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RESUMO

EMPREGO DANMICROEXTRA(;AO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA PARA
EXTRACAO DE FERRO EM CERVEJA E DETERMINACAO POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA

AUTOR: Maiuca Alberto Seco
ORIENTADOR: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

Neste trabalho foi desenvolvido um método de preparo de amostra baseado na
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) para extracdo e pré-concentracao
de Fe em cerveja e subsequente determinacdo por espectrometria de absorgcao
atomica com chama (F AAS). Apesar de a DLLME preconizar o uso de um solvente
extrator e um solvente dispersor, neste trabalho foi utilizado apenas o solvente
extrator. Para extracdo de Fe por DLLME, foi avaliado o tipo e volume de solvente
extrator, volume da amostra, concentracéo e tipo de complexante, efeito do pH, efeito
da adicéo de sal, além da influéncia do numero de lavagens apds a extracdo. Apos a
otimizag&do da DLLME, foram definidos 75 pyL de 1,2-diclorobenzeno (CsH4Cl2) como
solvente extrator, 10 mL de cerveja (sem qualquer diluicdo) como volume de amostra,
500 pyL de pirrolidina ditiocarbamato de aménio (APDC) 0,5% (m/v) como agente
complexante, ndo sendo necessario ajuste de pH, adicdo de sal e lavagens apos a
extracdo. Apds a otimizacdo das condi¢cdes da DLLME, foi feita uma curva de
calibracdo externa, a partir da qual foi possivel obter um coeficiente de determinacéo
maior que 0,99. O método proposto DLLME/F AAS foi aplicado para determinacgéo de
Fe em trés amostras de cerveja e os resultados foram comparados com os obtidos
apos decomposicdo assistida por micro-ondas (MAD) e determinagdo por
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). A
concentracdode Fe nas 3 amostras variou entre 59,7 € 68,2 ug L1 e entre 54,4 e 57,2
ug Lt para DLLME/F AAS e MAD/ICP-OES, respectivamente. O método proposto
para a extracao e pré-concentracao de Fe apresentou uma boa precisao e exatidao e
pode ser utilizadoem analise derotina para determinacéo de Fe em cerveja e matrizes
similares.

Palavras-chave: DLLME. Ferro. Cerveja. F AAS. Preparo de amostra.



ABSTRACT

USE OF DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION FOR THE
EXTRACTION OF IRON IN BEER AND DETERMINATION BY FLAME ATOMIC
ABSORPTION SPECTROMETRY

AUTHOR: Maiuca Alberto Seco
ADVISOR: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

In this work, a sample preparation method based on dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) for the extraction and preconcentration of Fe in beer and
subsequent determination by flame atomic absorption spectrometry (F AAS) was
developed. Although DLLME recommends the use of an extracting solvent and a
dispersing solvent, in this work only the extracting solventwas used. For Fe extraction
by DLLME, the type and volume of extracting solvent, sample volume, concentration
and type of complexant, pH effect, effect of salt addition, and the influence of the
numberof washing steps after extraction were evaluated. After optimization of DLLME,
75 pL of 1,2-dichlorobenzene (CeH4Cl2) as extracting solvent, 10 mL of beer (without
any dilution) as sample volume, 500 pL of 0.5% (w/v) ammonium
pyrrolidinedithiocarbamate (APDC) as complexing agent were selected, without the
need for pH adjustment, salt addition and washing steps after extraction. After
optimization of the DLLME conditions, an external calibration curve was carried out,
from which a determination coefficient better than 0.99 was obtained. The proposed
DLLME/F AAS method was applied for Fe determination in three beer samples and
the results were compared with those obtained after microwave assisted
decomposition (MAD) and determination by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP-OES). The Fe concentration inthe 3 samples ranged from
59.7 to 68.2 ug L'*and from 54.4 to 57.2 ug L1 for DLLME/F AAS and MAD/ICP-OES,
respectively. The proposed method for Fe extraction and preconcentration presented
suitable precision and accuracy and can be used in routine analysis for Fe
determination in beer and similar matrices.

Keywords: DLLME. Iron. Beer. F AAS. Sample preparation.
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1. INTRODUCAO

As principais bebidas alcoodlicas produzidas por meio do processo de
fermentacéo sdo cerveja, cidra de maca, vinho, saqué e hidromel (Makwana e Hati,
2019). A cerveja é uma bebida obtida pela fermentacéo alcodlica do mosto cervejeiro
oriundo do malte de cevada e agua potavel, com acéo da levedura e com adicao de
[Gpulo. A producdo de cerveja teve seu inicio pelos povos da Mesopotamia, onde
cultivavame se alimentavam do grao de cevada deixados nachuva, o que ocasionava
a fermentacéo espontaneapor acédo de leveduras (Ribeiro et al., 2021). A producéo
de cerveja € um processo complexo que envolve a utilizacdo de diversos ingredientes
e etapas de producao (Rosa et al., 2015).

A cerveja é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas mundialmente e, no
Brasil, € a mais consumida (Neto et al., 2020). As principais matérias-primas usadas
nafabricacdo da cerveja atualmente (agua, malte, Itpulo e levedura) contribuem para
sua composicao de alta complexidade, devido a presenca de proteinas, vitaminas,
minerais, acidos organicos como etanol, além de nutrientes como, Ca, K, Fe, P, Mg,
Na, entre outros (Polak et al., 2013).

A presenca de Fe em cerveja pode ser proveniente de diversos fatores,
incluindo a agua utilizada na producao e equipamentos utilizados no processo. Sua
presenca em concentracdes elevadas pode afetar o crescimento das leveduras e o
sabor do produto final, podendo transmitir um sabor metalico e agressivo a cerveja,
bem como uma cor escura devido as associagcdes com compostos organicos, o que
resulta em atividade de levedura e dificulta a produgcédo de espuma (limite maximo
permitido nomosto e nacerveja é de 0,1 mg L1 de Fe (Pohl, 2008; Filike Giray, 2012).
Para Fe, é relatado na literatura (Leao et al., 2018) que, ndo existe limite maximo na
legislacdo brasileira. Sendo assim, a sua determinacgéo torna-se importante para o
controle de qualidade da cerveja.

O Fe estd em quarto lugar na abundancia dos elementos na crosta terrestre
(depois do O, Sie Al) e em segundo lugar entre 0os metais na crosta terrestre. Quando
se trata de numero de oxidacao, os estados de oxidacdo mais comuns séo Fe(ll) e
Fe(lll) (Cornelis etal., 2003). Do mesmo modo, o Fe é um elemento muito versatil em
todos os campos da ciéncia (Teixeira et al., 2012). Este elemento desempenha um
papel notavel nas rea¢cdes quimicas, por exemplo, nos processos geoldgicos, na

guimica ambiental, na bioquimica, entre outros. Desse modo, a eficacia biolégica e
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ambiental do Fe depende, todavia, de suas propriedades quimicas, por exemplo,
valéncia, solubilidade e grau de formagcdo de complexos. Portanto, este elemento
exerce um papel importante no metabolismo das plantas, onde é essencial para o
transporte de elétrons fotossintéticos e respiratorios, reducao de niveis de nitrato e
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (Cornelis et al., 2003).

Diferentestécnicastém sido empregadas para a determinacéo de Fe, tais como
espectrometria de absorcdo atdmica com chama (F AAS) (Citak et al., 2009),
espectrometria de absorgdo atdmica com forno de grafite (GF AAS) (Naseri et al.,
2008), espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (Zedan et al.,
2023), espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES), espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Krug,
2019, Feist e Mikula, 2014).

De maneira geral, amostras submetidas para determinagdo elementar
encontram-se naforma soélida, necessitando a dissolucéo parcial ou total da amostra
antes da introdug¢do no instrumento de medi¢cdo. Para que uma amostra seja
transformada em solucéo, € necessaria uma etapa prévia de decomposicéo para a
conversdo dos analitos em compostos sollveis, bem como para a reducdo das
interferéncias associadas a matriz. (Krug et al., 2019). Vale ressaltar, a eficiéncia do
processo de decomposicdo é dependente da ocorréncia das reacdes quimicas em
condicOes especificas de temperatura e pressdo. A instrumentacdo moderna,
desenvolvida especificamente para decomposi¢cdes assistidas por radiagdo micro-
ondas, apresenta facilidades para monitorar a temperatura e a pressdo do sistema
amostra durante o processo reacional, fato que agrega seguranca ao operador. (Krug
et al., 2019).

Apesar das diversas vantagens dos métodos de decomposicdo, procedimentos
de extracdo e pré-concentracdo tornam-se necessarios quando a concentracdo do
analito € muito baixa ou préxima ao limite de quantificacao (LOQ) (Dadfarnia e Haiji
Shabani,2010). Portanto, as vantagensda pré-concentracdo,além da miniaturizacao,
sdo o baixo consumo de reagentes, especialmente de solventes orgénicos, que
geralmente sdo toxicos e de maior custo. Outra vantagem da pré-concentracao esta
relacionada com a melhoria na seletividade durante a extragcdo, pois a analise pode
ser realizada com a utilizacao de reagentes seletivos, que ajudam no aumento da
probabilidade de extracdo do analito, diminuindo assim as interferéncias por

componentes da matriz. Por fim, é possivel determinar o analito em baixa
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concentracdo, possibilitando a sua determinacdo com boa precisdo e com melhor
LOQ (Rezaee et al., 2006; Martins et al., 2012; Moreira et al., 2014b; Silveira et al.,
2022; Pereira etal., 2013).

A microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) consiste em um sistema
ternario de solventes (amostra aquosa, solvente dispersor e solvente extrator) que
formam duas fases imisciveis, onde a solubilidade dos analitos em qualquerdas fases
€ conduzidapelapolaridade relativa do sistema, sendo que os analitos sdo geralmente
apolares, apresentando maior afinidade pela fase organica (Rezaee et al., 2006
Martins et al., 2012; Moreira et al., 2014b). De acordo com a literatura (Al-Saidi e
Emara, 2014), dentre os diversos métodos de pré-concentracdo utilizados para
subsequente determinacdo elementar em amostras aquosas, a DLLME tem sido
amplamente empregada, considerando a sua eficiéncia na extragdo tanto para
determinacéo elementar (Gharehbaghi et al. 2011) quanto de compostos orgéanicos
(Martins et al., 2012). Porém, ndo foram encontrados trabalhos na literatura relatando
a extracdo de Fe em amostra de cerveja empregando a DLLME.

A presenca de altas concentracdes de Fe em cerveja pode causar problemas
de saude dos consumidores, como anemia e alteragdes no sabor, ou seja, em virtude
de efeitos adversos a saude que pode ocorrer como consequéncia de concentracoes
elevadas de Fe em cerveja, pode ser originério de contamina¢6es no processo de
producdo, como a utilizacdo de equipamentos inadequados ou a contaminacao da
agua de lavagem. Nesse sentido, a determinacéo de alguns elementos, como o Fe,
se faz importante tanto para os consumidores quanto para os produtores.

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um método
simples, de baixo custo, que nao requer longotempo de preparo da amostra, que seja
Menos Moroso e que permita a extragdo quantitativa de Fe em cerveja para posterior

determinacédo por F AAS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CERVEJA

A cerveja € uma bebida fermentada a base de amido e aromatizada com IGpulo
(Keukeleirc, 2000). A cerveja é composta, em geral, de 2 a 6% de extrato residual, 2
a 6% de etanol, 0,5% de dioxido de carbono (CO2) e de 90 a 95% de agua,
dependendo do tipo de cerveja produzido (Rosa et al.,, 2015). De acordo com
legislacao brasileira, conforme definido no art. 36, do decreto n®6.871, de 04 de junho
de 2009 (BRASIL, 2009), a cerveja é definidacomo bebida resultante da fermentacéo,
a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte,
submetido previamente a um processo de coccao e adicao de lUpulo ou extrato de
lGpulo.

As principais matérias-primas para producédo de cerveja sao: i) agua, a qual
representa cerca de 90% da composicdo em massa da cerveja e exerce grande
influéncia sobre a qualidade desta; ii) malte, cereal que reline varias caracteristicas
que justificam sua utilizagcdo na producdo de cerveja e é rico em amido, contém
enzimas, possui uma casca que confere protecdo ao grao durante a malteacéo e da
aroma e sabor caracteristicos ao produto; iii) lUupulo, na fabricacdo de cerveja €
utilizada a flor seca da planta fémea do lupulo, que confere estabilidade do sabor e a
retencdo da espuma); iv) levedura, a adicdo de fermento é a fase mais importante
para definir o paladar da cerveja, sendo que o tipo de fermentacdo dependera da

levedura utilizada (Rosa et al., 2015).

2.2. ELEMENTOS ESSENCIAIS E NAO ESSENCIAIS PRESENTES NA CERVEJA

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitario (ANVISA), em seu relatorio,
(Impacto-REMAI, 2020) propdéem que contaminantes de natureza inorganica ou
organica, que ndo sao adicionados de forma intencional a alimentos, sé&o
consideradas substancias toxicas. A contaminacao por essas substancias pode ser
por meio de fontes alimentares, resultado de producéo, fabricacéo, tratamento,
armazenamento de alimentos ou reagdes, além da contaminagcdo ambiental. Os
efeitos toxicos provocados por contaminantes dependemdaquantidadeingeridae das
caracteristicas do individuo.
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Poroutro lado, a quantidade de Fe necessariapara o ser humano € dependente
da idade, sexo e dieta. Por exemplo, para criancas de até 6 meses de vida a
guantidade de Fe diariarecomendada é de 0,27 mg, para mulheres gravidas é de 27
mg e entre 8 e 18 mg para homens e mulheresadultos (Trumbo et al., 2001). Os niveis
elevados de Fe no organismo podem acarretar sérios problemas a satde humanatais
como, no sistema nervoso e cancer, formacao de radicais livres e neurodegeneragao
(associado a inflamacao) Haider, 2015 Bhatia 2011).

A literatura cientifica (Williams et al., 1995; Nascimento et, al., 2012;
McElhaney, et, al., 2009), evidencia que muitas plantas e micronutrientes tém a
capacidade de bioacumular Fe. Essa capacidade torna o Fe um micronutriente
essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas. A deficiénciade Fe no
organismo é um dos principais contribuintes que leva a anemia e disfun¢des no
sistema imunoldgico. Nesse sentido, esse elemento é importante na manutenc¢éo da
homeostase celular, bem como faz presente em diferentes processos metabdlicos e
fermentativos (componente funcional de proteinas, enzimatico e estabilizador).

O Fe esta entre os elementos mais abundantes na crosta terrestre. Portanto, o
Fe estd entre os micronutrientes mais importantes para as plantas, influenciando

assim a fotossintese e a formacao de clorofila e hidratos de carbono.

2.3. METODOS DE EXTRACAO E PRE-CONCENTRACAO

A extracdo do analito em qualquerque seja o0 método analitico € considerada
uma das etapas fundamentais para determinacdo elementar. Na literatura, métodos
classicos de extracdo como extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase sélida
(SPE) (Dominguez et al., 2011; Quigley et al., 2016; Ibrahim et al., 2014) tem sido
amplamente descrita para determinacdo de compostos organicos e elementos. Por
outro lado, a evolucao dos métodos de extracdo reduziu a complexidade e o tempo
no tratamento da amostra. Portanto, o desenvolvimento dos métodos de extracédo
alternativos e/ou miniaturizados como a microextragdo em fase solida (SPME),
extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE), microextracdo de gota unica (SDME),
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) tem se destacado. Cada método
citado acima apresenta as suas vantagens e desvantagens, as quais serdo discutidas
no decorrer do texto (Urkude et al. 2019; Alimendral, M. J. et al. 2004). Cabe destacar
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que serdo destacados apenas principios, vantagens e desvantagens desses métodos
de forma separada, com foco especial para a DLLME.

A extracdo liquido-liquido (LLE) € um método classico de extracdo muito
utilizado para pré-concentracdo de diferentes classes de analitos (Martins etal., 2012),
também conhecido como extracdo e particAo por solventes, mas também é
tradicionalmente utilizada para limpeza da amostra. Este método consiste em separar
compostos com base nas suas solubilidades relativas em dois liquidos imisciveis,
geralmente em agua e um solvente organico (Urkude et al., 2019). Apesar da LLE
oferecer alta reprodutividade (Moreira et al., 2014a), a principal desvantagem do
método é que o tempo de execuc¢do, moroso, laborioso e requer grandes quantidades
de solventes organicos, que representam uma ameaca potencial para satde humana
e ao ambiente. Também apresenta limitacdes quanto a formagédo de emulsdo e caso
os analitos tenham diferenca significativa de polaridade, € dificil obter uma extragédo
eficiente utilizando um unico procedimento de LLE (Urkude et al., 2019).

A extracdo de Fe foi feita utilizando LLE a partir da extragdo com
metilisobutilcetona (MIBK). No método proposto, o analito foi complexado com
pirrolidina ditiocarbamato de aménio (APDC) e, posteriormente, determinado por F
AAS. Foram utilizados 100 mL de amostra de agua do mar, 100 uL de uma solucéo
de HCI1 0,01 mol L-*e 50 pL de APDC 2%, com pH da solucéo ajustado entre pH 3 e
4. Em seguida, foram adicionados 100 mL de MIBK com agitacdo durante 3 min.
Depois disso, a separacdo das fases ocorreu apos cerca de 10 min e o Fe foi
posteriormente determinado por F AAS. O processo de mistura e extracdo foi feito
com um misturador rotativo (modelo Eppendorf 3300) que permitiu 0 manuseio
simultaneo de 24 tubos (Kremlin e Petersen, 1974).

A SPE é um método de extracdo que emprega membranas, pequenas colunas
descartaveis na forma de seringa ou cartuchos (Skoog et al., 2006). A SPE € um
método comumente utilizado para remover compostos interferentes da matriz e obter
uma amostra mais limpa para uma analise menos susceptivel a interferentes. O
procedimento basicode SPE consiste noisolamento e concentracdodo analito a partir
de um fluxo de amostra de na forma gasosa, fluido ou liquido (mais comum) por
transferéncia pararetencao (sorcdo) em uma fase sdlida. A fase sélida é entdoisolada
da amostra e os analitos séo recuperados por elui¢éo, utilizando um liquido ou fluido,

ou por dessorcao térmica da fase solida (Starowicz et al., 2019).
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Para além da analise de uma grande diversidade de amostras de alimentos, a
SPE oferece amplas oportunidades de otimizacdo e de avang¢os nas amostras de
alimentos. Adicionalmente, este método também pode ser aplicado e combinado com
outros métodos de preparo de amostras, conforme necessario (Urkude et al., 2019).
As principais vantagens da SPE sao os altos fatores de enriguecimento, simplificacéo
da matriz (limpeza da amostra) e a transferéncia da matriz da amostra para um
solvente diferente ou para a fase gasosa. Portanto, a SPE € um método muito comum
em muitas areas da quimica, incluindo quimica ambiental, farmacéutica, clinica,
alimentar e industrial (Poole e Poole, 2012).

Embora estes métodos desempenhem as tarefas acima de forma adequada,
eles também apresentam uma série de desvantagens referente a etapa de
transferéncia do analito aprisionado no cartuchode SPE que geralmente requer o uso

de solventes toxicos (Quigley et al., 2016).

2.3.1. Microextracao liquido-liquido dispersiva

A DLLME foidesenvolvidapor (Rezaee et al., 2006) para extracao de pesticidas
organofosforados em agua. Desde entdo, este método foi considerado uma verséo
miniaturizada da LLE, principalmente por utilizar pequenos volumes de solvente
extrator (dezenas a poucas centenas de microlitros). O método é baseado em um
sistema ternario de solventes, que consiste em uma mistura apropriada de um
solvente extrator (imiscivel em agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e/ou
no solvente extrator), o qual € injetado rapidamente na amostra liquida com auxilio de
umaseringa, causandoaturvacdo da solucao. Essa adicdo rapida faz com que ocorra
a dispersdo do solvente extrator no meio liquido, formando gotas muito pequenas,
aumentando significativamente a area de contato entre as duas fases, o que favorece
a extracdo dos analitos. (Rezaee et al., 2006).

Atualmente, sdo encontrados alguns trabalhos na literatura empregando a
DLLME para a posterior determinacéo elementar (Giokas et al., 2001; Pereira et al.,
2013, Silveiraet al., 2022). Além de apresentar as vantagenscitadas acima, a DLLME
pode ser combinada com diversos métodos para extracdo dos compostos organicos
e inorganicos, dependendo da natureza do analito (Dmitrienko et al., 2020; Khani et
al., 2011).
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Os métodos da microextracao para o preparo de amostras apresentam alguns
fatores que justificam as suas vantagens como a reduc¢ao de solventes colorados,
menores custos de analise, bem como economia na compra de solventes de alta
pureza. Além disso, a determinacédo de analitos que estdo presentes em amostras em
um nivel de concentracdo muito baixo, geralmente, requer procedimentos analiticos
que incluemuma etapa preliminarde isolamento/enriqguecimento do analito (Spietelun
et al., 2014).

As caracteristicas do método permitem a extracdo de compostos com carater
organico, o que ndo é o caso do Fe. Os metais na fase aquosa estdo presentes
geralmente na forma de ions, onde sdo sollveis e devem ser complexados para
poderem ser transferidos para fase organica. Neste caso, os carbamatos se destacam
por formar quelatos estaveis com varios cations, dentre eles o Fe(ll) e Fe(lll). Neste
sentido, esta classe de ligantes € comumente utilizada em sistemas de pré-
concentracdo e extracdo como, por exemplo, APDC e dietilditiocarbamato de sddio
(DDTC), com grande aplicabilidade para elementos como Cu, Bi, Cr, Fe, Mo, Pb, Zn,
entre outros (Grzéskowiak et al., 2011).

Os ditiocarbamatos (DTCs) séo grupos de pequenas moléculas organicas com
forte capacidade quelante para espécies inorganicas, os quais tém sido amplamente
utilizados em métodos de extracdo. A habilidade dos DTCs em formar complexos
metalicos estaveis confere-lhes um papel fundamental e justifica a extensa utilizacéo
desta classe de compostos como ligantes superiores (Kanchi etal., 2014).

24. TECNICAS EMPREGADAS PARA DETERMINACAO DE FERRO EM
CERVEJA

2.4.1. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado e

espectrometria de emissao O6ptica com plasma indutivamente acoplado

De acordo com a literatura (Pereira et al., 2010; Soos et al., 2021) as técnicas
de ICP-MS e ICP-OES sao frequentemente utilizadas para determinacao de metais,
ndo-metais e halogénios, devido a suas caracteristicas de deteccdo multielementar,
baixos valores de limite de detec¢do (LOD) e ampla faixa linear. Essas técnicas,
normalmente sdo passiveis de utilizacdo de solugcbes diluidas para obter

recuperacdes quantitativas para todos os analitos. E essas técnicas sdo largamente
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utilizadas para analise de elementar incluindo a determinacéo de Fe (Pereira et al.,
2013), além disso, normalmente, uma parte fundamental da anélise € a preparagéo

da amostra antes da medicéo.

2.4.2. Espectrometria de absorcédo atémica com chama

As técnicas AAS envolvem a medida da absorcao da intensidade da radiacao
eletromagnética, proveniente de uma fonte de radiacdo primaria, por &tomos no
estado fundamental gasosos. Os dois tipos de atomizadores mais usados em AAS
sdo a chama e o forno de grafite. A técnica de F AAS é a mais utilizada para
determinacédo elementar em niveis de mg L1, enquanto a GF AAS é utilizada para
determinacdes em baixas concentracdes (ug L) (Krug, 2019).

O Fe esta entre os elementos mais frequentemente determinados por F AAS.
A determinacdo de Fe em uma chama oxidante (ar-acetileno) esta sujeita a
interferéncias por elementos como Si, Sr, Al e Mn, os quais podem suprimir o sinal de
Fe. No entanto, com excecdo das amostras metallrgicas, estes elementos citados
acima geralmente estdo presentes em altas concentracbes em quase todas as
amostras, o que pode ser um problema na determinacéo de Fe. Portanto, a extensao
da interferéncia depende, contudo, das condi¢gbes, tais como a relacdo
combustivel/oxidante, temperatura da chama, entre outros (Welz e Sperling, 1999).
Apesar da possibilidade de interferéncias na determinagédo de Fe por F AAS, a
determinacdo deste elemento € muito mais susceptivel a erros quando um
instrumento de ICP-MS é usado, devido a formacdo de interferéncias isobaricas.
(Komjarova e Blust, 2006).

Algumas aplicagbes da DLLME tém sido descritas na literatura para
subsequente determinacéo de Fe. Na Tabela 1, estdo mostrados outros exemplos de

aplicagcBes que abordem determinacéo de Fe, DLLME e/ou técnicas de deteccao.



Tabela 1 — Trabalhos descritos na literatura sobre a determinagéo de Fe utilizando a DLLME como método de extragdo
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(continua)

Amostra Analito

Condicdes experimentais

Preparo de amostra

Deteccéo Referéncia

Agua com Fe
diferentes
salinidades

Vinho branco FeeCu
e tinto

Foram utilizadas amostras de agua de torneira (baixa salinidade, variandode 0 a 0,5),
agua estuarina (salinidade média, variando 0,5 a 30) e as amostras coletadas em alto
mar (salinidade alta, variando de 30 a 35). Para o procedimento de DLLME, aliquotas
de 10 mL de umaamostra de agua contendo concentracéo conhecida de Fe(lll) foram
transferidas para tubos de vidro com fundo conico de 15 mL. O pH foi ajustado com
HCI 0,1 mol L't ou NaOH 0,1 mol L. O agente complexante (300 pL de solugio de
APDC 1% (m/v) foi adicionado a amostra e misturado. Em seguida, os tubos foram
deixados em repouso por 1 min para formac¢do do complexo. Apés, foi feita a injecao
rapida da mistura entre 500 pL de etanol (solvente dispersor) e 50 uL de 1,2-
diclorobenzeno (solvente extrator), com auxilio de uma seringade 2,5 mL. Umasolucdo
turva foi rapidamente produzida, a qual foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min e as
goticulas dispersas do solvente de extracdo foram sedimentadas. A fase aquosa foi
removida e a fase organica foi diluida até 3 mL com etanol como solvente dispersor
para subsequente medicéo de absorbancia por UV-Vis.

Aliquotas de 1 mL de vinho e 500 uL de solugdo de APDC 1% (m/v) foram colocadas
em um tubo de vindo de 15 mL com fundo c6nico e diluidas até 5 mL com agua
ultrapura. Foi feito ajuste em pH 3,0, quando necessario. Uma mistura contendo 1300
ML de acetonitrila (solvente dispersor) e 80 puL de C2Cls (solvente extrator) foi
rapidamente injetada na amostra com auxilio de uma microsseringade 2,5mL. Apésa
injecéo, formou-se uma solugdo turva que foi centrifugada a 3000 rpm durante 3 min,
e pequenas goticulas de solvente de extracdo contendo o analito complexado
[Fe(APDC)3] foram depositadas no fundo do tudo. Para reduzir algumas interferéncias
durante as medicdes, a fase sedimentada (extrato) foi lavada com agua ultrapura (3
mL e centrifugagdo a 3000 rpm durante 3 min). A fase aquosa foi removida e o0 extrato

foi diluido até 3 mL com acetonitrila para posterior determinacédo do Fe por UV-Vis.

DLLME

DLLME

UV-Vis Pereira et al.,
2013

UV-Vis Maciel et al.,,
2014
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(concluséao)

Amostra Analito Condicdes experimentais Preparo de amostra  Detecc¢éo Referéncia
Amostra de Fe(llN) As amostras de dgua foram filtradas em um filtro de membrana de celulose (0,45 um) DLLME UV-Vis Zedan et al.,
aguae as e mantidas congeladas até a analise. As amostras de alimentos (folha de espinafre, 2023

amostras de
alimentos
(folha de
espinafre,
maca e

tomate)

maca e tomate) foram lavadas com agua ultrapura, secas a 90 °C até peso constante
e moidas em almofariz de porcelana. Previamente a DLLME, as amostras (0,3-04 g)
foram decompostas em forno de micro-ondas (4 mL de HNO3z concentradoe 2 mL de
H205) e digerida utilizando umatécnica de digestdo por micro-ondas. aferidas a 10 mL
apo6s a decomposigcdo. Na DLLME, 10 mL da solugdo aquosa do analito (pH 5,0) foram
misturados com 0,1 mL de 0,01 mol L de acido galico (GA) e 0,1 mLde 0,01 molL?
de brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAG). Formou-se uma solucao turva apds injecdo
rapida de uma mistura de 200 pL de tetracloroetileno (solvente extrator) e 200 pL de
acetona (solvente dispersor). Apos a turvacéo da solugéo, foi feita a centrifugacdo a
4000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi cuidadosamente eliminado e o volume da
fase de sedimentacgédo foi completado até 0,5 mL com etanol. O extrato foi analisado

por espectrofotometria em 560 nm.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTACAO

A determinacdo de Fe em cerveja apés DLLME foi feita empregando um
espectrometro de absorgcao atdmica com chama (modelo AAS Vario 6, Analytik Jena,
Alemanha), equipado com uma lampada de deutério para a correcao de fundo e com
chama ar e acetileno. Foi usada uma lampada de catodo oco de Fe como fonte de
radiacdo, com comprimento de onda de 248,3 nm, corrente de 6,5 mA e fenda
espectral de 0,2 mm.

Um instrumento de ICP-OES (Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical
Instruments, Alemanha), equipado com um nebulizador de fluxo cruzado acoplado a
uma camara de nebulizagdo duplo passo (tipo Scott) foi utilizado para determinacéo
de Fe e obtencao de valores de referéncia (decomposicdo assistida por micro-onda,
MAD). As condi¢cbes experimentais utilizadas foram poténcia do gerador de
radiofrequéncia de 1400 W, gas do plasma, nebulizacéo e auxiliar com vazdes de 12,
1,0 e 1,00 L min-1, respectivamente. As linhas de emissdo monitoradas para Fe foram
238,204, 239,562 e 259,941 nm.

Para a pesagem dos reagentes, foi utilizada uma balanca analitica (modelo
MARK M214A, BEL Equipamentos Analiticos, Brasil), com capacidade maxima de 220
g e resolucéo de 0,01 g.

Foi utilizado um pHmetro (modelo 781 pH/lon Meter, Metrohm, Suica), com um
eletrodo de vidro combinado, sensor de temperatura e resolucdo de 0,01 unidades de
pH.

Para desgaseificacdo das amostras foi utilizado um de banho ultrassénico com
frequéncia 350u130 kHz (modelo Elma/DE-78224, tipo: TI-H10, Helma GmbH & Co.,
Alemanha),com poténciade 220-240 W, volume utilde 8,6 L e amplitude de 0 a 100%.

Para separacao das fases ap6s a DLLME, foi utilizada uma centrifuga (modelo
Q-222T208, Quimis, Brasil), com a capacidade para 8 frascos de 15 mL.

Para obtencdo dos valores de referéncia para a concentracdo de Fe nas
amostras de cerveja, foi feita a decomposicao assistida por micro-ondas em sistema
fechado (modelo Multiwave Pro, Anton Paar, Austria). Neste sistema é possivel a
decomposicdo de até 8 frascos simultaneamente, com pressdo, poténcia e

temperatura maximas de 80 bar, 1500 W e 280 °C, respectivamente.
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3.2. REAGENTES

A agua utilizada no preparo de solucdes, descontaminacéo e limpeza dos
materiais foi previamente destilada e deionizada em coluna de troca ibnica
convencional (condutividade maxima de 0,6 uS cm™) e, em seguida, purificada em
sistema Milli-Q® (modelo Millipore, USA), com resistividade de 18,2 MQ cm.

Para a descontaminacao dos frascos utilizados, foi utilizada uma solucéo de
HNO320%. O HNO3 P.A. (Merck, Alemanha)foi previamente destilado em um sistema
de sub-ebulicdo (modelo duoPUR®2.01E, Milestone, Bergamo, ltalia).

Foi utilizada uma solucéo de referéncia monoelementar 1000 mg L de Fe
(Titrisol, Merck), a qual inicialmente foi diluida at¢é 10 mg L?! (em H20) e,
subsequentemente, a partir desta solucdo (10 mg L1), foram preparadas as solucdes
de referéncia da curva de calibragdo, com concentracdo entre 0,050 e 0,250 mg L*
de Fe.

Tabela 2 — Os solventes organicos utilizados no estudo como solventes extratores.

Solvente Formula Marca Pureza% Densidade (g mLY)
molecular

Tetracloreto de CCla Dinamica, 99,5 1,59
carbono Brasil

Diclorobenzeno CeH4Cl2 Merck 99 1,30

Tetracloroetileno C2Cla Dinamica, 99,5 1,59
Brasil

Cloroférmio CHCIs Sigma- 99 1,49
Aldrich,
Brasil

Monoclorobenzeno CeHsCl Merck 99 1,11

Fonte: (Autor, 2023).

A calibragdo do equipamento de ICP-OES foi feita utilizando a solugao de
referéncia multielementar com concentragdo de 10 mg L1 (SCP33MS, PlasmaCAL,
Canada). A curvade calibragao foi preparada em HNO3 5%, com concentracao entre
1e 80 ug L1
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Foram avaliados como complexantespara Fe o DDTC (99% de pureza, Sigma-
Aldrich) e o APDC (97% de pureza, Sigma-Aldrich). Ambos os reagentes foram
preparados em agua ultrapura para uso na DLLME.

A solugdo tampédo usada na DLLME foi composta por 0,1 mol L de acido

acético (Vetec, Brasil) e 0,1 mol L1 de acetato de sédio (Vetec, Brasil).

3.3. AMOSTRAS

As trés amostras de cerveja utilizadas neste trabalho foram adquiridas no
comércio local, na cidade de Santa Maria/RS, Brasil. As amostras foram identificadas
como C1,C2e C3, as quaisapresentam caracteristicas diferentese com teor alcodlico
diferente como, pilsen 4,8%, lager 5,0% e pilsen (puro malte) 5,3%, respectivamente.
A amostra C1 foi selecionada aleatoriamente e usada para a otimizagédo da DLLME.

Antes do procedimento de DLLME, as amostras foram desgaseificadas
utilizando banhoultrassénico durante 1 h, comtroca da agua do banho a cada 20 min.
Quando necessario, o pH foi ajustado com solucdes de NH4OH 0,1 mol L (Vetec,
Brasil) e 0,1 mol L1 de HCI.

3.4. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA DLLME PARA EXTRACAO E PRE-
CONCENTRACAO DE FERRO EM CERVEJA

Para a extracdo quantitativa de Fe por DLLME, foram avaliados os parametros
como tipo de solvente extrator e o seu volume, volume de amostra, concentragao e
tipo de complexante, assim como o efeito do pH, adicao de sal e namero de etapas
de lavagem. Excepcionalmente, neste trabalho n&o foi usado o solvente dispersor,
pois, de acordo com experiéncia previa do grupo de pesquisa (Silveira et al., 2022),
s6 foi possivel obter a separacdo de fases entre solvente extrator e matriz cerveja na
auséncia do solvente dispersor.

O procedimento de DLLME empregado para a extracdo de Fe em cerveja esta
mostrado na Figura 1 e consistiu na cerveja desgaseificada (etapa 1), transferéncia
de 10 mL de cerveja previamente desgaseificadapara umtubode vidro de 15 mL com
fundo cbnico (etapa 2). Em seguida, foi feita a adicdo do agente complexante
(complexante) mediante leve agitacao (etapa 3). Apoés, foi feita a rapida injecéo do

solvente extrator em 10 mL da amostra onde foi observada a turvacao da solucao,
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seguidade uma leve agitacdo manual (etapa 4). A solucéo turva foi centrifugada por
4 min a 3500 rpm para separacéo das fases (etapa 5). Depois da centrifugacao, foi
observada uma formacédo da fase sedimentada correspondente ao solvente extrator
no fundo do tubo de vidro (etapa 6). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante (fase
aguosa) foi retirado (etapa 7). Devido a possibilidade de haver material insolGvel ao
redor da fase sedimentada e para minimizar eventuais interferéncias durante as
medicdes, a fase sedimentada (extrato) foi lavada, com auxiliode uma pipeta Pasteur,
adicionando 4gua ultrapura no tubo de vidro até o volume de cerca de 10 mL (etapa
8) e na etapa (9) &gua preenchida para auto zero para subsequente determinacao por
F AAS (etapa 10). Este procedimento de adicéo e retirada do sobrenadante e adigdo
de aguaultrapura, apds a remocéo da matriz, foi repetido uma Unicavez e preenchida
uma Unica vez que corresponde a 0 (zero) lavagens.

Cabe mencionar que o volume de agua remanescente sobre o extrato apos
“zero lavagens” foimantido e utilizado para o auto zero do equipamentode F AAS, até
inicio da integragdo do sinal analitico, quando foi iniciada a aspiracdo do extrato
contendo o analito.

Para a decomposicdo das amostras pelo método de referéncia (MAD), foram
utilizados 2 mL de HNOs e 1 mL de HCI,ambos concentrados. Cabe salientar que as
vidrarias sempre foram previamente descontaminadas por imersdo em solucao de
HNOs3 20% (v/v) por, no minimo, 24 h e, subsequentemente, lavadas com agua

ultrapura.
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Figura 1 — Procedimento geral de DLLME para extragdo de Fe
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Fonte: (Autor, 2023)

3.4.1. Escolhado tipo de solvente extrator

No procedimento de DLLME, a escolha do solvente extrator adequado é
considerada uma das etapas mais importantes para uma extracdo eficiente. Neste
estudo, foram avaliados os seguintes solventes extratores: CCls4, CeHaCl2, C2Cla,
CHCIs e CsHsCI. Estes solventes sdo mais densos que agua, fato que facilita a
amostragem do extrato e aspiracéo pelo sistema de nebulizagdo do instrumento de F
AAS. Os experimentos para avaliagdo do tipo de solvente extrator foram feitos
utilizando 100 pL de cada solvente, adicionados a volumes de amostra que variaram

entre 5 e 10 mL, contendo 500 yL de complexante.

3.4.2. Escolhado tipo de solvente dispersor

No procedimento de extracdo, o tipo de solvente dispersor e extrator usando
na DLLME é um parametro significativo para garantir boa eficiéncia de extracdo. A
mistura de solvente dispersor e extrator, miscivel na fase aquosa (amostra) e nafase

organica (solvente extrator) é injetada rapidamente na amostra, resultando na
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formacdo de uma solucao turva. A principal caracteristica a ser considerada na
escolhado tipo do solvente dispersor é a sua miscibilidade na fase organica (solvente
extrator) e na fase aquosa (amostra), além de ser capaz de diminuir a tensao
superficial entre ambas as fases. (Rezaee et al., 2006; Martins et al., 2012; Al-Saidi e
Emara, 2014).

Para este trabalho n&o foi utilizado solvente dispersor, pois de acordo com
publicacdo recente do grupo de pesquisa (Silveira et al., 2022), foi observado a
formacg&o de umafase sélida sedimentadano fundodotudo cénico,0 que ndo permitia
a aspiracao pelo capilar do sistema de nebuliza¢éo do instrumento de F AAS. Neste
sentido, independentemente da combinacédo entre solventes extratores e dispersores,
para todos foi observada a formacdo do solido, inviabilizando o uso do solvente

dispersor.

3.4.3. Escolhado volume do solvente extrator

ApoOs fixar o tipo do solvente extrator, foi avaliada a influéncia do volume do
solvente extrator, variando os volumes de 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 200 uL. O
experimento feito foi utilizando o solvente extrator previamente selecionado na

avaliacao anterior, 500 yL de agente complexante e entre 5 e 10 mL de cerveja.

3.4.4. Escolhado volume de amostra

Para a escolha do volume de amostra, foram avaliados os volumes de 2,5; 5,0;
7,5;10,0 e 12,5 mL. Este experimento foi feito fixando as melhores condicfes obtidas

nos experimentos anteriores.

3.4.5. Concentracao do complexante

Para avaliaro efeito da concentracdo de complexante naextracédo de Fe, foram
adicionados diferentes tipos de complexante (APDC e DDTC), variando a
concentracao entre 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0% (m/v), com volume fixado em 500 pyL. Os
demais parametros foram os mesmos usados nos experimentos previamente

otimizados.
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3.4.6. Efeito do pH

O pH na extracdo por DLLME desempenhaum papel crucial para a formacao
do complexo e subsequente extracao. Por este motivo, foi avaliada a influéncia do pH
naextracao, variando entre pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5, 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5.
Cabe salientar que o ajuste de pH foi feito usando solucdes de HCI 0,1 mol L1 e
NH4OH 0,1 mol L.

3.4.7. Efeito de adicao de sal

O estudo da influéncia da concentracdo de sal, conhecido como efeito salting
out, na extracdo do Fe por DLLME foi feito pela adicdo de solucdo de NaCl a amostra.
Apos o ajuste do pH, foi avaliado o efeito de adicdo de NaCl nas quantidades de 0,0
(sem adicdo); 12,3; 24,6; 36,9; 49,2 e 61,5 mg de NaCl, que correspondem a
concentracdo de 0,0 (sem adicdo); 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10 mol L,
respectivamente, em cada um dos frascos contendo cerveja. Em seguida, os
experimentos foram conduzidoscomas demais condi¢cbes experimentais previamente

otimizadas.

3.4.8. Numero de etapas de lavagem

Como descrito naliteratura (Rosa et al., 2015), foi feita a avaliagdo do namero
de lavagens do extrato, com intuito de reduzir/eliminar eventuais sinais de fundo
causado pela matriz ou por algum dos reagentes utilizados. Dessa forma, foram
avaliados 0, 1, 2, 3 e 4 ciclos de lavagens. O procedimento consiste na retirada do
sobrenadante, com ajuda de pipeta de Pasteur, apds a centrifugacao, seguido da
adicdo lenta de cerca de 10 mL de agua ultrapura notubo. Apds repetir e preencher
com agua ultrapurauma Unicavez esta etapa, o sobrenadante ndo foi retirado e foi
levado para instrumento para que fosse possivel fazer o auto zero no instrumento de
F AAS. Quandoa matriz foi retirada e foi apenas adicdo de uma aliquotade agua sem

retird-la, o procedimento foi considerado como etapa de 0 (zero) lavagem.



33

3.5. PARAMETROS DO METODO DLLME/F AAS

3.5.1. Curvade calibracéao e linearidade

Entende-se por linearidade a capacidade de um método em mostrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.

Para avaliar a linearidade para a determinacao de Fe por F AAS, foi construida
uma curva de calibracdo externa (passando por todo o processo de DLLME) nas
concentragbes de 0,0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 mg L' de Fe. Cabe salientar, que
cada ponto da curva (n = 6), foram utilizados 10 mL da solucéo padréao (ou 10 mL de
amostra para quantificagdo), seguido da adigdo de 500 uL de complexante e 75 uL de
solvente extrator. Apds a extracdo, a mistura foi centrifugada por 4 min.

A validade das curvas de calibracdo foi avaliada através do método da
regressdo linear, onde foi possivel estimar o coeficiente de determinacéo (R?). Estes
parametros representam o grau de ajuste dos dados experimentais a curva de
calibracédo, pois quanto mais préximo da unidade, menor € a disperséo dos dados e

menor é a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

3.5.2. Limites de deteccao e quantificacao

Para poder calcular os valores de LOD e LOQ, foi obtida uma curva de
calibracé@o externa com cinco niveis de concentracdo, na faixa de 0,05, 0,10, 0,150,
020 e 0,25 mg L1 em &agua ultrapura, sob condi¢cdes experimentais da DLLME
otimizadas, a partir de 10 mg L' de uma solucéo de referénciade Fe(lll). E importante
mencionar que toda a curva de calibracdo externa foi preparada no mesmo dia. Os
valores LOD e LOQ foram estimados a partir da curva de calibragdo externa. Dessa
forma, LOD foi calculado como a concentracdo equivalente a 3 (trés) vezes o desvio
padrao de 10 (dez) medi¢Bes do branco, dividido pelainclinagdo da curva apés a pré-
concentracado. O LOQ foi calculado como a concentracao equivalente a 10 (dez) vezes
o desvio padréo de 10 (dez) medi¢des do branco, dividido pela inclinacao da curva

apos a pré-concentracao.
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3.5.3. Exatidao e precisao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
meéetodo em estudo em relacdo ao valor dito como verdadeiro. A exatiddo pode ser
avaliada através de ensaios de recuperacéo, permitindo comparar valores esperados
com valores observados pela aplicagcdo do método. No entanto, este parametro
também pode ser avaliado a partir de comparacdo entre técnicas distintas,
comparacdo com meétodos oficiais ou através do uso de materiais de referéncia
certificados (CRM). (INMETRO, 2007; ICH, 2005; Ribani et al., 2004).

A precisdo é um termo geral utilizado para avaliar a dispersédo de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢cfes definidas. (INMETRO, 2007; ICH, 2005;
Ribani et al., 2004).

Neste trabalho, para avaliacdo da exatiddo do método de DLLME desenvolvido
para determinacao de Fe foi feita pela decomposi¢ao assistida por micro-onda (MAD),
seguida da determinacdo de Fe por ICP-OES. A etapa de preparacdao da MAD
consistiu em: 1) Adicdo da amostra: 5 mL da amostra foram transferidos para o frasco
de quartzo, enquanto que 5 mL de agua ultrapura foram transferidos para os brancos;
2) Adicao do acido: Foram adicionados 2 mL de HNO3 14 mol L't + 1 mL de HCI 12
mol L1 a cada frasco; 3) Pré-reacdo: A pré-reacdo foi realizada em banho ultrassom
em quatro etapas (30 min a 30 °C, 30 min a 50 °C, 60 min a 70 °C resfriamento até
abaixo de 50 °C); 4) Programa de irradiacdo: 15 min a 1400 W e 20 min a 0 W para
resfriamento; 5) os digeridos foram avolumados a 15 mL e feita a determinagéo de Fe
por ICP-OES.

Para avaliacdo dos resultados, foi utilizado o teste t-student (nivel de confianga
de 95%) para a comparacédo de duas medidas, e para trés ou mais médias foi utilizada
a analise de variancia (ANOVA, com nivel de confianca de 95%). As avaliacdes
estatisticas foram realizadas com auxiliodo programa GraphPad InStat® (Version 3.1,
2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para maior seletividade, exatidao e precisdo para a determinacéo de Fe por F
AAS apés DLLME, a eficiéncia do parametro e/ou condi¢cdo como tipo e volume do
solvente extrator, volume de amostra, concentracdo e o tipo de complexante, efeito
do pH, efeito de adicdo de sal e numero de etapas de lavagem foram otimizados. A
seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o

desenvolvimento deste estudo.

4.1. ESCOLHA DO SOLVENTE EXTRATOR

De acordo com a literatura (Rezaee et al., 2006; Tabrizi, 2010), a escolhatipo
de solvente extrator adequado é considerada um fator importante para uma extracao
eficiente no procedimento da extracao por DLLME. Os solventes extratores avaliados
(CCla, CeHaC2, C2Cla, CHCIs e CsHs5Cl) possuem propriedades fisicas diferentes como
densidade e solubilidade em agua. Cabe destacar que essas propriedades podem
afetar diretamente no equilibrio e na separacéo de fases, bem como na particdo dos
analitos entre a fase organica e a fase aquosa.

A solubilidade do solvente de extracdo em agua pode influenciar diretamente
no volume da fase sedimentada e na particdo do analito. Se a solubilidade do solvente
extrator for elevada, pode ocorrer a solvatacdo das moléculas do solvente na fase
aguosa,desta forma impedindo a migracao eficiente paraa fase organicae o resultado
serd umvolume menor da fase sedimentada, acarretando um fator de enriquecimento
maior, porém com um menor porcentual de recuperacao. No entanto, 0 inverso ocorre
quandoa solubilidade do solvente extrator em agua é baixa, tendo como resultadoum
volume de fase sedimentada maior, o que implica em um menor fator de
enriguecimento e uma maior porcentagem de recuperacdo. (Wang, et al. 2023;
Chatzimitakos, et al. 2023).

A reacdo entre DDTC e varios ions metalicos produz complexos metélicos
moderadamente sollUveis em agua que podem ser extraidos de um meio aquoso com
uma variedade de solventes organicos néo-polares (Rezaee et al., 2006).

Assim, foram avaliados cinco solventes extratores (CCls, CeH4C2, C2Cl4, CHCI3
e CeHsCl) para os volumes de 5 e 10 mL de amostra, como mostrado na Figura 2. De

acordo com os resultados obtidos para os volumes de 5 e 10 mL, foi selecionado o
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volume de 10 mL de amostra devido a maior eficiéncia na extracdo. Os resultados
obtidos na escolha do solvente extrator apos a DLLME estdo mostrados na Figura 2
(CCla, C6H4Cl2, C2Cla, CHCI3, CeHsCl).

Figura 2 — Avaliagcdo do tipo de solvente para extragdo de Fe em 5 mL (cinza claro) e 10 mL
(cinza escuro) de cerveja. Condigdes experimentais: 5 ou 10 mL de cerveja, 500 pyL de complexante
DDTC 1% (m/v), 100 yL desolvente extrator, 4 min de centrifugacdo a 3500 rpm e 2 etapas de lavagem.

As barras de erros representam a média e o desvio padréo (n = 7).
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Fonte: (Autor, 2023).

A escolha do solvente extrator mais adequado para a DLLME € muito
importante para obter uma boa seletividade e uma extracao eficiente do analito.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 2, o sinal de absorbancia
integrada do Fe com CsH4Cl2 como solvente extrator mostrou-se superior em
comparacao aos demais solventes extratores avaliados. Além disso, o CeH4Cl2exibiu
menor valor de RSD (12%) em comparagao com os demais solventes extratores.

Cabe destacar que o CsH4Cl2 apresenta alta hidrofobicidade, caracteristica
desejavel, considerando que o complexo formado entre Fe e DDTC também
apresenta propriedades n&o polares, sendo assim, a interacdo entre CsH4Cl2 e 0

complexo entre Fe3* e DDTC é mais efetiva em comparacdo aos outros solventes
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avaliados (Sant'Ana et al.,, 2003). Portanto, o CeH4Cl2 foi selecionado para ser o
solvente extrator para todas as otimizagbes subsequentes devido a sua alta
recuperacao de extracdo de Fe e baixo valores de RSD (12%), valor correspondente

aos resultados obtidos na escolha de solvente extrator.

4.2. ESCOLHA DO VOLUME DO SOLVENTE EXTRATOR

Conforme encontradona literatura (Vifiaet al., 2014), a avaliagdo do volume do
solvente extrator € uma etapa importante, pois este tem grande influéncia sobre o fator
de pré-concentracdo. Quando o volume do solvente € aumentado, o volume da fase
sedimentada obtida apds a centrifugacdo aumenta e o fator de pré-concentracéo
diminui. Portanto, o volume ideal deve garantir fatores de pré-concentracdo elevados
e um volume suficiente da fase sedimentada para analise subsequente apés a
centrifugacao. Inicialmente, para a escolha do solvente extrator, foi fixado o volume
de 100 pL de solvente, conforme trabalho relatado naliteratura (Silveira et al., 2022).
Assim sendo, para avaliar o efeito do volume de solvente extrator (CeH4Cl2), foram
investigados diferentes volumes (25, 50, 75, 100, 125, 150 e 200 uL). Para essa
avaliacéo, o volume de amostra foi fixado em 10 mL.

Os resultados da escolha do volume de CsH4Cl2como solvente extrator sobre

a eficiéncia na extracdo do Fe por DLLME estdo mostrados na Figura 3.
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Figura 3 — Avaliacdo do volume de CeH4Cl2 como solvente para extracdo de Fe. Condicdes
experimentais: 10 mL de cerveja, 500 yL de complexante DDTC 1% (m/v), 4 min de centrifugacdo a

3500 rpm e 2 etapas de lavagem. As barras de erros representam o desvio padrdo (n = 7).
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Fonte: (Autor, 2023).

De acordo com os resultados mostrados na Figura 3, foi observado que o
volume de 25 pL apresentou um comportamento diferente dos demais volumes e as
maiores recuperac¢des foram encontrados nos volumes maiores. O volume de 100 uL
apresentou maior eficiéncianaextracao de Fe, porém com maior valor de RSD (30%),
inviabilizando sua escolha como volume de solvente extrator para 0s experimentos
subsequentes. Por outro lado, os volumes de 50, 75 125, 150 e 200 pL apresentaram
uma boa recuperacdo na extracdo de Fe e um valor de RSD relativamente baixo
(7,22). Nessa perspectiva, foi utilizado a ANOVA (95% de nivel de confianca. A partir
da ANOVA observou que os volumesnéao apresentaram diferencasignificativa. Entao,
procurou-se usar o menor volume possivel com o menor desvio padrao, de modo que
o volume de 75 uL de CsH4Cl2foi escolhido como a condi¢cdo mais apropriada para os

experimentos subsequentes.
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43. ESCOLHA DO VOLUME DE AMOSTRA

Além dos volumes de amostra previamente avaliados (5 e 10 mL), também
foram avaliados outros volumes de amostra (2,5, 7,5 e 12,5 mL). Para estes
experimentos foi utilizado 75 yL de CeH4Cl2 como solvente extrator, bem como foram
fixados os seguintes parametros de DLLME previamente otimizados: 75 uyL de
CeH4Cl2,500 yL de complexante DDTC 1% (m/v), 100 uL de solvente extrator, 4 min
de centrifugacdo a 3500 rpm e 2 etapas de lavagem.

Os resultados da escolha do volume de amostra encontrados estdo mostrados

na Figura 4.

Figura 4 — Efeito da variagcdo do volume da amostra para extragdo de Fe. Condi¢cdes
experimentais: variagdo do volume da amostra entre 2,5 e 12,5 mL, 75 pL de CesHaCl2, 500 pL de
complexante DDTC 1% (m/v) 4 min de centrifugacdo a 3500 rpm e 2 etapas de lavagem. As barras de

erros representam o desvio padrao (n = 7).
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Fonte: (Autor, 2023).

O volume da amostra é um parametro que pode afetar a eficiéncia de extracéo.
Isso se explica pelo fato de o volume de amostra ser uma variavel importante porque

o fator de enriquecimento aumenta com o aumento da proporcdo entre volume de
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amostra e volume de solvente extrator. Em geral, os volumes de amostra variam entre
5 e 40 mL, embora a eficiéncia maxima de extra¢éo seja normalmente alcancada com
volumes de amostra de 10-20 mL, pois volumes maiores dificultam a transferéncia de
massa e a extragao dos analitos para fase organica (Campillo et al., 2010).
Conforme mostrado na Figura 4, os menores volumes como 2,5 e 5,0 mL
apresentaram os menores valores de absorbancia integrada em comparagao aos
volumes maiores. Assim sendo, ao aumentar o volume de amostra, ou seja, a
quantidade de analito disponivel, os valores de absorbancias aumentaram. No
entanto, o sinal de absorbancia para 12,5 mL diminui, 0 que pode ser explicado pela
diluicdo da fase sedimentada na amostra, pois volumes maiores podem dificultar a
transferéncia de massa e a extracdo dos analitos para fase organica (Campillo et al.,
2010). E importante mencionar que os volumes de 7,5, 10 e 12,5 mL, nfo
apresentaram diferencasignificativa, apresentando o valor de absorbancia entre 0,11,
0,11 e 0,10, respectivamente. Ainda, a condi¢ao de 12,5 mL apresentou menor valor
de RSD, iguala 10,79%, em comparagao com as demais condi¢des. No entanto, 0
volume de 12,5 mL ndo foi escolhido tendo em vista o volume maximo (15 mL) dos
tubos de vidros utilizados, dificultando o manuseio apos afericdo do volume total do
método proposto. Apds essas avaliacdes, o volume de 10 mL foi escolhido como a

melhor condic&o para dar continuidade aos experimentos.

4.4. CONCENTRACAO E TIPO DE COMPLEXANTE

Os procedimentos de DLLME utilizados para extragédo de elementos exige o
uso de um ligante/complexante adequado para transferir analitos para o solvente
extrator. Dessa forma, tem sido proposta a utilizagéo de diferentes tipos de agentes
guelantes, com destaque para o APDC e o DDCT (Grzéskowiak et al., 2011). Neste
estudo, foram utilizados os dois agentes quelantes e avaliado o efeito da sua
concentragdo naresposta analitica para Fe. Por esta razdo, foram utilizadas diferentes
concentragcbesde APDC e DDTC, nasconcentragbesde 0,5, 1,0, 2,0 e 3% (m/v), para
ambos os complexantes conforme mostrado na Figura 5. Os resultados da escolhada
concentracdo e tipo de complexante obtido na avaliacdo para otimizacdo dos

experimentos subsequentes estdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5 — Avaliacdo do efeito da concentragdo de APDC e DDTC como complexantes para
extragdo de Fe. CondicBes: 10 mL de cerveja, 500 pL de complexante de DDTC e APDC variando
porcentagem entre 0,5, 1,0, 2,0 e 3%, 75 pL de solvente extrator (CsH4Cl2), 4 min de centrifugacdo a

3500 rpm e 2 etapas de lavagem. As barras de erros representam o desvio padrao (n = 7).

0,25

000]IIIIIII
\0,5 1,0 2,0 3,0} \ 0,5 1,0 2,0 3,0}

Y Y
DDTC (%) APDC (%)

o

=

ol
1

o

=

o
1

Absorbancia integrada (s)

o

o

a
1

Fonte: (Autor, 2023).

Na comparacdo entre os complexantes, observou-se que houve maior
eficiéncia na extracdo de Fe com o complexante APDC que apresentou maior valor
de absorbancias em relagéo ao DDTC.

Destaca-se que, em todas as condi¢gfes otimizadas, que foi necessaria uma
leve agitacdo manual nos tubos de vidro durante o procedimento de DLLME. Apés
essa leve agitagédo, observou-se a formagéo de uma dispersdo com microgotas. Essas
microgotas, aumentam a area superficial e favorecem o processo de extracéo.

Os agentes complexantes avaliados neste trabalho tém sido utilizados em
inUmeros trabalhos empregando DLLME para diferentes elementos, o que os
caracteriza como de baixa seletividade. Desta maneira, em baixas concentracoes,
além de haver baixa disponibilidade de complexante, ainda ocorre a competicao da
reacdo com outros ions presentes na solucdo da amostra Fe(lll) e Fe(ll) (Pereira et
al., 2013).
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Dessa forma, agentes quelantes (APDC e DDTC) néo séo seletivos e reagem
com muitos ions metalicos. Em um meio reacional competitivo, 0 agente quelante
pode reagir com varias espécies metalicas como no caso de APDC, reduzindo assim
a eficiéncia de extracao do analito. A este respeito, os efeitos interferentes de outros
elementos foram descritos na literatura e cations com potencial interferente como Cr,
Zn, Cd, Pb, Cu, Ca e Mn néo afetaram os resultados. (Giokas et al., 2001).

Na literatura (Grieken et al., 1982; Salvador et al., 2002 Pereira, et al., 2013) os
carbamatos sédo reagentes muito usados pela baixa solubilidade em solucgdes
aguosas. O APDC é comumente utilizado por ser um agente quelante nao especifico,
que reage com ions metalicos, formando um complexo muito estavel com a maioria
dos metais de transicao.

De acordo com a literatura Pereira et al.,, 2013, conforme mencionada, a
solubilidade do complexo Fe(APDC)s em 1,2-diclorobenzeno é maior do que em
noutros solventes devido as interagdes entre o grupo hidrofébico do complexo e as
propriedades ndo-polares. Além disso, CeH4Cl2apresentaalta capacidade de extracao
e baixa solubilidade em agua, o que permite a sua utilizacdo na extracdo e pré-
concentracdo no método de DLLME.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 5, o agente complexante
que atingiu maior eficiéncia de extracdo para Fe foi o APDC. Por outro lado, nas
mesmas concentracdes (0,5, 1,0, 2,0, e 3,0%) avaliadas para ambos os complexantes
(APDC e DDTC), o complexante DDTC, teve uma baixa recuperacdo na extracao de
Fe supostamente pela incompleta complexacdo de Fe(lll) pelo APDC. O Fe(lll) é
entdo determinado, pela subtracdo da concentracdo de Fe(ll) de Fe total. As
concentracfes e tipo de complexante com maiores valores de absorbancia foi
atribuido ao complexo APDC devido a sua propriedade de reagir favoravelmente com
ions metalicos e ao bom desempenho na extracdo de Fe. Portanto, APDC 0,5% foi

escolhidoneste estudocomo o complexante para todas as otimizagdes subsequentes.

4.5. EFEITO DO pH

De acordo com a literatura, muitos trabalhos (Pereira et al., 2013); Giokas et
al., 2001) mostram que o pH da amostra € um dos fatores importantes para a formagéo
de um quelato metélico nas extracdes usandoa DLLME. O procedimento de ajuste de

pH do meio facilita que os analitos permanecam naforma neutra, permitindo assim a
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particdo dos analitos nas microgotas no solvente extrator. O pH da solucéo pode afetar
de forma significativa na extracdo do Fe, sendo que o pH 6timo para a extragdo varia
de acordo com o agente complexante utilizado no procedimento em estudo.

O efeito do pH na formacdo do complexo e extracdo de Fe por DLLME foi
avaliado para os valores de pH entre 2,0 e 7,5. Para isso, foi feito o ajuste de pH nas
aliquotas de amostra utilizando NH40OH 0,1 mol L't ou HCI 0,1 mol L. Os resultados
obtidos na avaliacao do efeito do pH na extracdo de Fe estdo mostrados naFigura 6.

Como pode ser observado naFigura 6, os resultados mostram que os valores
de absorbancia para Fe foram maiores para solucdes acidas, isso mostra que, a
eficiéncia maxima de extracéo de Fe por 0,5% APDC foi alcan¢ada numa faixa de pH
4,5 a 5,0. Foi observada uma diminuicao significativa da eficiéncia de extracdo a um
pH de 7,5. Este fato pode ter tido por trés razdes, ou seja, varia¢des de pH, formacgao
de espécies ndo extraiveis durante a neutralizagdo antes da extragdo e mistura
insuficiente das fases aquosa e organica. Conforme os resultados da Figura 6, a
concordancia maxima foi alcancada em pH proximo de 5, mas tendo em conta o
elevado valor de RSD de cerca de 14, em comparacao com pH original da amostra
(pH emtorno de 4,0), o valor de RSD foi igual a 6. Para os valores de pH entre 2,0 e
6,5 ndo houve diferenca significativa (ANOVA). Portanto, néo foi necessario o ajuste
de pH das amostras para experimentos subsequentes,uma vez que as 3 amostras
em estudo apresentaram valores de pH entre 4,0 e 4,5, 0 que minimiza namero de

etapas do procedimento.

Figura 6 — O efeito do pH na amostra para extracdo de Fe. CondigBes experimentais: 10 mL

de cerveja, solvente extrator, 500 yL de complexante APPC 0,5%, 75 yL de solvente extrator
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diclorobenzeno (CsH4Cl2), 4 min de centrifugacédo a 3500 rpm e 2 etapas de lavagem. As barras de

erros representam o desvio padréo (n = 7).
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Fonte: (Autor, 2023).

4.6. EFEITO DA ADIGAO DE SAL

Foi feito o estudo de adi¢cdo de sal na amostra para avaliar a eficiéncia de
extracdo de Fe. Como descrito na literatura (Fayazi et al., 2011;), a adicdo de sal pode
ter efeitos diferentes quando soluc¢des ibnicas sdo utilizadas. Assim, foram aplicadas
diferentes condicdes para avaliar a influéncia da adicdo de sal, onde NaCl com as
concentracdesde 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 e 0,1 mol L adicionado aamostra, bem como
uma condicao sem adicéo de sal.

Na Figura 7 estdo mostrados os resultados encontrados sobre o efeito de
adicdo de sal na amostra para extracdo de Fe.

Figura 7 — O efeito de adicdo de sal na microextracdo Fe por DLLME a partir das seguintes

condigdes experimentais: 10 mL de solugdo da amostra de cerveja, 75 L de diclorobenzeno como
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solvente extrator, 500 yL de complexante e 5 min de centrifuga¢éo. As barras de erros representam o

desvio padréo (n = 7).
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Fonte: (Autor, 2023).

De acordo com o resultado apresentado na Figura 7, concentracdes de 0,04,
0,06, 0,08 e 0,10 mL L1 aparentemente apresentaram maiores valores de absorbancia
integrada em comparacdo as menores concentragdes de sal. Isso pode ser explicado
pois, conforme a literatura (Fayazi et al., 2011; Maciel et al., 2014; Zedan et al., 2023),
a adicdo de sal pode aumentar a eficiéncia da extragdo, uma vez que reduz a
solubilidade do complexo na fase aquosa, favorecendo a transferénciado analito para
a fase organica. No entanto, a adicdo em excesso de sal pode levar a formacéo de
emulsdes ou aumentar a viscosidade da solucao aquosa, dificultando a separagao
das fases.

Entretanto, como ndo houve diferenca entre os resultados, foi escolhida a
condi¢do sem adigcdo de NaCl, diminuindo o namero de etapas do método.

4.7. NUMERO DE LAVAGENS
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De acordo com a literatura (Seeger et al., 2015), pode ser necessariauma etapa
de lavagem do extrato com a 4gua ultrapura para remover eventual material solido
oriundo da matriz, o que pode causar interferéncias na etapa de determinacéo.
Portanto, no desenvolvimento desse estudo, para avaliacdo do nimero de etapas de
lavagem, foram avaliadosO0, 1, 2, 3 e 4 etapas de lavagens. Cabe salientarque durante
a otimizacdo dos parametros da DLLME, sempre foram aplicadas duas etapas de
lavagem, de acordo com o procedimento previamente descrito na literatura para
amostra de cerveja (Silveira et al., 2022). Os resultados obtidos na otimizagdo do

efeito de namero das etapas de lavagem estdo mostrados na Figura 8.

Figura 8 — Efeito do niUmero de etapas de lavagem ap0s a extragdo por DLLME. Condi¢cdes
experimentais: 10 mL de cerveja, 75 pL de diclorobenzeno como solvente extrator, 500 uyL de

complexante e 5 min de centrifugacdo. As barras de erros representam o desvio padréo (n = 7).
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A otimizacdo da etapa de lavagem € necessaria, porque a lavagem inadequada
pode levar a resultadosimprecisos e ndo confiaveis,devidoa contaminacao do extrato
por residuos de solventes organicos e interferentes. Por outro lado, a lavagem



47

excessiva pode resultar em perda de analito (Seeger et al., 2015, Jeannote Cantwell,
1996).

De acordo com os resultados mostrados na Figura 8, os valores néao
apresentaram diferenca significativa (ANOVA), ndo sendo necessaria uma etapa
adicional de lavagem.

Apos a otimizacao das condicbes de extracdo de Fe em cerveja por DLLME,
foram estabelecidas as melhores condi¢cdes de extracdo, as quais estdo mostradas

na Tabela 2.

Tabela 3 — Condi¢des escolhidas para extracdo de Fe por DLLME

Parametros Condicbes

Tipo de solvente extrator CeH4Cl2
Volume de solvente extrator (uL) 75
Volume de amostra (mL) 10
Concentracdo de APDC (% m/v) 0,5

pH N&o requer ajuste
Adicao de sal N&o requer adicao
Etapas de lavagem N&o requer etapas

Fonte: (Autor, 2023)

4.8. APLICACAO E DESEMPENHO DO METODO DLLME/F AAS

Os parametros de mérito de um método analitico sdo medidos para avaliar o
desempenho do método. Dentre os parametros mais comuns estdo a sensibilidade,
linearidade, LOD e LOQ, seletividade, precisao e exatiddo. Na extracdo por DLLME,
esses parametros podem ser afetados por diversos fatores, como a escolhado tipo e
volume do solvente extrator, volume de amostra, concentragao e tipo de complexante,
o pH da amostra, adicdo de sal na amostra e o numero de etapas de lavagem.

Para calibracdo do equipamento, foi preparada uma curva de calibracéo
externa com concentragdo entre 0,05 e 0,25 mg L't em agua ultrapura, a partir de uma
solucdo estoque de 10 mg L1 de Fe(lll). Foi possivel a obtencéo de um coeficiente de
correlagdo satisfatério (R? >0,99), mostrando uma boa linearidade na faixa de
concentracao utilizada. Vale ressaltar que a curva de calibracdo foi submetida ao

procedimento completo de DLLME.
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Para avaliar a exatiddo e a precisdo, foi aplicado um método de referéncia
(decomposicdao por MAD e determinagdo de Fe por ICP-OES), a partir da
decomposicéo das 3 amostras de cerveja, como mostrado na Tabela 3. Os valores de
absorbéanciaforam convertidos utilizando a equacao da reta obtendo entéo os valores
em concentracdo para calcularo LOD e LOQ do método. Assim, o LOD, calculado
como 3 vezes o desvio padrdo somado a média do branco foi de 7,5 ug L'1. O LOQ,
calculado como 10 vezes o desvio padrao somado a média do branco foi de 9,0 ug L
l.

Os resultados obtidos de LOD e LOQ neste trabalho sdo similares aos de
alguns métodos baseados na extracdo e pré-concentracdo encontrados na literatura
(Pereira et al., 2013) para determinacdo de Fe em amostra de dgua, onde os valores
de LOD e LOQ obtidos foram de 6,1 e 18,3 ug L 1, respectivamente.

Para aplicacdo do método DLLME/F AAS proposto, foram analisadas 3
amostras, as quais também foram usadas para obtencédo dos valores comparativos
empregando MAD e deteccéo de Fe por ICP-OES, para finsde avaliagdo da exatidao.

Os resultados estdao mostrados na Tabela 3.

Tabela 4 — A determinacdo de Fe por ICP-OES apds MAD (n = 3) e porF AAS ap6s DLLME (n = 7).

Os resultados (ug L) expressam a média + desvio padrao.

Amostra MAD/ICP-OES DLLME/F AAS
Cerveja 1 57,2 +5,4 68,2 +5,6
Cerveja 2 89,3 +2,7 93,7 £12,3
Cerveja 3 54,5 +2,1 59,7 + 3,2

Fonte: (Autor, 2023).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, apés aplicacao do
método proposto DLLME/F AAS para as 3 amostras, foi possivel obter exatidao
adequada em comparacdo com o método de referéncia, de acordo com as diretrizes
de validacdo (AOAC, 2002; ICH, 2002) (critérios aceitaveis 75 a 120% e 80 a 120%,
respectivamente), com uma concordancia que varia entre 104 e 119%. E importante
salientar que em outros estudos foram encontradas diferentes concentracfes de Fe
em cerveja, todas inferiores a 100 ug L, independentemente das marcas ou dos

paises (Pohl, 2008). Portanto, os resultados encontrados neste trabalho estdo de
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acordo com os relatados nalliteratura. Além disso, 0 método proposto tornou possivel
alcancar um LOQ adequado (9,0 ug LY).

O meétodo proposto apresenta as vantagens como, simplicidade de operacéo,
rapidez, baixo custo, alta recuperacdo, alto fator de pré-concentracdo e menores

riscos operacionais, por usar baixo volume de solventes organicos clorados.
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5. CONCLUSAO

A extracdo e pré-concentracdo de Fe por DLLME/F AAS utilizando o
complexante APDC é um método eficiente e promissor para a determinagéo de Fe em
amostra de cerveja. O método apresenta vantagens significativas, como simplicidade,
rapidez e baixo custo para a extragcdo de Fe. Além disso, a DLLME é menos
impactante ao meio ambiente, pois utiliza quantidades minimas (poucos microlitros)
de solventes clorados.

Apesar de muitos trabalhos reportados na literatura mostrarem que o pH do
meio influéncia de forma significativa na eficiéncia de extracédo, neste trabalho o pH
nao teve influéncia. Além disso, o0 método desenvolvido mostrou boa precisdo e
exatidao, além de baixos valores de LOQ, permitindo seu uso em analises de rotina
para determinacédo de Fe em amostras de cerveja e matrizes similares, sendo que o
método proposto atendeu a legislacdo de acordo com a literatura (Pohl, 2008; Filik e
Giray, 2012).

Por fim, o método de DLLME seguido da determinacéo de Fe por F AAS tem
mostrado grande potencial para a determinacdo precisa e confiavel de Fe em
amostras complexas, podendo ser considerado um método importante para a analise
guimica em diversas areas, incluindo a ciéncia ambiental, biol6gica e de alimentos,
apresentando boa precisdo e exatidao. Por outro lado, um ponto crucial € a utilizacdo
da DLLME como um método que permite a pré-concentracdo, onde a fase

sedimentada (extrato) pode ser manipuladade acordo com atécnicade determinacao.
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