qual determina as etapas de decomposição do material (HONG 

et al., 2007). 

Para caracterizar as esponjas de quitosana, foi necessário buscar informações 

sobre a perda de massa com aquecimento e detectar as mudanças de fase, 

considerando sua decomposição e oxidação. Dessa forma, relacionando a DTG com 

a curva termogravimétrica, é possível indicar com exatidão as temperaturas que 

correspondem ao início da reação e ao instante em que a velocidade é máxima. Uma 

vez que com a DTG as etapas de perda de massa podem ser mais bem distinguidas, 

quando comparado a utilização apenas da TG (GRANDINI, 2022). Portanto, através 

da curva termogravimétrica e da primeira derivada da variação de massa em função 

da temperatura, foi possível compreender a decomposição térmica da esponja de 

quitosana, conforme Figura 20.  

Na Figura 20, é possível observar quatro etapas distintas de perda de massa. 

A primeira etapa, abaixo de 200 ºC, pode ser atribuída a evaporação das moléculas 

de água adsorvidas ao material (BANIHASHEM et al., 2020). Posteriormente, ocorreu 

a segunda etapa, entre 200 a 400 ºC, que pode ser atribuída a oxidação térmica dos 

grupamentos amina e hidroxila. A penúltima etapa ocorreu na faixa de 500 a 600 ºC, 

que se deve a decomposição dos hidrocarbonetos restantes na estrutura. A última 

etapa ocorreu em 600 a 800 ºC, onde pode ser atribuído a incorporação do agente de 
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reticulação e a degradação do material como um todo (EBISIKE et al., 2020; CAO et 

al., 2023). 

 

Figura 20 – Análise termogravimétrica de esponjas de quitosana. 

 

 

5.2.2.  Calorimetria Exploratória Diferencial – DSC 

 

 A análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) é uma técnica que 

retrata a diferença de energia fornecida à amostra e a um material de referência, em 

função da temperatura, uma vez que a amostra e o material de referência são 

submetidos a uma programação controlada de temperatura. Aplicando esta técnica, 

obtém-se curvas endotérmicas que fornecem informações quanto a fusão, perda de 

massa da amostra, dessorção e reações de redução. A DSC é mais aplicada para 

encontrar informações sobre a fusão de materiais, visto que é uma propriedade de 

transição de primeira ordem, a qual é característica de metais, materiais cristalinos e 

semicristalinos (LONASHIRO, 2004).  A Figura 21 representa o perfil calorimétrico da 

esponja de quitosana. 

 



63 
 

 
 

Figura 21 – Perfil de DSC da esponja de quitosana. 

 

 

A Figura 21 apresenta o perfil de DSC da esponja de quitosana, onde a esponja 

apresentou no começo do programa de aquecimento uma alteração na linha de base 

a partir da temperatura ambiente com a formação de um pico endotérmico encontrado 

em aproximadamente 50 ºC, sendo atribuído a evaporação de água (CUÉLLAR-

GAONA et al., 2024). Posteriormente, é possível observar um pico em 

aproximadamente 150 ºC que pode ser atribuída a fusão cristalina do polímero, onde 

ocorre a redução na cristalinidade. Por volta de 250 ºC, é possível observar um pico 

exotérmico, o qual é atribuído a oxidação da matéria orgânica do material (CADAVAL 

et al., 2014). Em aproximadamente 320 ºC, o pico endotérmico identificado é 

característico a degradação térmica da esponja de quitosana (BHAVSAR et al., 2021).  

 

5.2.3.  Microscopia Eletrônica de Varredura – MEV 

 

A microscopia eletrônica 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 

superfície 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 glutaraldeído. As imagens 

de MEV da esponja está apresentada na Figura 22. 

 

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

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

 

 

A superfície do material da esponja de quitosana apresenta partículas de 

formato irregular, ondulações, camadas espessas e uma variedade de tamanhos de 

poros, conforme ilustrado na Figura 22. A presença dessas irregularidades mostra que 

a superfície da esponja não é uniformemente lisa e possui elevada porosidade 

(MAHMOUDIAN et al., 2020). Com base nas imagens, o material apresenta uma 

estrutura de poros heterogênea, uma vez que as partículas que formam o material 

podem ter uma variedade de tamanhos, formas e orientações, 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 

glutaraldeído. 

 

 

 Através da morfologia apresentada da esponja, sua superfície 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 adsorção de íons 

metálicos. 

 

5.2.4. Espectroscopia na região do infravermelho com Transformada de Fourier -  

FTIR 

 

 Os espectros de FTIR da quitosana e da esponja de quitosana estão 

representados na Figura 24, apresentando as alterações nos modos vibracionais dos 

principais grupamentos, a fim de confirmar as modificações. 

 Na Figura 24 (a) é apresentada a quitosana bruta e podem ser observadas 

bandas características do biomaterial. Em torno de 3550 e 3276 cm-1 são identificados 

estiramentos dos grupos O-H e N-H, os quais são característicos dos grupos 

presentes na quitosana (CUÉLLAR-GAONA et al., 2024). Logo, é possível observar 

em aproximadamente 1350-1000 cm-1 uma banda que pode ser atribuída ao 

alongamento de C-N e N-H (CADAVAL et al., 2013; DOTTO et al., 2013; ALAGHA et 

al., 2020). 

 Na Figura 24 (b) está apresentada as bandas características da reticulação da 

quitosana com glutaraldeído que forma uma base Schiff a partir dos grupos amina e 

aldeído do polímero (CHEN, 2009). Em torno de 1675-1710 cm-1 é possível observar 
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bandas relativas ao grupamento imina, confirmando a ligação de reticulação 

(CHATTERJEE et al., 2009; ALAGHA et al., 2020).   

 

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

glutaraldeído. 

 

 

5.3. Avaliação dos parâmetros da µ-dSPE 

 

5.3.1. pH 

 

 O pH da solução é um parâmetro fundamental no processo de extração na µ-

dSPE, uma vez que influencia na eficiência de extração e está diretamente 

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

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

concentração de Fe em amostra de cerveja do estilo Pilsen, conforme a Figura 25. 

 

O - H 
N - H 

O - H 
N - H 

C - N 

C = N 
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Figura 25 – Efeito do pH da amostra para extração de Fe. As barras de erros 

representam o desvio padrão (n=3). 

 

Condições: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH ajustado com HCl 1 mol L-1 e NaOH 

1 mol L-1 e Spike de Fe na concentração de 2,5 mg L-1), agitação em vórtex por 1 min, 

centrifugação a 7200 rpm por 10 min e 400 µL de HNO3 0,01 mol L-1.  

  

A solubilidade da quitosana é inteiramente dependente do pH em que ela se 

encontra, pois pode influenciar suas propriedades físico-químicas. A adsorção de 

metais pode ocorrer por quelação em soluções com pH neutro ou por protonação em 

soluções ácidas, quando se trata de metais catiônicos e aniônicos, respectivamente. 

A protonação ocorre a partir do -NH2 funcional no C-2 das unidades repetidas de D-

glucosamina, como ilustrado na Figura 26. 
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Figura 26 – Protonação da quitosana em meio ácido. 

 

Fonte: MOURA, 2014. 

 

Isso ocorre devido as forças eletrostáticas e os pares de elétrons livres do 

nitrogênio geradas pelos grupos amino em soluções com diferentes teores de pH, 

fazendo com que a quitosana seja utilizada de formas diferentes, independente da 

sua funcionalização (GUIBAL, 2004). Parâmetros importantes como solubilidade e pH 

podem interferir durante a utilização da quitosana como adsorvente em métodos 

analíticos sem uma devida reticulação ou modificação química, devido à sua alta 

cristalinidade, baixa resistência mecânica e instabilidade em meio ácido. A 

solubilidade da quitosana na solução de pH tipicamente menor que 4 é a principal 

desvantagem da quitosana (MOURA et al., 2021). A quitosana quando modificada 

quimicamente apresenta maior adsorção em pH ácidos e neutros, visto que com o 

aumento do pH ocasiona no aumento da concentração de íons OH-, impossibilitando 

uma adsorção eficiente (UPADHYAY et al., 2021; MOURA et al., 2021). Portanto, a 

relação entre a quitosana e o pH da solução é fundamental para otimizar suas 

aplicações e preservar suas propriedades físico-químicas. 

 Portanto, a quitosana foi funcionalizada com glutaraldeído a fim de diminuir a 

solubilidade do adsorvente e apresentar maior adsorção em meio ácido. Conforme a 

Figura 25, é possível observar que a quitosana teve maior eficiência de extração em 

pH 4, no qual a recuperação foi de 81%. As menores eficiências de extração 

ocorreram a partir do pH 10, o qual forneceu a recuperação de 39%, confirmando que 

a modificação química do biomaterial se mostrou eficaz para a sua aplicação em pHs 

mais ácidos. Além do pH 10, baixas recuperações 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 recuperação, respectivamente. Portanto, as recuperações 

variaram entre 28 e 81%, onde o pH 4 foi escolhido para os experimentos 

subsequentes com base na maior recuperação obtida. 

 Dinu et al. (2021) relatou que os biomateriais a base de quitosana modificados 

quimicamente, apresentaram maior afinidade pelos íons Fe(III) em meio ácido (pH=4).  

Katarina et al. (2008) desenvolveram uma resina quelante a base de quitosana, a fim 

de utilizar como adsorvente na SPE para a determinação de diversos metais. A resina 

apresentou excelente capacidade de adsorção para metais de transição e elementos 

de terras raras, enquanto mostrou baixa afinidade por metais alcalinos e alcalino-

terrosos em meios ácidos. Em pH 4, aproximadamente 25 elementos puderam ser 

coletados de forma quantitativa. Todos os metais foram facilmente recuperados da 

resina usando HNO3 1 mol L-1. A resina apresentou estabilidade durante vários meses 

de armazenamento, e verificou-se que, mesmo após cerca de 30 vezes de uso no 

preparo das amostras, o comportamento de adsorção foi quase o mesmo que o 

primeiro. Dessa forma, o emprego da resina para a pré-concentração de metais 

obteve resultados favoráveis em amostras de água do mar utilizando a técnica de ICP-

MS. 

 

5.3.2.  Concentração da solução extratora 

 

A concentração da solução extratora é um parâmetro importante para a 

eficiência da extração na dSPE, visto que a concentração de HNO3 está inteiramente 

relacionada com a solubilidade do adsorvente e suas propriedades físico-químicas. 

Portanto, é importante salientar, que a modificação química da quitosana foi realizada 

objetivando uma eficiente extração com HNO3 diluído na etapa de dessorção. A 

eficiência de extração de Fe, foi avaliada adicionando um volume fixo de 400 μL de 

soluções contendo HNO3 nas concentrações de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mol L-1 

conforme ilustrado na Figura 27. 
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Figura 27 – Efeito da concentração de HNO3 para extração de Fe. As barras de erros 

representam o desvio padrão (n=3). 

 

Condições: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCl 1 mol L-1 e NaOH 

1 mol L-1 e Spike de Fe na concentração de 2,5 mg L-1), agitação em vórtex por 1 min, 

centrifugação a 7200 rpm por 10 min e 400 µL de HNO3. 

  

É importante salientar, que as propriedades físico-químicas da quitosana a 

torna solúvel na maioria dos ácidos, como HNO3 e HCl. Porém, neste estudo avaliou-

se concentrações diferentes de HNO3 e não de HCl, visto que durante o processo de 

obtenção da quitosana já é utilizado uma grande quantidade de HCl e este poderia 

influenciar na eficiência de extração. Em concentrações elevadas de HNO3, pode 

ocorrer uma inversão do estado físico da esponja de quitosana, onde a partir de 2 mol 

L-1 a esponja volta a se tornar visivelmente um hidrogel, conforme a Figura 28 (F). Isso 

ocorre devido a uma degradação da estrutura da quitosana, afetando sua viscosidade 

e seu comportamento em meio ácido.  
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Figura 28 – Etapa do processo de dessorção. Onde: 0,01 mol L-1 (A) 0,05 mol L-1 (B) 

0,1 mol L-1 (C) 0,5 mol L-1 (D) 1 mol L -1 (E) e 2 mol L-1 (F). 

 

Condições: 400 µL de HNO3 e 10 mg de quitosana. 

 

As recuperações variaram entre 1 e 81% e não foram observadas diferenças 

significativas (ANOVA, p > 0,05) entre 0,5; 1,0 e 2,0 mol L-1 de HNO3. No entanto, a 

concentração de 1,0 mol L-1 foi escolhida, visto que apresentou menores valores de 

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

 

 

5.3.3.  Volume da solução extratora 

 

 A avaliação do volume de solução extratora foi dada pela maior recuperação 

entre as soluções contendo HNO3 com volumes de 200, 400, 600, 800 e 1000 µL, 

conforme ilustrado na Figura 29. 
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Figura 29 – Efeito do volume de HNO3 para extração de Fe. As barras de erros 

representam o desvio padrão (n=3). 

 

Condições: 10 mg de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCl 1 mol L-1 e NaOH 

1 mol L-1 e Spike de Fe na concentração de 2,5 mg L-1), agitação em vórtex por 1 min, 

centrifugação a 7200 rpm por 10 min e adição de HNO3 1 mol L-1. 

 

O volume da solução extratora tem efeito importante no fator de pré-

concentração do analitos em métodos de microextração, como a µ-dSPE. Um dos 

objetivos é a utilização do menor volume de ácido possível obtendo a melhor eficiência 

de extração (REZAEE et al., 2010). O volume do solvente extrator influencia 

diretamente o fator de pré-concentração, pois quando o volume da solução extratora 

aumenta, o fator de pré-concentração é reduzido (MARTINS et al., 2012). Além disso, 

a avaliação de volumes do solvente extrator (> 150 µL) contribui para os processos de 

transferência de massa do analito entre a matriz e o solvente extrator, porém colabora 

para a diluição do extrato e consequentemente para a elevação dos valores de LODs 

(DUARTE et al., 2016).  

Logo, foi realizada a avaliação do volume de solução extratora (HNO3 1 mol L-

1) e foi possível observar que ao aumentar o volume de solução, houve um aumento 

nas recuperações do analito, demonstrando que o aumento da solução colaborou com 

a dessorção do analito. As recuperações variaram entre 38 e 107% e não 

apresentaram diferenças significativas (ANOVA, p > 0,05) entre 800 e 1000 µL. Sendo 
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assim, optou-se pelo volume de 800 µL por ser o menor volume com maior 

recuperação, empregando volumes menores, atendendo a um dos princípios da GAC. 

No caso da esponja de quitosana, a mesma possui uma grande área superficial, 

resultando em macro poros e, consequentemente, mesmo em pequenas quantidades, 

ocupa um espaço considerável do microtubo eppendorf, conforme ilustrado nas 

Figuras 30 e 31. Dessa forma, volumes menores de solução extratora resultam em 

dessorção parcial do analito. 

 

Figura 30 – Etapa de adsorção, onde (A) Microtubo Eppendorf com quitosana e (B) 

Microtubo Eppendorf com adição da amostra. 

 

Condições: 2 mL de amostra e 30 mg de esponja de quitosana. 
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Figura 31 – Etapa de dessorção (A) após o descarte do sobrenadante e (B) com a 

adição da solução extratora. 

 

Condições: 30 mg de esponja de quitosana; 800 µL de HNO3 1 mol L-1. 

 

A quantidade de solução extratora também foi avaliada diretamente no estudo 

de Demir et al. (2021). Durante o procedimento de extração, a dessorção de Te 

utilizando hidrogel magnético, foi realizada por meio da digestão do material em HNO3 

concentrado. O autor relata que determinar a quantidade ideal de solução extratora 

assegura um elevado fator de pré-concentração. Para isso, foram testados volumes 

de 125, 150, 200 e 300 μL de HNO3. No estudo, foi possível verificar que volumes 

excessivos provocaram diluição da concentração do analito, resultando em redução 

dos valores de absorvância. O volume de 150 μL mostrou-se adequado para dissolver 

completamente os hidrogéis, sendo o volume selecionado como o parâmetro ideal 

para a dSPE. 
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5.3.4.  Massa de adsorvente 

 

O último parâmetro a ser avaliado na µ-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 extração de Fe. As barras de erros 

representam o desvio padrão (n=3). 

 

Condições: Adição de adsorvente, 2 mL de amostra (pH 4 ajustado com HCl 1 mol L-1 e NaOH 

1 mol L-1 e Spike de Fe na concentração de 2,5 mg L-1), agitação em vórtex por 1 min, 

centrifugação a 7200 rpm por 10 min e 800 µL de HNO3 1 mol L-1. 

 

Pode ser observado que com o aumento da quantidade de adsorvente, foi 

ocorre um aumento nas recuperações, as quais variaram entre 79 e 111%. No entanto, 

não houveram diferenças 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 microextração influencia na eficiência 

do método, uma vez que, quanto maior a quantidade de adsorvente, maior será a 

adsorção dos analitos. Entretanto, uma quantidade maior que 50 mg de esponja de 

quitosana pode interferir na adsorção, diminuindo a seletividade do método 

(CHISVERT et al., 2019). Adicionalmente, a utilização de quantidades excessivas de 

adsorvente requer maior quantidade de amostra durante o método proposto (DEMIR 
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et al., 2021). O potencial da utilização 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 são 

extraídos facilmente com ácido diluído. Sendo assim, a otimização da quantidade de 

adsorvente é fundamental para garantir a eficiência de extração.  

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 absorvância foi aumentado com a maior quantidade de 

adsorvente até 25 mg. Após essa quantidade, a absorvância não apresentou alteração 

significativa, revelando que 25 mg foram suficientes para coletar o analito (Te).  

Arain et al. (2023) empregaram o método de µ-dSPE e investigaram diversos 

parâmetros, um deles foi a quantidade de adsorvente que variou de 2,5 a 20 mg de 

nanocompósito de molibdato de bismuto para a pré-concentração de Pb. Os 

resultados mostraram que usando a partir de 5 mg de adsorvente, houve uma 

recuperação quantitativa do analito. 

 

5.4. Performance analítica  

 

5.4.1. Linearidade 

 

A linearidade do método foi avaliada utilizando uma curva de calibração externa 

na faixa de concentração de 0,1 a 23,0 mg L-1 de Fe utilizando solução de referência 

de Fe aquosa. Na Figura 33, está apresentada a curva de calibração e os parâmetros 

de regressão. A faixa de concentração avaliada no estudo da linearidade foi escolhida 

considerando a concentração de Fe que geralmente encontra-se presente em 

diferentes cervejas.  
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Figura 33 – Curva de calibração externa. 

 

 

O método se mostrou linear na faixa avaliada, com coeficiente de determinação 

(R2) de 0,9997, o que é considerado adequado para a linearidade da curva de 

calibração segundo as orientações da ANVISA que estabelece como parâmetro de 

linearidade os coeficientes de determinação maiores ou iguais a 0,990 (ANVISA, 

2017). A equação resultante foi y=0,022x-0,0003. Desse modo, o método mostrou-se 

linear dentro dos intervalos de concentração avaliados. 

 

5.4.2. Limite de detecção e quantificação 

 

Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos a partir dos parâmetros da curva 

de calibração, considerando 3σ e 10σ (σ sendo o desvio padrão do branco analítico, 

n = 10), respectivamente. Os valores de LOD e LOQ instrumentais e do método estão 

apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Valores de LOD e LOQ do método para o método proposto µ-dSPE/HR-

CS F AAS (valores em mg L-1). 

 

 

 

 

 

5.4.3. Exatidão e precisão 

 

A exatidão do método foi avaliada empregando ensaios de recuperação em 3 

níveis, os quais estão representados por três diferentes concentrações (baixa, 

intermediária e alta). Na Tabela 8, estão apresentados os resultados obtidos no ensaio 

de recuperação e as concentrações de Fe obtidas nas amostras utilizadas na 

aplicabilidade do método. 

 

Tabela 8 – Concentrações de Fe obtidas por HR-CS F AAS (após µ-dSPE) nas 

amostras de cerveja e após os ensaios de recuperação (resultados expressos como 

média ± desvio padrão, em mg L-1, n = 3). 

Amostra    Valor Adicionado Valor determinado Recuperação (%) 

Pilsen 

0 

1 

2,5 

5 

< 0,63 

1,38 ± 0,122 

3,2 ± 0,067 

6,0 ± 0,46 

- 

91 

110 

111 

Amber Lager 

0 

1 

2,5 

5 

< 0,63 

1,39 ± 0,039 

3,1 ± 0,017 

4,7 ± 0,38 

- 

99 

106 

95 

IPA 

0 

1 

2,5 

5 

0,72 ± 0,007 

1,76 ± 0,118 

3,7 ± 0,011 

6,5 ± 0,094 

- 

104 

119 

116 

Parâmetros Valores 

LOD  0,19 

LOQ  0,63 
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Pale Ale 

0 

1 

2,5 

5 

0,66 ± 0,061 

1,53 ± 0,053 

3,0 ± 0,37 

6,4 ± 0,165 

- 

87 

94 

115 

Weiss 

0 

1 

2,5 

5 

1,41 ± 0,22 

2,3 ± 0,017 

4,2 ± 0,098 

5,5 ± 0,43 

- 

89 

112 

89 

Blond Ale 

0 

1 

2,5 

5 

1,03 ± 0,037 

2,1 ± 0,24 

3,3 ± 0,73 

6,2 ± 0,192 

- 

107 

91 

103 

 

Os valores obtidos para os ensaios de recuperação de Fe estiveram entre 87 e 

120%, com RSDs inferiores a 21%, sendo considerados valores aceitáveis para a 

avaliação da exatidão e precisão do método. As concentrações de Fe nas amostras 

analisadas estiveram abaixo do LOQ (0,63 mg L-1) do método proposto para os estilos 

Pilsen e Amber Lager. Para os estilos IPA, Pale Ale, Weiss e Blond Ale, as 

concentrações determinadas foram 0,72, 0,66, 1,41 e 1,03 mg L-1, respectivamente. 

No estudo de Seco et al. (2024), foi investigado a concentração de Fe em três 

amostras distintas de cerveja do estilo Pilsen, onde foi possível obter as 

concentrações de 68,2; 93,7 e 59,7 µg L-1. As concentrações foram obtidas a partir do 

método proposto de DLLME com determinação por F AAS. Além disso, no trabalho 

de Wietstock et al. (2015) foi determinado para a concentração de Fe 9 µg L-1, o qual 

foi determinado por ICP OES. 

 

5.5. Métrica AGREE 

 

Os métodos utilizados neste estudo foram avaliados quanto à sua 

sustentabilidade por meio do software AGREE (Analytical Greenness), o qual é uma 

ferramenta especializada em abordar, flexibilizar e instruir a medida sustentável dos 

métodos analíticos. O sistema emprega os 12 princípios da Química Analítica Verde, 

transformando em uma escala padronizada de 0 a 1. Pontuações mais próximas de 1 
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(coloridas em verde) podem ser consideradas mais verdes, enquanto pontuações 

tendendo a 0 (coloridas em vermelho) indicam metodologias menos ambientalmente 

amigáveis (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e TOBISZEWSKI, 2020; ALVES et al., 

2023). 

A pontuação final, calculada a partir desses princípios, é representada por um 

pictograma, o qual exibe o desempenho do método em cada critério atribuído pelo 

usuário. O desempenho de cada princípio da GAC é representado em cores (verde, 

amarelo e vermelho) em torno do pictograma, o qual é dividido em 12 partes e uma 

pontuação no centro que varia de 0 a 1 (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e 

TOBISZEWSKI, 2020). 

 Para avaliar o caráter verde do método com relação aos 12 princípios da GAC, 

foi gerado o pictograma do método proposto (µ-dSPE/HR-CS F AAS). Também foram 

gerados outros dois pictogramas com métodos da literatura que realizaram a 

determinação de Fe em cerveja empregando MAD/ICP OES (WIETSTOCK et al., 

2015) e DLLME/F AAS (SECO et al., 2024), os quais estão representados na Figura 

34.  

 

Figura 34 – Pictogramas obtidos pelo software AGREE para o método proposto µ-

dSPE/HR-CS F AAS (A) e os métodos da literatura empregando MAD/ICP OES (B) e 

DLLME/F AAS (C). 

 

 

A análise de pictogramas do procedimento de preparo de amostra por µ-dSPE 

para a determinação de Fe por HR-CS F AAS obteve pontuação igual a 0,70, Figura 

34 (a), indicando que essa metodologia pode ser considerada ambientalmente 

amigável, especialmente quando comparada com os 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 pontuação igual a 0,54 e 0,56, respectivamente.  

Os pontos fortes do procedimento de µ-dSPE são atribuídos aos princípios 2, 

4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 e 12. Portanto, os aspectos que tornam o método mais sustentável 

podem ser destacados como o tamanho mínimo da amostra (princípio 2), onde no 

método proposto é utilizado apenas 2 mL de amostra e o método de MAD e DLLME 

requer a utilização 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, 

o volume do extrato é reduzido para 800 µL por amostra, o que contribui para o 

princípio 7, reduzindo a geração de resíduos. A utilização da atomização por chama 

em comparação com o ICP OES faz com que propicie para a minimização de energia, 

uma vez que o ICP OES utiliza plasma de argônio, o que requer uma alta potência 

para se manter estável, corroborando com o princípio 9. 

Os princípios 11 e 12 ponderam sobre a não utilização de reagentes tóxicos e 

sobre a segurança do operador, respectivamente. O método proposto emprega uma 

solução diluída de HNO3 1 mol L-1 para as extrações, contribuindo para a segurança 

do operador e reduzindo o impacto ambiental. Em contrapartida, o método de MAD 

utiliza HNO3 concentrado, o qual é altamente corrosivo e inflamável. A DLLME utiliza 

solventes tóxicos e inflamáveis. Com isso, temos que a utilização de HNO3 diluído 

possui menor impacto ambiental, contribuindo com os princípios 11 e 12. 
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6. CONCLUSÕES  

 

 

A µ-dSPE combinada com HR-CS F AAS (em amostragem discreta) 

empregando esponjas de quitosana reticulada com glutaraldeído foi investigada, pela 

primeira vez, para a determinação e pré-concentração de Fe em amostras de cerveja. 

Os principais parâmetros da µ-dSPE foram investigados e as condições selecionadas 

foram pH 4, HNO3 1 mol L-1 como concentração da solução extratora, 800 μL como 

volume de solução 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-1, respectivamente. As recuperações referentes aos ensaios de 

recuperação realizado com diferentes amostras de cerveja variaram entre 87 e 120%, 

com concentrações de 0,66 a 1,41 mg L-1. As caracterizações realizadas na quitosana 

e na esponja de quitosana reforçam o interesse em estudos utilizando biomateriais, 

visto pela grande área superficial da esponja de quitosana (1000 m2/g). 

O estudo contribuiu para o desenvolvimento de métodos de extração viáveis a 

serem empregados em laboratórios que contam com instrumentação de menor custo 

de aquisição e operação. Além disso, permite o emprego de materiais de fonte 

renovável, assim diminuindo os custos no preparo de amostra, atribuindo um destino 

a um resíduo da indústria pesqueira. Além do uso de microquantidades de esponja de 

quitosana, ainda foi possível concluir o trabalho empregando microvolumes de ácido 

nítrico diluído e sem necessidade do emprego de aquecimento, atendendo a alguns 

dos 12 princípios da GAC, como os princípios 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 11 e 12. Além disso, 

foi possível contribuir com a área de preparo de amostras através da proposição da 

μ-dSPE em uma alternativa miniaturizada, contribuindo também para o controle de 

qualidade de amostras de cerveja e propondo uma aplicação da técnica HR-CS F AAS 

combinada com uma proposta inovadora de preparo de amostras na área de 

determinação elementar. 
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