Dissertacao de Mestrado

EMPREGO DE MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA
EM MEL PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE CADMIO E
CHUMBO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
CHAMA

Francisco Cunha da Rosa

PPGQ

Santa Maria, RS, Brasil

2014




EMPREGO DE MICROEXTRACAO LiQUIDO-LI'QUIDO DISPERSIVA
EM MEL PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE CADMIO E
CHUMBO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
CHAMA

por

Francisco Cunha da Rosa

Dissertacao apresentada ao Programa de P6s-Graduacao em Quimica,
Area de Quimica Analitica, da Universidade Federal de Santa Maria,
como requisito parcial para obtencédo do grau de Mestre em Quimica

Santa Maria, RS, Brasil

2014



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Departamento de Quimica
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

A Comissao Examinadora abaixo assinada, aprova a Dissertacdo de Mestrado

EMPREGO DE MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA
EM MEL PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE CADMIO E
CHUMBO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
CHAMA

Elaborada por
Francisco Cunha da Rosa

Como requisito parcial para a obtencao do grau de

Mestre em Quimica

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof. Dr. Valderi Luiz Dressler - Orientador (UFSM-RS)

Prof. Dr. Amauri Antonio Menegario (UNESP-SP)

Prof®. Dr® Claudia Smaniotto Barin (UFSM-RS)



“Seja como for, a grandiosa revolucdo humana de uma Unica pessoa ird um dia
impulsionar a mudanca total do destino de um pais e, além disso, sera capaz de

transformar o destino de toda a humanidade.”

Daisaku lkeda

“Cada um de nés compde a sua histéria, cada ser em si carrega o dom de ser capaz

de ser feliz.”

Almir Sater



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria, pela oportunidade para a realizacdo deste trabalho. Aqui personificada

em dois de seus funcionarios Ademir e Valéria.

Aos professores Claudia Barin e Amauri Menegério pelas consideractes
extremamente pertinentes e importantes para o aprimoramento deste trabalho e pela

disponibilidade em fazerem parte de minha banca examinadora.

Ao qualificado grupo de professores que compde o Setor de Quimica
Industrial e Ambiental da UFSM. Os professores: Erico Flores, Valderi Dressler, José
Neri Paniz, Edson Miiller, Cezar Bizzi, Paola Mello, Fabio Duarte, Claudia Barin e
Juliano Barin. Todos que certamente foram participantes em menor ou maior

magnitude desta vitoria.

Ao meu orientador, o professor Valderi Dressler pela paciéncia e dedicacao
assim como ao meu co-orientador, o professor Fabio Duarte pelo incentivo e pelo

norte proposto a este trabalho.

Aos professores José Neri e Erico Flores pelas inimeras oportunidades de
crescimento profissional que me foram proporcionadas ao permitirem que eu fizesse
parte de um grupo como o SQIA e ao professor Juliano Barin pelos sempre

oportunos questionamentos e propostas de discussao dos resultados.

Ao meu pai Jodo Francisco espelho de coeréncia e verdade, a minha mae
Emilia Cunha simbolo de persisténcia e dedicacdo e a minha avo Neli Jdlia

inspiracdo em minha escolha pelo mundo da educacéo.

A minha melhor amiga, companheira e amor da minha vida Luiza Zanardo da
Rosa pelo o apoio irrestrito em todas as escolhas. Uma mulher fantastica que nunca

mediu esforcos para lutar ao meu lado.

Por fim, dedico esta vitéria a meus dois filhos Julia e Pedro Francisco. Pois,
acredito que o maior legado que posso deixar-lhes é que através de esforco,

coeréncia e persisténcia, todo sonho é possivel.



Vi

SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt e et e e et et e e e e et e e e eeaa e eaeees \%
SUMARIO ..ttt ettt ettt \
LISTA DE FIGURAS ... ettt e et e e e e et e e e e eaa e aaeees IX
LISTA DE TABEL AS L. et e e e e e e e et e eeaan s Xl
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS .....cooiiiieiieeeece e X1
1 11V [ XV
N = S I AN P XVII
L INTRODUGAO ...ttt et n et aeaae e, 1
2 OBUIETIVOS ...t e et e e e et a et e et aaranas 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 4
3.1 PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DO MEL ......coveveeieeieeeeeeeceeeeeei 5
3.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE CADMIO E CHUMBO .....c.ccceovvieeieeececeeeeeea 8
3.3 PREPARO DE AMOSTRA PARA A DETERMINACAO DE METAIS................... 9
3.4 TECNICAS DE EXTRACAO/PRE-CONCENTRACAO........coeoiiiiieereeeeie e, 11
3.5 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA........cceoverieirereeennnns 13
3.5.1 A DLLME aplicada para a extracdo de compostos organicos em mel ......... 15
3.5.2 ADLLME aplicada a extragcdo de Cd e PDh.......cccoooveeiiiiiiiiiiiiiiieere, 17

3.6 METODOS DE DETERMINAGAO .....coouiiiiiiiiiiiiininiittsinisese st 22
3.6.1 Espectrometria de absorcao atdimicCa.............uvueeeiiieeeiiiiiiiiiiiie e, 22
3.6.2 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.................. 24
3.6.3 Comparacdao entre métodos de determinacéo elementar de Cd e Pb ......... 25

3.7 ESTUDOS ENVOLVENDO DETERMINACAO DE METAIS EM MEL .............. 26

4 MATERIAIS E METODOS .....ocviiiiiieieeetece sttt sttt sttt ate et ane s 28
4.1 INSTRUMENTAGAO ..ottt 29

4.2 REAGENTES E SOLUGOES ......c.o oottt 31



vii

4.3 AMOSTRAS E MANUSEIO DE MATERIAIS ... 32
4.4 TECNICA DE DLLME ... ..ot itiiiecte ettt eneanens 33
4.4.1 Avaliagao dos solventes extratores € diSPersores ...........eeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeenee. 34
4.4.2 Avaliacdo do namero de lavagens do extrato ..........cccccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeennns 35
4.4.3 Avaliagao do volume de solvente diSPersor ............ceeveveveeeeeeeieieeeeiieieeeeeeeene. 35
4.4.4 Avaliacao do volume de solvente extrator..............eevvveeieiieiiieieieeiiiiiiieeeeeeee. 36
4.4.5 Avaliagao do pH da SoluGao da amoOStra...........eeevveeeeeeiiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeeeeeee 36
4.4.6 Avaliacao da concentracdo do agente complexante em solugéo................. 36
4.4.7 Avaliacao da temperatura na extracdo de Cd e Pbnomel ........cccccevvvvveneee. 36
4.4.8 Avaliacao da velocidade de centrifugacGao ............ceevvveeeviiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeee. 37
4.4.9 Avaliacao da concentracdo da solugdo de mel ............ooevvvviviiiiiiiiiiiiiiiiennnne. 37
4.5 DETERMINACAO DE CA E PO POR F AAS ..ot 37
4.5.1 Célculo do fator de pré-CoNCENraCa0 .......uuuuieeeeeeieeeiiiiiiee e e e e e e eeeeeiiaa e eeeaeas 38
4.5.2 CUIVAS @NAITHICAS. .. ..cciiiiiiirieieee et e e e 38
4.6 METODO DE DECOMPOSICAO DA AMOSTRA .....ooviiiiciieeceeeeeeeee e 39
4.6.1 Decomposicao de mel por via Umida assistida por micro-ondas.................. 39
5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS ......cccoveveeeeiececeeeeeieenas 40
5.1 METODO DE DLLME .......c.coiiiiiieteitecteiteeeeteeteete e eteete e e ste e etesteste e eae e sae e 41
5.1.1 Avaliacao dos solventes extratores e diSPersores .........cccceeeevveeeeeeeeevvvnnnnnnn. 41
5.1.2 Avaliacéo das etapas de lavagem do extratO...........cccceeevvvviiiiieeeeveeiiiinnnnnn. 44
5.1.3 Avaliacéo do volume de solvente diSPersor ..........cccevvvvvviviiiiiieeeeeeeeiiiinn. 46
5.1.4 Avaliacédo do volume de solvente extrator..............ccoevvevvvvviiiiieeeeeeeeeeiiinnn. 48
5.1.5 Avaliacéo do efeito da concentracdo da solu¢do do NaDDTC..................... 49
5.1.6 Avaliacéo do efeito do pH da solucéo da amostra..........ccceeeeeeeeeeieieeiiinnnnnn. 51
5.1.7 Avaliacédo da temperatura Na eXtraCao..............ceeeeeeeeeiereeiiiiieeeeeeeeeeeeeriinns 54
5.1.8 Avaliacéo da velocidade de centrifugagao .............cccevvvvviiiiiiiiiieeeceeeeiiin, 55

5.1.9 Avaliagao da concentracéo da solugado de mel ..........ooevvviiiiiiee i, 57



viii

5.1.10 Resumo das condi¢bes escolhidas para a extracdo de Cd e Pb de mel por

DL LM . . e 59
5.2 DETERMINAQAO DECAEPDPORF AAS ...t 60
5.2.1 Calculo do fator de pré-CoNCENraAGAD .........cceeviiiurriiiiiiieee e e e eriiiieeeeaeeee e 60
5.2.2 Curvas de calibragao ...........cccccoviiiiiiiiii 61
5.2.3 Ensaios de recuperacdo de Cd e Pb pelo método proposto.........ccccceeeeennns 64
5.3 COMPARACAO DE RESULTADOS COM OUTRO METODO ........ccoocvennee. 65

5.3.1 Determinacdo de Cd e Pb por ICP-MS ap6s decomposicdo de mel por



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formas de contaminacdo de metais no mel por fontes naturais e
antropogénicas (adaptado de POhI®) ..o 6
Figura 2. Sequéncia do procedimento de DLLME (adaptado de Primel et al.*). .....13
Figura 3. Esquema geral de um espectrometro de absorcéo atdomica (adaptado de
WEIZ €1 ALY ..ttt 22
Figura 4. Esquema de um espectrOmetro de massa com plasma indutivamente
acoplado (adaptado de BeCKEr®)...........coowo e 24
Figura 5. a) Comparacao de faixas de concentracéo de resposta linear dos métodos
instrumentais e b) comparacéo de faixas de custos relativos dos métodos
instrumentais F AAS, GF-AAS, ICP OES e ICP-MS (adaptado de Moron®).

................................................................................................................... 25
Figura 6. Procedimento proposto empregando DLLME e F AAS. ........cccoiiiiiiiinnne 34
Figura 7. Formula estrutural plana do dietilditiocarbamato de sodio. ....................... 36

Figura 8. Perfil do sinal de absorbancia para Cd (a) e para Pb (b). (Linha em
vermelho: sinal atdmico; linha em azul: sinal do fundo (BG).).........ccvuue.... 43
Figura 9. Intensidade dos sinais de absorbancia integrada obtidos para 10 pg L™ de
Cd em 10 mL de solucéo aquosa contendo 50 g L™ de mel apos extracéo
por DLLME empregando diferentes misturas de solventes extratores e
AISPEISOIrES (N = 5). ceviiiiiii i i e e e e e e e e e e n s 43
Figura 10. Intensidade dos sinais de absorbancia integrada obtidos para 20 pg L™
de Pb em 10 mL de solucdo aquosa contendo 50 g L™ de mel apés
extracdo pro DLLME mediante diferentes misturas de solventes extratores
€ AISPEISOrES (N = 5). wuuuiiii e e e e e s 44
Figura 11. Influéncia da lavagem do extrato com agua purificada. Extratos obtidos a
partir da DLLME para 10 mL de solu¢gdes com 50 g L™ de mel com 10 pg L
L8 €l (N2 5) ettt ettt ettt 45
Figura 12. Influéncia da lavagem do extrato com agua purificada. Extratos obtidos a
partir da DLLME para 10 mL de solugdes com 50 g L™ de mel com 20 pg L
L P (N2 5). ettt ettt 45



Figura 13. Efeito do volume de acetonitrila (solvente dispersor) na extracdo por
DLLME de 10 pg L™ de Cd em 10 mL de solucées com 50 g L™ de mel (n =
) TR 46
Figura 14. Efeito do volume de acetona (solvente dispersor) na extracao por DLLME
de 20 ug L™ de Pb em 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel (n = 5).....47
Figura 15. Influéncia do volume de tetracloreto de carbono na extracédo de Cd 10 ug

L™ (n = 5) em 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel por DLLME. .......... 48
Figura 16. Influéncia do volume de tetracloreto de carbono na extracdo de Pb 20 ug
L™ (n=5) em 10 mL de solu¢des com 50 g L™ de mel por DLLME. ......... 49
Figura 17. Estrutura prevista para o complexo de Cd ou Pb (M?**) com DDTC
(Adaptado de Ferreira’®). ........ccooeieeeeceeee e 50
Figura 18. Influéncia da concentracédo de NaDDTC em 10 mL de solu¢des com 50 g
L™ de mel na extracéo de Cd 10 pug L™ (n = 5) por DLLME. ...................... 51
Figura 19. Influéncia da concentracédo de NaDDTC em 10 mL de solu¢des com 50 g
L™ de mel na extracéo de Pb 20 pg L™ (n = 5) por DLLME. ..........cco......... 51

Figura 20. Efeito do pH na extracdo de 10 pg L™ de Cd por DLLME a partir de 10 mL
de solucdes com 50 g L de mel (N=5). .voveiieeeeieeeeee e, 53
Figura 21. Efeito do pH na extracdo de 20 pg L™ de Pb por DLLME a partir de 10 mL
de solucBes com 50 g L2 de mel (N=5). .voviiieeeeeeeeeee e, 53
Figura 22. Efeito da temperatura na extracdo de 10 pg L™* de Cd por DLMME a partir
de 10 mL de solucées com50 gL demel (N=5). .oooveveeeeeeiieeeeeeen, 54
Figura 23. Efeito da temperatura na extracdo de 20 pg L™ de Pb por DLMME a partir
de10 mL de solugdes com 50 g L de mel (N=5). cooveoveveeeeeiieeeeeeeen, 54
Figura 24. Avaliacdo da velocidade de centrifugacdo necesséria (t = 2 min) para a
separacdo de fases na extracdo de 10 pg L' de Cd por DLLME

empregando-se pds-extracdo e apos duas lavagens dos extratos com agua

Figura 25. Avaliacdo da velocidade de centrifugacdo necessaria (t = 2min) para a
separacdo das fases na extracdo de 20 pg L™ de Pb por DDLME

empregando-se pds-extracdo e apos duas lavagens dos extratos com agua

Figura 26. Efeito da concentracdo de mel em solucdo aquosa na extracdo de 10 ug
L 08 C (N2 5). ettt ettt 58



Xi

Figura 27. Efeito da concentracdo de mel em solucdo aquosa na extracédo de 40 ug
L 0@ PD (N2 5). ittt ettt 58
Figura 28. Comparacao entre a intensidade dos sinais com e sem aplicagdo de
DLLME em solugdes aquosas contendo 50 g L™ de mel fortificadas com 10
HO LM de CAd e 80 UG L™ de Ph..vcvieceececece s 60
Figura 29. Curvas de calibragédo para Cd envolvendo o método DLLME-F AAS......62
Figura 30. Curvas de calibracao para Pb envolvendo o método DLLME-F AAS......63



Xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composi¢ao quiMICa dO MEL. .........ceeviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 5
Tabela 2. Processo de producédo do mel e possiveis fontes de contaminag¢éo com Pb

(@dptado de PONIR). ......c.oiiieccee et 7
Tabela 3. Estudos publicados com a aplicagdo da DLLME em mel..........ccccccvvveeeee. 16

Tabela 4. Estudos relacionados a determinacdo de Cd e/ou Pb com o emprego de
DLLME para extragao/pré-concentracao dos elementos .............cccceeeeee... 18
Tabela 5. Condi¢des operacionais para a determinacdo de Cd e Pb por ICP-MS....30
Tabela 6. Resultados obtidos a partir da observacgao visual das combinagdes de 500
UL dos solventes dispersores e 100 pL dos extratores para a extracao de
10 g L de CAde 20 PG L de PD. ..ooecvceececeeeeee e, 41
Tabela 7. Condi¢des escolhidas para a extracdo de Cd e Pb pelo método DLLME. 59
Tabela 8. Caracteristicas analiticas para Cd e Pb pelo método DLLME-F AAS. ...... 64
Tabela 9. Ensaio de recuperacéo para Cd e Pb em mel (solucdo 50 g L") com o
método DLLME- F AAS, com base nas curvas de calibracdo preparadas
=T 0>V U - U 64
Tabela 10. Quantificacdo e ensaios de recuperacao para Cd e Pb por MAD ICP-MS

BN NI, e 66



Xiii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

MAPA, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

OMS, Organizacdo Mundial da Saude

ICP-MS, espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, do inglés
inductively coupled plasma mass spectrometry

DLLME, microextracdo liquido-liquido dispersiva, do inglés dispersive liquid-liquid
microextraction

F AAS, espectrometria da absor¢do atébmica por chama, do inglés flame atomic
absorption spectrometry

MAWD, decomposi¢éo por via umida assistida por radiagdo micro-ondas, do inglés
microwave assisted wet digestion

GF-AAS, espectrometria da absorcao atbmica por forno de grafite, do inglés graphite
furnance atomic absorption spectrometry

ICP-OES, espectrometria de emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado,
do inglés inductively coupled plasma optical emission spectrometry

MIC, combustéo iniciada por micro-ondas, do inglés microwave-induced combustion
SPE, extracdo em fase solida, do inglés solid phase extraction

LLE, extracao liquido-liquido, do inglés liquid-liquid extraction

CPE, extracdo em ponto nuvem, do inglés cloud point extraction

SPME, microextracdo em fase sélida, do inglés solid phase microextraction

LPME, microextracdo em fase liquida, do inglés liquid phase microextraction

SDME, microextragdo com gota Unica, do inglés single drop microextraction
HF-LPME, microextracdo em fase liquida com fibra oca, do inglés hollow fiber liquid
phase microextraction

NaDDTC, dietilditiocarbamato de sédio

IDLLME, microextracdo liquido-liquido dispersiva invertida, do inglés inverted
dispersive liquid-liquid microextraction

HPLC, cromatografia a liquido de alta eficiéncia, do inglés high performance liquid
chromatography

CE, eletroforese capilar, do inglés capillary electrophoresis

GC, cromatografia gasosa, do inglés gas chromatography

MS, espectrometria de massa, do inglés mass espectrometry



Xiv

LOD, limite de detecgéo, do inglés limit of detection

LOQ, limite de quantificacdo, do inglés limit of quantification

APDC, pirrolidina ditiocarbamato de amodnio, do inglés ammonium pyrrolidine
dithiocarbamate

DDTP, dietilditiofosfato, do inglés diethylditiophosphate

PMBP, 1-fenil-3-metil-4-benzoil-5-pirazolona, do inglés 1-phenyl-3-methyl-4-benzoyl-
5-pyrazolone

Salem, N,N’-bis(slicilideno)etilenodiamina, do inglés N,N'-
bis(salicylidene)ethylenediamine

5-BrPADAP, 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(dietilamino)fenol, do inglés 2-(5-bromo-2-
pyridylazo)-5-(diethyl amino)phenol

DPTH, 2,2’-bis(di-2-piridinil-metileno)-tiocarboidrazona, do inglés 2,2-Bis(di-2-
pyridinyl-methylene)-thiocarbohydrazone

TOMATS, slicilato de trioctilmetii aménio, do inglés trioctylmethyl ammonium
salicylate

BTAC, 2-(2’-benzotiazolazo)-p-cresol, do inglés 2-(2-benzothiazolylazo)-p-cresol
BDTA, cloreto di hidratado de dimetiltetradecil amdnio, do inglés dimethyl tetradecyl
ammonium chloride dihydrate

TAN, 1-(2-tiazolilazo)-naftol, do inglés 1-(2-thiazolylazo)-naphthol

LI-TLS, espectrometria de lente térmica com inducdo por laser, do inglés laser
induced-thermal lens spectrometry

FIA, analise por injecdo em fluxo, do inglés flow injection analysis

UV-VIS, espectrometria molecular ultravioleta-visivel

AFS, espectrometria de fluorescéncia atbmica, do inglés atomic fluorescence
spectrometry

XRF, espectrometria de fluorescéncia de raio-X, do inglés X-ray fluorescence
spectrometry

PF, fator de pré-concentracéo, do inglés preconcentration factor

RSD, desvio padréo relativo, do inglés relative standard deviation

DAD, detector por arranjo de diodos, do inglés diode array detector

PAD, detector por arranjo de fotodiodos, do inglés photodiode array detector



XV

RESUMO

O mel, em funcdo de ser proveniente de varias fontes botanicas e geograficas,
tornou-se um importante indicador ambiental, uma vez que as abelhas entram em
contato com inUmeros ambientes contaminados. Dentre esses contaminantes, Cd e
Pb representam riscos potenciais a nossa saude. Por isso, o Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) determina que os limites maximos
permitidos para Cd e Pb em mel ndo excedam 500 ng g*. Devido a esta baixa
concentracdo, faz-se necessario o emprego de técnicas sensiveis para a sua
determinacdo. Portanto, neste trabalho, é proposto o emprego da microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) para a extracdo e pré-concentracdo de Cd e Pb
em mel, com posterior determinacdo por espectrometria de absorcdo atdbmica por
chama (F AAS). Desse modo, a partir da dissolucdo de aproximadamente 0,5000 g
de mel em 10 mL de &gua, para a aplicacacdo da DLLME, foram avaliados os tipos e
volumes de solventes extratores e dispersores, a concentracdo do agente
complexante, o pH, a temperatura de extracdo e a velocidade de centrifugacédo. Na
extracdo de Cd, verificou-se que as melhores condicbes foram de 140 uL de
tetracloreto de carbono (solvente extrator), 300 pL de acetonitrila (solvente
dispersor), 0,25 g L* de NaDDTC (complexante), pH 7, extracdo a 35 °C e
centrifugacédo a 840 g. Para Pb, no entanto, melhores condi¢cdes foram verificadas
com o uso de 140 pL de tetracloreto de carbono, 900 uL de acetona (solvente
dispersor), 0,50 g L™* de NaDDTC, pH 7, extracdo a 35 °C e centrifugac&o a 4600 g.
Constatou-se que o método desenvolvido (DLLME-F AAS) é simples, rapido (6 min
entre a extracdo e determinacao), exato (recuperacfes de aproximadamente 89%
para Cd e 100% para Pb) e preciso (RSD entre 4 e 10%). Foram obtidos os fatores
de pré-concentracdo de 40 para Cd e 28 para Pb, limites de deteccdo (LODs - 30)
de 18 ng g™ para Cd e 135 ng g™ para Pb e limites de quantificacdo (LOQs - 100) de
61 ng g para Cd e de 449 ng g* para Pb. Estas caracteristicas sdo comparaveis
aos do método de digestdo por via Umida em sistema fechado assistida por micro-
ondas e posterior determinacdo dos elementos por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (MAWD e ICP-MS). Salienta-se, também, que os

LOQs obtidos sdo inferiores ao valor maximo permitido (500 ng g™* de mel) para Cd e
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Pb, exigidos pelo MAPA. Portanto, o método proposto pode ser recomendado para

analise de rotina de Cd e Pb em mel, visando atender a legislacéo vigente.
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ABSTRACT

Honey has become an important environmental indicator, due to its various botanical
and geographical sources, since bees come into contact with different environments
that could be contaminated with toxic elements. Among these contaminants, Cd and
Pb represent potential health risks of life. Additionally, in order to control the human
exposition to contaminated honey, the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply determines 500 ng g* as the maximum allowable limits for Cd and Pb in
honey. Once relatively low concentrations of Cd and Pb are present in honey
samples, it is necessary to use powerful detection methods in order to allow its
guantification of However, even considering a sensitive technique as ICP-MS, the
main problem is still the sample preparation methods, which normally employ
relatively high temperature and dangerous acids. Additionally, this step is considered
time and reagent consuming, generating high amount of residues. In this sense, the
present work proposes the use of dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) on
aqueous samples of honey for extraction and pre-concentration of Cd and Pb, with
subsequent determination by F AAS. As the main advantage provided by developed
method (DLLME - F AAS), it is simple, fast and reliable. After optimization of
experimental conditions, limit of detection of 18 ng g™ for Cd and 135 ng g™ for Pb
were obtained. These results are similar to those obtained using ICP-MS with wet
digestion sample preparation using oxidant acids. Furthermore, it is important to
mention that these limits are lower than those established by the Ministry of
Agriculture (500 ng g* for Cd and Pb), which represents a promising method for
routine analysis in food, to meet the regulations. It avoid the use of huge amount of

concentrates acids, minimizing the generation of residues, fast and low cost.



1 INTRODUCAO

O mel é caracterizado por ser uma mistura viscosa, supersaturada, aromatica
e acucarada produzida por abelhas melificas a partir do néctar das flores, nectarios
extraflorais e exsudatos sacarinicos. Trata-se de um produto biol6gico considerado
extremamente complexo, visto que, em sua composicao foram encontrados, cerca
de, 118 compostos diferentes, variando com as diferentes locais e fontes florais.

Em fungéo de possuir varias fontes botanicas e geograficas, o mel se tornou
um importante indicador ambiental, uma vez que as abelhas entram em contato com
inimeros ambientes como agua, solo, flores etc., que podem estar contaminados.?*

Dentre esses contaminantes, Cd e Pb representam riscos potenciais a nossa
saude.® A organizacdo mundial de satide (OMS) estabelece que os limites maximos
de ingestdo diaria de Cd e Pb sdo de 1 e 2 ng g* de peso corporal,
respectivamente,® e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
determina que os limites maximos permitidos para Cd e Pb no mel sédo de
500 ng g™’

Devido as baixas concentracées de Cd e Pb em mel,%*® faz-se necessério o
emprego de técnicas sensiveis para detectar e quantificar esses elementos. Para tal,

em muitos trabalhos,?%!3

a determinacdo destes elementos é feita por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) apoés
decomposicdo do mel em meio acido. No entanto, ha um forte apelo pelo emprego
de métodos e/ou técnicas mais acessiveis, principalmente, no que se refere a custo.

Nesse sentido, as técnicas de extracdo e/ou pré-concentracdo sao
alternativas viaveis e que podem ser combinadas com técnicas de deteccdo de mais
baixo custo, como a espectrometria de absorcdo atdmica com chama (F AAS). Entre
as diversas opcdes de técnicas de extracdo/pré-concentracdo, a microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) permite extrair/pré-concentrar compostos
organicos ou inorganicos de diferentes materiais que estejam solubilizados em agua.
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Essa técnica, desenvolvida por Rezaee et al.™ em 2006, consiste na utilizacdo de

uma mistura apropriada de dois solventes, extrator e dispersor, 0S quais Sao



1 Introducédo

adicionados a amostra aquosa. Imediatamente apGs a mistura, a solugéo fica turva,
sendo este, 0 momento em que ocorre a extracdo. A seguir, essa dispersdo €
separada, geralmente por centrifugacgéo, e a fase organica, enriquecida, contendo o
analito é analisada.

Entre as vantagens preditas dessa técnica, destacam-se a simplicidade de
operacao, os baixos custos envolvidos, as boas eficiéncias de extragao (dificiimente
inferiores a 90%), os elevados fatores de enriquecimento e a rapidez com que a
extracdo ocorre (3 a 6 minutos)* quando comparada aos métodos de decomposicéo
assistidos por micro-ondas (MAWD) que envolvem em média 1 hora ou mais.*

A DLLME tém sido empregada, com frequéncia, para a extracao de Cd e Pb e
posterior determinacdo por F AAS.'®3° Baixos limites de deteccdo (LODs) s&o
reportados nestes trabalhos, os quais sdo comparaveis aqueles obtidos por ICP-
MS.2%13 Apesar destas caracteristicas da DLLME, esta técnica ainda n&do foi

aplicada para a extragcao/pré-concentracao de Cd e Pb em mel.



2 OBJETIVOS

Tendo em vista as caracteristicas da DLLME e as baixas concentracfes de

Cd e Pb em mel, neste trabalho € proposto o emprego desta técnica para a
extracao/pré-concentracdo destes elementos e posterior determinacéo por F AAS.

Serdo avaliadas as variaveis envolvidas na extracdo/pré-concentracdo de Cd e

Pb, de forma a desenvolver um método rapido e de baixo custo, que atenda ao

limite maximo de 500 ng g destes elementos em mel, imposto pela de legislacéo

brasileira.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo bibliografica das principais
formas de preparo de amostras. Sera dada énfase sobre a microextracdo liquido-
liguido dispersiva aplicada a mel e aos elementos em estudo (Cd e Pb). Também,
sera feita revisdo sobre o emprego da espectrometria de absorcdo atbmica por
chama e da espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, as quais
serdo utilizadas neste trabalho para a determinacéo de Cd e Pb.
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3.1 PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DO MEL

O mel é caracterizado por ser uma mistura viscosa, supersaturada, aromatica
e acucarada, produzida por abelhas melificas, a partir do néctar das flores, nectarios
extraflorais e exsudatos sacarinicos. Quando o néctar € transportado para a colmeia,
pela abelha coletora, desencadeiam-se algumas modificacdes fisicas, como perda
de agua, e quimicas, principalmente a inversdo da sacarose em glicose e frutose. A
abelha coletora, entdo, passa o0 néctar para o papo da abelha laboratorista, que
repete a manobra com outra abelha mais nova e assim sucessivamente, para que o
mel atinja seu ponto ideal e seja inserido nos alvéolos, apos ter recebido da
circulacdo sanguinea do inseto uma porcentagem de &cido férmico, assegurando
sua conservagao por longo tempo.*3!

Embora o mel possa, superficialmente, ser caracterizado pela mistura de
agua e acucares, esse produto biolégico € considerado extremamente complexo,
visto que, contém mais de 100 substancias diferentes, variando com os diferentes
locais e fontes florais.* A composicdo média do mel é apresentada na Tabela 1.%3132

Além disso, o mel possui uma propriedade conhecida como cristalizacéo (mel
acucarado). Tal efeito, ocorre naturalmente em funcdo da precipitacdo da glicose,
gue se encontra em grande quantidade no mel e € menos soluvel que a sacarose.
Assim, o potencial de um mel acucarar é dado pela razdo entre a quantidade de
glicose/teor de agua no mel. Esse fenbmeno natural, pode ser corrigido aquecendo 0
mel em banho-maria até uma temperatura maxima de 40 °C, liquefazendo-o

novamente.’

Tabela 1. Composi¢éo quimica do mel.

Substancias Contetido médio Referéncia
(%, m/m)
Agua 17,2 32
Glicose 30,3 32

Frutose 38,4 32
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Tabela 1. Continuacéo

Substancias Contetido médio Referéncia
(% m/m)
Outros agUcares (sacarose, maltose,...) 10 1,31
Enzimas N&o informado 1
Proteinas <0,01 1
Acidos organicos 0,5 1
Minerais 0,20 1
Vitaminas <0,01 1

Por ser proveniente de diversas fontes botanicas e geogréficas, o mel tornou-
se um importante indicador ambiental. Para a coleta do néctar, as abelhas
percorrem, em média, uma area de 7 km? entrando em contato com diversos
ambientes, tipos de flores e alimentos. Além disso, sabe-se que muitos desses
ambientes sofrem ac&o antropogénica constante, sendo essa, a principal origem da
contaminacdo ambiental por metais pesados nesse produto. Uma vez que as
abelhas entram em contato com esses ambientes contaminados, esses insetos
levam os contaminantes para a colmeia, desse modo, as mesmas contaminam o mel
(Figura 1).%*

VAR

F’DLUIGED — AR — Abelhas — Plantas — MNéctar — Abelhas — MEL

NS/

SOLO

Figura 1. Formas de contaminagdo de metais no mel por fontes naturais e antropogénicas (adaptado
de Pohl®)
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Segundo Pohl,® uma outra fonte possivel de contaminacéo, sobretudo para
Pb, ocorre através do processamento do mel e dos equipamentos utilizados para tal
(Tabela 2).

Tabela 2. Processo de producdo do mel e possiveis fontes de contaminacdo com Pb (adptado de
Pohl®).

Estagios de processamento do mel Fontes de contaminagé&o

Remocéo dos quadros Tintas e conservantes, detritos de plantas, terra,

contaminantes ambientais

Retirada do opérculo e extracao Equipamento de desoperculagéo, extratores,
tanques de retencéo, instalagdes (umidade,

poeiras,...)

Filtracdo Equipamento (maturadores, peneiras,
clarificadores, filtros, material de aquecimento),

recipientes, contaminantes ambientais

Decantacgéo Recipientes (baldes, tanques de
armazenamento), contaminantes ambientais
(umidade, poeiras, elevada temperatura)

Envase Equipamento (envase e selagem), recipientes,

poeiras, umidade, elevada temperatura

Outros contaminantes, como Cd, podem ser introduzidos com substancias
utilizadas para a nutricho das abelhas, tais como xaropes sintetizados
industrialmente.®

Em funcdo disso, ha leis que regulamentam os limites toleraveis de
substancias potencialmente nocivas, que possam existir no mel. Nesse sentido, o
MAPA divulga através de instrucbes normativas, sendo mais atual a Instrucéo
Normativa n°® 17 (29/05/2013), que os limites maximos permitidos para Cd e Pb, no
mel, sdo de 500 ng g>.” Em nivel mundial as concentracbes limitantes desses

elementos em diversos tipos de alimentos variam entre 3 e 1500 ng g™*.**
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3.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE CADMIO E CHUMBO

O cadmio possui uma capacidade de retencdo pulmonar de até 40%
(assimilagdo diaria equivalente a 20 ng). Ja, em nivel gastrintestinal, possui uma
absorcdo de aproximadamente 5%. Esta absorcdo € influenciada por diversos
fatores, sobretudo, o estado quimico do elemento e as condi¢Bes nutricionais do
individuo. Do cadmio absorvido, cerca de 50 a 75% é depositado no figado e rins.
Embora os niveis sanguineos sejam baixos, cerca de 90% do cadmio circulante
encontra-se ligado & hemoglobina.’

Além disso, a meia vida biologica do Cd é de 19 a 40 anos, sobretudo nos
rns, o que € explicado pela sua baixa excrecdo urinaria, sendo que sua
concentracdo aumenta mais rapido nos primeiros anos de vida. Ainda, a retencéo
renal desse metal € elevada com o aumento na concentracdo de metalotioneinas.
Com base nisso, € possivel inferir que o comprometimento renal requer especial
atencao, visto que ocorre diminuicdo da absorcao renal, que pode ser observada
pelo aumento na excrecdo de proteinas, glicose e aminoacidos. Além das
consequéncias renais, o Cd €& um potente inibidor enzimatico, através do
deslocamento de metais de metaloproteinas tornando-as inoperantes.®

Diariamente, em torno de 220 a 400 pg de chumbo s&o introduzidos no
organismo humano através dos alimentos. Sendo que, a absorcdo desse elemento
depende da sua concentracdo, tempo de exposicdo, propriedades fisico-quimicas e
de fatores relacionados ao individuo, tais como, idade e estado fisiologico. Atravées
da via digestiva, o Pb é absorvido em cerca de 10%. Além disso, apos ser absorvido,
este metal é distribuido pelo organismo aos diversos 6rgaos e sistemas. No sangue,
liga-se aos eritrocitos em propor¢do maior do que 90%, e nos tecidos moles aparece
em baixas concentracdes, relativamente mais altas no figado e rins. Cerca de 90%
de todo o Pb encontrado no organismo, esta depositado nos 0ssos sob a forma de
trifosfato de chumbo.”

Em funcdo de sua configuracéo eletrénica (valéncia dois e orbital 6p livre), o
chumbo liga-se, principalmente, com o enxofre de compostos bioldgicos. Isso,
confere ao elemento uma série de consequéncias bioquimicas, tais como a inibicédo
de enzimas. O chumbo também pode atuar sobre o sistema nervoso causando
irritabilidade, cefaléia, perda de memoria, paralisia, coma, podendo provocar

neoplasias, quando da administracdo de doses elevadas.’
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A OMS estabelece que os limites maximos de ingestédo diaria de Cd e Pb séo

de 1 e 2 pg kg™ de peso corporal, respectivamente.®

3.3 PREPARO DE AMOSTRA PARA A DETERMINACAO DE METAIS

O tratamento da amostra, geralmente, € considerado o ponto mais critico de
um meétodo analitico, pois, é a etapa em que podem ocorrer mais erros, além de
envolver mais tempo e, normalmente, mais custos. Entre os métodos de preparo de
amostras organicas, que visam a determinacao de espécies inorganicas, ha diversas
alternativas, entre elas a decomposicdo por via Umida em sistemas abertos ou
fechados. Se for necessario aquecimento, o0 mesmo pode ser por sistema
convencional ou assistido por radiacdo micro-ondas. Além disso, existem o0s
métodos de combustdo, que podem ser executados em mufla, em frasco de
Schoniger, em bomba de combustdo ou através de combustédo iniciada por micro-
ondas (MIC). Além desses meétodos, ainda pode ser necessario o emprego de
técnicas de pré-tratamento de amostras, tais como moagem e secagem.>*

Entre os métodos de preparo de amostras mencionadas, o mais utilizado € a
decomposicdo de matrizes organicas por via umida. Neste caso, 0S mesmos
ocorrem com a adicdo de &cidos inorganicos oxidantes, ou misturas de acidos, ou
ainda mistura de um acido com o peréxido de hidrogénio, seguidos por aquecimento.
Na maioria dos casos, esses métodos permitem a oxidacdo completa da matéria
organica, deixando os elementos na sua forma inorganica livre e apropriada para a
determinacdo. Para essas decomposi¢cdes os acidos mais utilizados sdo HNO3,
H,SO4 e HCIO,.2*2°

Nas decomposi¢cdes por via Uumida em sistemas abertos, dependendo das
temperaturas atingidas, alguns elementos podem ser perdidos por volatilizacéo.
Dessa forma, no intuito de evitar essas perdas, sdo empregados o0s sistemas
fechados de decomposicéo por via Umida. Entre os sistemas fechados, destacam-se
0s sistemas de alta pressdo com aquecimento por radiacdo micro-ondas. A
vantagem da MAD, sobre os sistemas abertos, € o incremento da pressao de vapor
no interior do recipiente, o que faz aumentar a temperatura de ebulicdo dos acidos
utilizados. Isso permite que o acido atinja temperaturas maiores, ainda no estado

liquido, melhorando a eficiéncia de decomposi¢cdo da matéria organica. No entanto,
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na mesma medida em que a decomposi¢cdo é mais eficiente, a elevacao da pressao
em um curto espaco de tempo, representa um sério risco de explosbes desses
sistemas, sobretudo com o0 uso de reagentes extremamente oxidantes, como o
HCIO,.*

O &cido nitrico, por exemplo, ndo é um oxidante suficientemente forte para
oxidar completamente a matéria organica em sistemas abertos. Assim, se o teor de
carbono residual da decomposicéo for elevado, em funcdo da oxidagdo incompleta
da matéria organica, moléculas organicas sdo geradas, as quais poderdo causar
interferéncias de diferentes magnitudes na determinacdo do elemento. Para
melhorar a eficiéncia da decomposicdo, o HNO; € utilizado em sistemas fechados,
nos quais, inicialmente as amostras, pré-tratadas ou ndo, sdo adicionadas ao &cido
em um frasco hermeticamente fechado que permite alcancar pressdes elevadas.
Logo apos, a mistura & submetida a aquecimento com auxilio de radiagdo micro-

ondas.3*3%

H& estudos referentes & decomposicdo de mel®*9*3

por acao de acido nitrico
sob aquecimento convencional e assistidos por micro-ondas. Em todos os casos,
observa-se que devem ser tomados cuidados especiais com relacdo a essa
decomposicéo, visto que a matriz € rica em compostos organicos oxigenados, 0 que
proporciona reacdes com elevada liberagcdo de géas, levando ao incremento de
pressdo em curto espaco de tempo, 0o que ocasiona riscos de explosdes em
sistemas fechados. Dessa forma, o que se verifica nesses estudos, sdo etapas de
preparo de amostras, relativamente, dispendiosas, com programas de aquecimento
prolongados.

Além dos métodos de decomposicdo supracitados, ha outras formas de
preparo ou pré-tratamento de amostras, as quais ndo evolvem a oxidacdo da matriz
organica. Essas sdo denominadas de técnicas de extracdo, que, frequentemente,
sdo empregadas para a determinacdo de compostos organicos ou na analise de
especiacdo quimica. No entanto, com a adicdo de moléculas organicas capazes de
complexarem elementos, essas técnicas podem ser utilizadas, também, para a
extracdo de metais. As técnicas de extracdo/pré-concentracdo tém como objetivo a
obtencdo de uma fracdo enriquecida com as espécies que se pretende

determinar.3"%8

10
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3.4 TECNICAS DE EXTRACAO/PRE-CONCENTRACAO

Sao conhecidas diversas técnicas de extracdo/pré-concentracdo, dentre as
quais se pode destacar a extracdo em fase soélida (SPE) e a extracao liquido-liquido
(LLE).®

Na SPE sdo usados sorventes solidos, tais como carvao ativado, alumina e
silica gel. Estes podem estar contidos em pequenas colunas ou cartuchos, sob a
forma de seringa. O principio de separacdo assemelha-se ao fracionamento
proporcionado em uma coluna de cromatografia. A separacdo se da pela interacdo
entre o elemento e os sitios ativos do sorvente, retendo o ion por adsor¢cao na
superficie do adsorvente (interagdes com grupos funcionais), troca idnica, quelacéo
e/ou processos por formacdo de par-idnico. Apds passar a amostra pelo sorvente
pode ser feita a limpeza do mesmo (etapa de limpeza) com algum solvente que
remova somente as impurezas retidas no sorvente para, s6 apos, ser feita a eluicao
do analito com outro solvente. Essa técnica tem como vantagens a reducédo do
volume de solventes em relacdo a LLE, baixos custos, rapidez, alta eficiéncia,
separacdo com poucas perdas por evaporacao, resultados reprodutiveis e reduzida
exposicdo do analista a solventes organicos. Entretanto, embora apresente
vantagens sobre a LLE, o custo para aquisicdo ou sintese do sorvente e o volume
de solvente utilizado ainda s&o superiores aos das técnicas de microextracdes.*>°

Na LLE, ocorre uma particio do analito entre duas fases liquidas,
essencialmente imisciveis. Essa técnica tem como caracteristicas a simplicidade, por
nao requerer aparato especial, além da ampla gama de solventes que podem ser
utilizados, que fornecem boa seletividade. A eficiéncia dessa extracdo, esta
condicionada a afinidade do analito pelo solvente extrator, que depende também do
namero de etapas de extracdo, além de fatores como pH, a fim de facilitar a
formacdo de espécies desejadas, ou inibir a formacdo das indesejadas. Por fim,
entre outras desvantagens da LLE, além de ser morosa, tém-se o elevado consumo
de solventes organicos.*®*°

No intuito de minimizar as desvantagens citadas na SPE e LLE, pode-se
destacar alternativas, tais como a extracdo em ponto huvem (CPE) e as técnicas de
microextracdo, que seguem 0S mMesMOS principios supracitados, porém em
microescala. Todas tém como objetivo reduzir o consumo de amostras e de

solventes, os custos e o tempo de preparo. A partir disso, foram desenvolvidas a

11
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microextracdo em fase solida (SPME) e em fase liquida (LPME). Sendo que, desta
derivam outras técnicas, como a microextracdo em gota suspensa (SDME), a
microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) e DLLME.***

Dentre as alternativas de extracdo em meios liquidos, tem-se a CPE, que
consiste no emprego de um surfactante em quantidade acima de sua concentracéo
micelar critica. Dessa forma, a partir da adicdo de algum sal, ou de algum acido, ou
alteracdo na temperatura e ou na pressao, a solucéo fica turva e, apés certo tempo,
uma pequena fase, rica em surfactantes contendo o anallito extraido, sedimenta.
Enquanto que, a fase de grande volume e pequena quantidade de surfactante é
descartada. Essa técnica é utilizada na extracdo de metais sob a forma de
quelatos.**** Entre as principais desvantagens observadas, cita-se a dificuldade na
separacdo das fases, podendo ocasionar perdas de analito, uma vez que ha uma
dependéncia muito grande de fatores fisicos, como a temperatura e a pressao do
sistema. ™"

Na SPME é utilizada uma fibra oca de silica fundida recoberta por um
adsorvente adequado ao analito pretendido. Ha4 duas formas de emprego da SPME:
uma em que a fibra é imersa diretamente na amostra e outra, em que a fibra fica
confinada no espaco da fase vapor (headspace), na qual os analitos volateis serédo
retidos e pré-concentrados. Nesta técnica, as principais desvantagens apontadas
séo o efeito de memodria, o curto tempo de uso da fibra e o custo relativo as demais
técnicas de extragéo.*’*

Na SDME € usada uma seringa, sendo que, na ponta da agulha, é formada
uma gota de 1 a 3 pL contendo o solvente organico extrator. Apos a etapa de
separacao/pré-concentracdo, a gota enriquecida € recolhida para o interior da
seringa e, a seguir, procede-se a determinacdo do analito. Tal como na SPME, a
SDME pode ser feita na forma imersa (DI-SDME) na amostra e por headspace (HS-
SDME), aplicada a compostos volateis. Uma desvantagem apontada sobre essas
técnicas, € que a extracdo e a inje¢cdo no equipamento de medi¢cdo, necessitam ser
feitas separadamente e com aparatos diferentes. Outra desvantagem, mais
associada a DI-SDME, é que a agitacdo, no frasco da amostra, pode fazer com que
a gota suspensa seja perdida, causando desperdicio de amostra, solvente e
trabalho.*

A HF-LPME é uma microextracdo em fase liquida, na qual uma das fases

liquidas esta impregnada em uma fibra oca de polipropileno, que é mergulhada em

12
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uma solugcdo com liquido imiscivel contendo o analito. Dessa forma, o analito &
transferido de uma fase para a outra, através de uma ampla superficie de contato. O
interior da fibra oca pode estar impregnado pelo proprio solvente extrator em sistema
de extracdo de duas fases (amostra aquosa/solvente organico) ou, ha casos em que
a solucao aceptora no interior da fibra pode ser outra fase aquosa acidificada ou
alcalinizada, constituindo um sistema de extragdo de trés fases (amostra
aquosa/solvente organico/fase aquosa aceptora). Entre as desvantagens dessa
técnica, consta a necessidade do uso de um aparato especial, que leva a

dificuldades na sua reutilizacdo em func&o de contaminacéo da fibra oca.**

3.5 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

Esta técnica foi desenvolvida em 2006 por Rezaee et al.'* reunindo
caracteristicas da LLE e da CPE. A técnica de DLLME consiste em uma mistura
apropriada de dois solventes (extrator e dispersor), que € injetada na solucéo
aquosa (amostra) provocando, imediatamente, a turvacdo do meio (momento em
gue ocorre a extracao). A seguir, a dispersdo é separada por centrifugacéo, a qual
acelera o processo de sedimentacao da fase organica extratora enriqguecida com o
analito extraido (Figura 3). A aplicacdo pioneira de Rezaee et al.'* foi na extracéo de
compostos organicos (pesticidas) para posterior determinacdo por cromatografia a
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Figura 2. Sequéncia do procedimento de DLLME (adaptado de Primel et al.*®).
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Entre as vantagens preditas dessa técnica, destacam-se a simplicidade de
operagao, por nao requerer aparatos especiais, 0 baixo custo, a alta eficiéncia de
extracdo dos analitos (geralmente superiores a 90%), o elevado fator de pré-
concentragao, tanto para compostos organicos como inorganicos, e a rapidez com
gue a extracao ocorre, com tempos aproximados de 3 a 6 minutos entre a injecao e
o fim do processo.” Além disso, fazendo-se uso de liquidos idnicos (IL-DLLME)
como extratores, em vez de solventes organoclorados, a técnica torna-se
ambientalmente mais favoravel.*’

Na DLLME, o solvente dispersor € uma substancia organica de baixo peso
molecular e com caracteristica anfifilica (com uma parte apolar e outra parte polar),
para garantir a miscibilidade desse solvente, tanto com a fase aguosa, quanto com o
solvente organico. Entre os solventes dispersores mais utilizados estdo a acetona, a
acetonitrila, o metanol e o etanol, cujas quantidades utilizadas variam de 0,2 a
2 mL.15'47_50

O extrator deve ser um solvente organico insoluvel em agua e com densidade
maior do que esta, a fim de facilitar a sedimentacdo do mesmo e consequente
separacdo entre as fases. Os solventes extratores mais utilizados s&do os
organoclorados, tais como: clorobenzeno, cloroférmio e tetracloreto de carbono. Os
volumes utilizados deste solvente variam de 8 até 250 pL.'>*3-*°

Embora tenha sido, inicialmente, proposta para a extracéo e pré-concentracao
de compostos organicos, a DLLME tem sido aplicada, com sucesso, no tratamento
de amostras, visando a determinacdo de elementos diversos. Para tal, faz-se
necessario, o uso de um agente complexante do metal em solucdo aquosa,
conferindo um caréter apolar ao complexo formado. Desse modo, quando da injecéo
da mistura dos solventes extrator e dispersor, 0 complexo metélico, por interacdes
dipolo induzido-dipolo induzido, sera extraido para a fase organica. Como agentes
complexantes, podem ser utilizadas muitas substancias, como pode ser visto na
Tabela 4 (paginas 16 a 18), dentre as quais, destaca-se 0 uso do
dietilditiocarbamato de s6dio (NaDDTC).*>*%>°

Na técnica de DLLME ha alguns fatores que afetam a eficiéncia de extracao,
entre eles, o tipo e volume dos solventes extrator e dispersor, o pH da amostra, o

tipo e a quantidade de complexante e a velocidade de centrifugacdo.*”>°
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3.5.1 ADLLME aplicada para a extragcdo de compostos organicos em mel

Desde 2006 foram publicados menos de vinte trabalhos (Tabela 3) sobre o
uso da DLLME para a extracdo e posterior determinacdo de compostos organicos
em mel. No entanto, nenhum desses trabalhos refere-se a extracdo de elementos.
Dentre estes estudos, podem-se destacar os métodos assistidos por radiagdo micro-
ondas®™ e por ultrassom, aliado ao emprego de liquidos idnicos.®?> Destaca-se,
também, que em um dos trabalhos®® o solvente organoclorado é substituido por 1-
octanol, originando uma variante da DLLME, que foi denominada de DLLME inversa
(IDLLME). Convém ressaltar ainda, o amplo emprego da acetonitrila como solvente

dispersor para a DLLME aplicada a mel.>*®!
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Tabela 3. Estudos publicados com a aplicagdo da DLLME em mel

Amostra Analito Dispersor Extrator LD Determinacéo Ref.
5mL Cloranfenicol 1mL 30 uL 06ngg™ LC-VvWD o3 55 %0
2009 L* Tianfenicol acetonitrila 1,1,2,2-tetraclo- 0,1 ng g'1
roetano
20 mL Triazinas 50 pL 140 pL 5,3 ug kg™ HPLC-DAD o
200g L™ triton X 114 liquido idnico
10%
10 mL Sulfonamidas 750 pL 100 pL 0,011 pg kg™ HPLC-FS o
100g L™ metanol liquido idnico
10 mL Farmacos 200 pL 55-60 L 0,21 pg L™* HPLC-DAD o2
100g L™ metanol liquido idnico
5mL Fipronil 2mL 100 pL 0,03 mg kg™* HPLC-PAD of
100g L™ acetonitrila tetracloreto de
carbono )
5mL Sulfonamidas 800 pL 400 pL 0,02 ug mL™ CE-DAD o
dimetilsulféxido Clorobenzeno
20 mL Quercitina 300 pL 100 pL 0,26 ng mL™ HPLC-UV o3
200g L™ acetonitrila 1-octanol
5mL Pesticidas 750 pL 50 pL 0,2ngg* GC-IT/MS o8
50g L™ organoclora-dos acetonitrila Cloroférmio
10 mL Tiaminas 500 pL 90 pL 0,09 ng mL™ LC-FS o9
100 g L™ acetonitrila 1,1,2,2-tetraclo-
roetano
3mL Pesticidas 450 pL 100 pL 0,3ngg™ GC-MS o4
167 g L™ organoclora-dos acetona Cloroférmio
5mL Inseticidas 500 pL 2mL 0,5 ug kg™ LC-MS/MS o
50g L™ acetonitrila Diclorometano
10 mL Inseticidas acetonitrila 100 pL 0,02ngg* LC-DAD e 0
200gL*! Cloroformio LC-IT-MS/MS

* S6 informado o LOQ.
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3.5.2 ADLLME aplicada a extragéo de Cd e Pb

Ha um diversos estudos associados ao emprego da DLLME na extracdo de
Cd e Pb, para sua posterior determinacéo. Na Tabela 4, estéo listados os trabalhos
gue foram encontrados na literatura.

2021256567 35 amostras foram submetidas a

Em alguns estudos
decomposicdes acidas antes de proceder a DLLME e determinagdo dos elementos.
E importante destacar, os elevados fatores de pré-concentracdo dos analitos com o
emprego da técnica (Tabela 4), o que pode possibilitar a determinacdo dos
elementos, através de técnicas menos sensiveis, mas mais acessiveis, como a
F AAS e a espectrometria de absorgédo molecular no UV-VIS, por exemplo.

Além disso, pode ser observada (Tabela 4) a grande versatilidade da DLLME
em relacdo a possibilidade do uso de diferentes técnicas de determinacéo, tais como
fluorescéncia atdomica de raios-X (XRF), espectroscopia de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), ICP-MS, e, sobretudo, F AAS e
espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite (GF-AAS).

Também, de acordo com os dados constantes na Tabela 4, pode-se destacar
gue o principal solvente de extracdo usado € o tetracloreto de carbono, tanto para a

extracdo dos complexos de Cd, quanto para os de Pb.

17



3 Revisao Bibliografica 18
Tabela 4. Estudos relacionados a determinacéo de Cd e/ou Pb com o emprego de DLLME para extragdo/pré-concentragcao dos elementos
Amostra Analito Dispersor Extrator Complexante LD* Determinacéo PF Ref.
5mL Cd 500 pL 34 uL 0,0001 g 06ngg™ GF-AAS 125 68
de agua metanol tetracloreto de APDC
carbono
25 mL Pb 2,5mL 52 uL 50 pL 0,5ug L™ F AAS 450 16
de agua metanol tetracloreto de DDTP (0,2%)
carbono
5mL Pb 0,5mL 40 pL 1mgmL™* 39nglL* GF-AAS 78 65
urina e agua etanol tetracloreto de PMBP
carbono
5mL Pb 0,5mL 35 L 5L 0,02 ug L™ GF-AAS 150 69
agua acetona tetracloreto de DDTP (1%)
carbono
5mL Cd 500 pL 34 uL 0,0001 g 05ngL* GF-AAS 122 70
agua metanol tetracloreto de Salen
carbono
12 mL CuePb metanol em 2% viv 0,3% (m/v) 0,54 pg L™* F AAS 265 17
agua fluxo Xileno DDTP aménio
10 mL cd - 73 L 0,05% 74ngL* GF-AAS 67 71
Agua us HMIMPFg DDTC
5mL Pbe Cd 0,4 mL 50 pL 0,1 mg de 0,01 pg L* Pb GF-AAS 115 72
agua metanol tetracloreto de APDC / mL de 0,004 pg L™* Cd
carbono metanol
8,1 mL Pbe Cd 10puL st 2% xileno em 0,2% 0,01 pg L*Pb GF-AAS 80e 34 73
agua metanol metanol APDC 0,002 pg L™* Cd
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Tabela 4. Continuagao
Amostra Analito Dispersor Extrator Complexante LD* Determinacéo PF Ref.
10 mL Pb 0,4 mL 40 pL 12 uL 0,01 pg L™* TLS 300 74
Agua etanol tetracloreto de Ditizona
carbono 10°%mol L*
5mL Cd, Pb e Bi 0,5mL 17 pL 15 pL 0,5ng L™ Cd; FIA-ICP-MS 460 e 900 75
Agua metanol tetracloreto de DDTC 1,6 ng L'Pb
carbono 0,05 mol L™
3mL CdeCu 0,5mL 100 pL 0,033% 0,01 ng L*Cd UV-VIS 3458 66
agua alimentos etanol tetracloreto de DDTC
carbono
20 mL Pb 70 mg 0,25 mg 1,5pug L? F AAS 40 19
Agua liquido ibnico APDC
50 mL Pb, Cr, Co e Ni 1,5mL 80 pL 1,5 mmol L™ 1,3ng L™ GF-AAS 800 76
agua etanol undecanol 5-BrPADAP
50 mL Pb 3mL 250 pL 0,01 mmol L™* 0,95ng L™ SFA 20 77
agua etanol tetracloreto de Ditizona
carbono
5mL cd 2mL 200 pL 0,1 mol L™ 0,8ng L™ ICP-OES 75 78
agua etanol cloroférmio APDC
5mL cd 0,5mL 41 mg 0,001 g 0,3ug L™ F AAS 22 20
agua e amostras THF acido decanoico APDC
vegetais
10 mL Cd 1mL 0,5mL 1mL 0,4 ug L™ F AAS 55 21
aguas e metanol cloroférmio DPTH
alimentos 0,05%
5mL Pb 500 pL 30 pL 100 pL 41ngmL* XRF - 79
agua metanol tetracloreto de APDC

carbono

5%
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Tabela 4. Continuacao
Amostra Analito Dispersor Extrator Complexante LD* Determinacéo PF Ref.
agua Cd 100 pL liquido ibnico 40 mg 1,16 ngmL™ F AAS 40 22
acetona TOMATS
agua Pb - - - 2,53 ug L* F AAS - 23
tecidos humanos CdePb metanol tetracloreto de DDTP 56ngL*Cd GF-AAS 116 e 68 67
carbono 45ng L™ Pb
agua mineral Pb - - DDTC 0,006 ng mL™ GF-AAS - 80
agua cd ACN tetracloreto de 8— 19,4ng L™ AFS - 81
carbono hidroxigpinolina
agua cd THF tetracloroetileno Ditizona 1,2 pg L? F AAS 34,5 24
5mL Cd 500 pL 34 uL 0.000104g 0,6ngL” GF-AAS 118 82
agua metanol tetracloreto de N-benzoyl-N-
carbono phenylhydroxyla
mine
10 mL Pb ndo ptilizado 45 uL 1mL 0,13 pg L™ F AAS - 25
sangue digerido liguido idnico APDC
em acido (0,2%)
5mL Pb entre outros 500 pL 30 puL 100 L 39ngmL* XRF - 83
agua metanol tetracloreto de DDTC (0,5%)
carbono
40 mL Cd, Pb, Coe Ni 8 mL 300 pL 200 pL 0,3ug L*Cd ICP-OES - 84
agua etanol tricloroetileno BTAC 0,6 ug L*Pb
7,4.10" mol L™
agua Cdezn etanol tetracloreto de - - F AAS - 26

carbono
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Tabela 4. Continuacao
Amostra Analito Dispersor Extrator Complexante LD* Determinacéo Ref.
- Cd etanol tetracloreto de 2-(5-bromo-2- - F AAS 27
carbono pyridylazo)-5-
diethylaminophe
nol
agua Cd 41 0,5mL de 1.10% mol L™ - UV-VIS 85
tributilfosfato tolpeno DTVTI
10 mL CdePb 100 pL 200 pL 200 pL 02ngL*Cd GF-AAS 86
agua Triton X 114 ligpido iénico APDC 3,0ngL" Pb
0,2 mol L™ 0,5 mol L™
5mL Cd 500 pL 50 pL 0,01% 0,04 pg L™ TXRF 87
agua metanol tetracloreto de APDC em
carbono metanol
10 mL cd 325 L 50 mg 1,1.10° mol L™ 0,06 pg L™ F AAS 28
agua acetona liguido ibnico 2-(5-bromo-2-
pyridylazo)-5-
(diethyamino)ph
enol
8mL Pb 2mL 15 pL - 0,5ngmL™ F AAS 29
agua etanol 1,2-
diclorobenzeno
agua Pb - 90 pL 45mLKIO0,1 0,8 ngmL™ GF-AAS 88
Pareamento Clorobenzeno mol L e 1 mL
ibnico e US de BDTA 0,5%
agua Pb, Cd, Cue Ni Triton X 114 tetracloreto de TAN 0,5ug L™ F AAS 30

carbono

*LD expresso apenas para Cd e Pb.
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3.6 METODOS DE DETERMINACAO

Tao importante quanto a escolha de uma técnica adequada para preparo das
amostras € a escolha da técnica de determinacdo. Para isso, deve-se levar em
consideracao aspectos relacionados a exatiddo necessaria, a quantidade de
amostra disponivel, a faixa de concentracdo esperada para o analito, as possiveis
interferéncias associadas a amostra, as propriedades quimicas e fisicas da amostra
e ao numero de amostras a ser analisado. Além disso, outros critérios também
podem ser adotados por parte do instrumento de determinagcdo, como preciséo,
erros associados, sensibilidade, limite de deteccéo, faixa linear, seletividade,
velocidade de medicdo (ou processamento), facilidade, conveniéncia, custo e
disponibilidade do equipamento e custo por amostra.?°

Existe um grande numero de técnicas que podem ser utilizadas na
determinacdo de metais, associados ou ndo, a métodos de decomposicdo de
amostras ou a técnicas de extracao e pré-concentracdo. Dentre essas técnicas de

determinacao, destacam-se a F AAS, GF-AAS® e ICP-MS.%%%

3.6.1 Espectrometria de absorcado atomica

A técnica de absorcdo atbmica baseia-se na capacidade que atomos livres,
gasosos e no estado fundamental, tém de absorver radiacdo eletromagnética
proveniente de uma fonte de radiacdo (lampada de catodo oco) com comprimento
de onda (A) especifico ao elemento presente na cela de absorcdo (atomizador). A
guantidade de radiacdo absorvida pelos atomos, que passam ao seu estado
excitado, serd proporcional a concentragdo dos mesmos. Os equipamentos de

absorcdo atdmica sdo constituidos conforme o esquema representado na Figura 3.%

Detector
(Amplificador)

Leitura

'S
absorcéo [ ) Monocromador

(Atomizador)

Figura 3. Esquema geral de um espectrdmetro de absorcéo atémica (adaptado de Welz et al.*).
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Na espectrometria de absorcdo atdbmica podem ser usados diferentes

atomizadores. No caso da determinacdo de Cd e Pb, a atomizagdo é feita numa
chama ou em um forno de grafite. Na espectrometria de absorcdo atdbmica com
chama, a amostra liquida é introduzida através de um nebulizador pneumatico e
conduzida junto a uma mistura de um gas combustivel (em geral acetileno) e de um
gas comburente (em geral ar ou Oxido nitroso) que geram a chama. Esta é
responsavel por atomizar o elemento. Quanto maior a populacdo de atomos (no
estado fundamental) na chama, maior sera a quantidade de radiacdo absorvida. Na
GF-AAS a amostra, contendo o analito, é aquecida eletrotermicamente em um forno
de grafite. Nesse sistema, a amostra, liquida ou sélida, é injetada diretamente no
interior do forno (com ou sem a presenca de uma plataforma de grafite), sendo a
mesma submetida a tratamento térmico, que normalmente envolve as etapas de
secagem, pirolise e atomizacdo (momento em que é feita a medicdo do elemento). A
principal vantagem apontada é o ganho de sensibilidade desta técnica em relagéo a
F AAS, visto que na GF-AAS os atomos ficam confinados em um espaco pequeno,
fazendo com que a densidade de atomos gasosos, no estado fundamental, seja
maior no momento da medicdo.” Por outro lado, a F AAS, comparada a
GF-AAS, possui como vantagens a simplicidade de operacdo, menor custo de
manutencao e maior rapidez de analise, o que sado fatores positivos para analises de
rotina.%%
A determinacdo de metais, dentre eles Cd e Pb, por F AAS é conhecida e
difundida.®”*° No entanto, quando comparada a outras técnicas de determinacéo
como GF-AAS, ICP OES e ICP-MS, possui LODs superiores.®®%° Dessa forma, as
técnicas de extracdo/pré-concentracdo, como a DLLME, envolvendo posterior
determinacdo de Cd e Pb por F AAS, surgem como alternativas interessantes e
viaveis, a fim de melhorar os LODs. Assim, para Cd** é possivel alcancar LODs da
ordem de 0,4 pg L™, enquanto que para Pb*®, 0,5 ug L™*. A combinacdo da DLLME
com F AAS, potencializa novos estudos, fazendo-se uso de sistemas simples,
rdpidos e mais baratos, além de permitir a obtencdo de LODs comparaveis a
técnicas de melhor desempenho, como GF-AAS, ICP-MS e ICP OES.
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3.6.2 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

Nesta técnica o plasma, produzido numa tocha, € responséavel por atomizar,
excitar e ionizar os elementos. Os ions, gerados na tocha, serdo amostrados por
uma interface que estéa ligada a um espectrometro de massa (como um quadrupolo,
por exemplo), o qual separa o is6topo escolhido do elemento, de acordo com sua
razdo massa/carga. Desse modo, o ion separado chega ao detector, resultando em
um sinal de acordo com a concentracdo do elemento. Na Figura 4 esté ilustrado o

esquema das partes que compde um instrumento de ICP-MS.**1%*

24

Nebulizador A N " Analisador de A
(solugdes | > Plasma | > Interface | > massa | > Detector
ICTICES)] (quadrupolo)

Figura 4. Esquema de um espectrémetro de massa com plasma indutivamente acoplado (adaptado

de Becker®™).

A técnica de ICP-MS tem como caracteristicas a analise isotopica, a
possibilidade de determinacdo multielementar e LODs, para muitos elementos, na
ordem de ng L™*.*%!

Em relacdo a determinacéo de elementos em mel, Madejczyk e Baralkiewicz
fizeram a decomposicdo de 1 g mel com 10 mL acido nitrico concentrado por
MAWD. Apos a decomposicdo, as amostras foram diluidas e os elementos
majoritarios foram determinados por F AAS e ICP OES, ao passo que os elementos
minoritarios, em funcéo de suas baixas concentra¢cdes, foram determinados por ICP-
MS. Os autores sugerem, que as concentracdes dos elementos minoritarios
permitem inferir sobre a qualidade do mel. Em 2012, estudo similar foi feito por
Batista et al.,*?
por ICP-MS, ap6s MAWD.

A partir desses estudos,

no qual 22 elementos, dentre os quais Cd e Pb, foram determinados
112 yerifica-se a tendéncia da opcdo por
determinacdes através da técnica de ICP-MS, nas situacbes em que as
concentracdes esperadas para os analitos sdo muito baixas (da ordem de ng g™). No

entanto, mesmo com as vantagens ja mencionadas, a técnica de ICP-MS apresenta
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algumas desvantagens, tais como o custo relativamente elevado do equipamento, a
maior complexidade de manuseio e maior custo de manutencdo. Fatores esses, que
tornam essa técnica menos acessivel aos laboratorios, quando comparados aos

equipamentos de F AAS, por exemplo.**9%1%!

3.6.3 Comparacdo entre técnica de determinacao elementar de Cd e Pb

A escolha da técnica de determinacdo elementar € de fundamental
importancia. Para tal, é necessério levar em consideracdo, entre outros fatores, as
faixas de concentracdo alcancadas e os custos para tal. Na Figura 5 estéo
resumidas algumas das caracteristicas entre as técnicas F AAS, GF-AAS, ICP OES
e ICP-MS. %610

ICP-MS F AAS
e [T N
GF-AAS GF-AAS

.3 S

ICP-OES ICP-OES
1 IS RN
F AAS ICP-MS
TR T
001 01 1 10 100 1000 pgL Baixos <<= Custos relativos =">Altos
a b

Figura 5. a) Comparacgédo de faixas de concentracdo de resposta linear dos métodos instrumentais e
b) comparacgéo de faixas de custos relativos dos métodos instrumentais F AAS, GF-AAS, ICP OES e
ICP-MS (adaptado de Moron®®).

Como é possivel observar (Figrura 5), apesar de verificar-se faixas lineares de
concentragdo superiores, para determinacdo de metais como Cd e Pb, a técnica de
F AAS possui custos relativamente menores, quando comparada as demais técnicas
instrumentais representadas. Dessa forma, uma escolha pelo emprego da F AAS,
precedida por técnicas de pré-concentracdo, pode ser uma importante ferramenta

para melhora dos LODs, envolvendo custos menores que técnicas como a ICP-MS.
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3.7 ESTUDOS ENVOLVENDO DETERMINACAO DE METAIS EM MEL

Segundo Pohl et al.,® o contetido de metais no mel pode servir como um
indicador ambiental e geografico. Elevados teores de Na e K, por exemplo, indicam
um mel de origem proxima a regides litoraneas, assim como, a proximidade com
minas, siderurgicas, areas industrializadas, urbanas ou auto-estradas implicam em
maiores concentragdes de elementos como Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni, Pb,
Pd ou Zn.

Em 2011, Chudzinska e Baralkiewicz,® a fim de discriminar e classificar o mel
de acordo com sua origem e detectar marcadores correspondentes, desenvolveram
um estudo com 140 amostras de mel de diferentes regides da Polbnia na
determinacdo de 15 elementos (incluindo Cd e Pb) por ICP-MS. Neste estudo, foi
usado, aproximadamente, 1 g de mel que foi tratado com 9 mL de acido nitrico
concentrado e 1 mL de perdxido de hidrogénio 30% (m m™). A seguir a mistura foi
submetida a aquecimento por radiacdo micro-ondas. De forma similar, em 2013, Ru

et al.,10?

propuseram a decomposicdo de 0,5 g de mel com 3 mL de &cido nitrico e
4 mL de peréxido de hidrogénio 30% (m m™) em sistema fechado assistido por
radiacdo micro-ondas para a posterior determinacéo de Cu e Zn por F AAS e de Cd
e Pb por GF-AAS. Envolvendo preparo de amostras similar ao anterior, Yucel e
Sultanoglu,*® determinaram por ICP OES, entre outros elementos, Cd e Pb,
comprovando diferencas significativas nas concentracdes desses elementos em mel
entre regides industrializadas e nao industrializadas da Turquia.

Embora a maioria dos trabalhos propostos envolvam a determinacdo por
ICP-MS, Hondrio et al.,'® propuseram o pré-tratamento de mel com acido nitrico
para a posterior quantificacdo de metais, entre eles Cd e Pb, por voltametria de
pulso diferencial.

Em 2012, Mendil,*®® prop6s a determinacéo de Cd, Cu e Pb em alguns tipos
de alimentos, dentre eles o mel, por F AAS apds pré-concentracdo em silica
modificado com tiouréia. Neste estudo, foi empregada silica modificada para
promover a extracdo dos elementos em fase sélida. As amostras, aproximadamente
1 g, foram previamente decompostas em sistema fechado assistido por radiacdo
micro-ondas com 5 mL de &cido nitrico concentrado e 1 mL de peréxido de
hidrogénio 30% (m m™). Com o método proposto foram obtidos bons LODs para Cd

e Pb, no entanto, pode ser considerado oneroso e dispendioso, visto que envolve a
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decomposicdo das amostras em &cido seguida do emprego de um aparato especial
para SPE, que possui tempo de uso limitado.

Por fim, observa-se, em todos os estudos supracitados, uma dependéncia da
técnica de MAWD, com tempos de aquecimento prolongados sob baixas poténcias
de radiacdo, condicionadas aos riscos de exploséo do sistema. Isso onera o trabalho
e pbe em cheque a eficiéncia relativa dos métodos propostos, uma vez que se
observa baixa frequéncia de andlise, associada a custos elevados dos aparatos e

equipamentos utilizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizadas no desenvolvimento deste trabalho. Além disso, serdo descritos 0s
procedimentos do método DLLME para a determinacdo de Cd e Pb em mel por F
AAS e, por fim, as técnicas de preparo as quais as amostras foram submetidas, bem

como as técnicas de determinacdo empregadas.
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4.1 INSTRUMENTACAO

A determinagdo de Cd e Pb em mel foi executada utlizando-se um
espectrometro de absorcao atdmica da Analytik Jena (modelo AAS Vario 6, Jena,
Alemanha, http://www.analytik-jena.de), equipado com um queimador do tipo
monofenda (100 mm de comprimento) para chama acetileno + ar. Nesse
equipamento, sdo usadas lampadas de catodo oco como fonte de radiacdo e
sistema de correcao de fundo com lampada de deutério. Os comprimentos de onda
selecionados foram de 228,8 e 217,0 nm para Cd e Pb, respectivamente. A largura
da fenda espectral foi de 0,8 nm para Cd e 1,2 nm para Pb e a corrente da lampada
foi de 3,0 mA para Cd e 6,5 mA para Pb. As medi¢cdes de Cd e Pb foram feitas em
absorbancia integrada, sem que tenha sido empregado qualquer algoritmo para
aprimoramento dos sinais.

Para a comparacdo dos resultados com o método proposto, o mel foi
decomposto através de MAWD em sistema fechado, adaptado de Tuzen et al.,* na
qgual foi utilizado um forno de micro-ondas da Anton Paar (modelo Multiwave 3000,
Microwave Sample Preparation System, Graz, Austria, http://www.anton-paar.com),
equipado com oito frascos de quartzo, com capacidade individual de 80 mL e
pressdo maxima de 80 bar.

Para a determinacdo de Cd e Pb, apd6s decomposicdo, foi utilizado um
equipamento de ICP-MS da PerkinElmer-SCIEX (modelo ELAN DRC Il, EUA,
http://www.perkinelmer.com), equipado com nebulizador concéntrico de quartzo,
com camara de nebulizacao ciclénica de quartzo e tocha com tubo injetor de quartzo
com diametro interno de 2 mm. Na Tabela 5 sdo mostrados os parametros de
operacao do equipamento de ICP-MS. A avaliacdo das condi¢cdes de operacao do
equipamento de ICP-MS foi feita diariamente através do monitoramento da
intensidade do sinal obtido para **’In* (o qual deve ser superior a 30.000 contagens
s, cps, segundo recomendacdo do fabricante), da menor formacdo de 6xidos,
monitorada pela intensidade da espécie poliatdmica **°CeO* (que deve ser inferior a
3% da intensidade do sinal obtido para **°Ce*) e da menor intensidade do sinal para
o *Ba*" (inferior a 3% em relacdo ao **Ba"). Essa avaliacdo foi feita com uma

solucdo contendo 10 yg L' de Bae 1 ug L™ de In e Ce.
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Tabela 5. CondicBes operacionais para a determinacéo de Cd e Pb por ICP-MS.

Pardmetro
Poténcia do gerador de radiofrequéncia 1300 W
Vazéo de argénio principal 15 L min™
Vazéo de argénio auxiliar 1,2 L min™
Vazao de argbnio do nebulizador 1,05 L min™
Cone de amostragem e skimmer Pt
Resolucéo 0,7u
m/z monitorado "cd e *"Pb

Para a pesagem das amostras, foi utilizada uma balanca analitica Shimadzu
(modelo AY220, Filipinas, http://www.shimadzu.com.br) com resolucédo de 0,0001 g.

O pH das solugbes foi medido em um potencibmetro digital da Metrohm
(modelo 781 pH/lon Meter, Suica, http://www.metrohm.com.br) com resolugéo de
0,01 unidades de pH.

Para o aquecimento das solugdes, antes do procedimento de extracdo, foi
utilizado um banho-maria da Cienlab (modelo CE-160/22A, Brasil,
http://www.cienlab.com.br) com precisdo de 1 °C.

O manuseio dos solventes organicos (dispersores e extratores), foi feito com
0 uso de microsseringas de 1,25 mL Hamilton (modelo 1001.25 LTN Agulha Fixa -
Ponta Estilo 3, EUA, http://www.hamiltoncompany.com) e com tubos de borossilicato
da Laborglas (Brasil, http://www.laborglas.com.br) com capacidade de 15 mL, com
tampa.

As centrifugacdes das solucdes foram executadas em uma centrifuga Hermle
(modelo Z326K, Alemanha, http://www.hermle-labortechnik.de) com capacidade para
6 tubos de 15 mL.

As solucdes de referéncia e de mel, assim como 0s extratos pds-injecao,
foram acondicionadas em tubos de vidro borossilicato com fundo cénico (Laborglas)
para centrifugacdo, com capacidade de 15 mL.

A destilacdo do acido nitrico foi feita a baixa temperatura utilizando um
sistema de destilacdo de quartzo da Milestone (modelo duoPUR, Subboiling

Distillation System, Bergamo, lItalia, http://www.milestonesci.com).
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A agua, apos destilacdo e desionizacao, foi purificada através de um sistema
Milli-Q (Milli-Q Ultrapure Water Purification Systems, Gradient System, Millipore,
EUA, http://www.millipore.com).

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Em todos os casos, a agua utilizada foi previamente destilada e deionizada
através de uma coluna de troca idnica (condutividade méaxima de 0,6 uS cm™)
sendo, posteriormente, purificada no sistema da Milli-Q, com resistividade final de
superior a 18,2 MQ cm.

Os solventes organicos empregados como dispersores, foram a acetona com
99,5% de pureza (Labsynth, Brasil, http://www.labsynth.com.br), a acetonitirla com
99,8% de pureza (Carlo Erba, Italia http://www.carloerbareagents.com), o metanol
99,9% de pureza (Merck, Alemanha, http://www.merck.com) e o etanol 99,3% de
pureza (F.Maia, Brasil, http://sao-paulo.all.biz/f-maia-indstria-e-comrcio-ltda-e3349).
Como solventes de extracdo foram utilizados o tetracloreto de carbono com 99,8%
de pureza (Merck), o tricloroetileno com 99,5% de pureza (Merck), o diclorometano
técnico (Belga Quimica, Brasil), o cloroformio com 99,8% de pureza (Vetec, Brasil,
http://www.sigmaaldrich.com), o 1,2 — dicloroetano (Vetec), o diclorobenzeno
(Merck), o clorobenzeno (Merck) e o 1-octanol (Vetec). Como complexante foi
utilizado o dietilditiocarbamato de sédio com 99% de pureza (Merck).

Para a construcdo das curvas de calibracdo e ensaios de recuperacao, foi
preparada uma solucédo estoque de Cd a partir de solucdo Titrisol da Merck (CdCls,
com 1000 mg L™ de Cd) e de Pb a partir de solucdo Titrisol da Merck (PbCl,, com
1000 mg L™ de Pb). Para a preparacdo das solucdes de calibracdo, para a
determinacdo de Cd e Pb por ICP-MS, foi utilizada uma solugdo de referéncia
multielementar (SCP33MS, com concentracdo de 10 mg L™ para Cd e Pb, SCP
Science, Quebec, Canada, http://www.scpscience.com), diluida em HNO;
0,7 mol L™

O 4cido nitrico concentrado (65% com densidade de 1,4 kg L™, Merck) foi
bidestilado.
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Para composicdo da chama, empregada no método DLLME-F AAS, foi
utilizado acetileno comercial com pureza de 99,5% (White Martins, Brasil,
http://www.whitemartins.com.br) e ar comprimido.

O plasma utilizado na técnica ICP-MS foi gerado a partir de argénio com
pureza de 99,996% (White Martins).

4.3 AMOSTRAS E MANUSEIO DE MATERIAIS

O método de DLLME-F AAS foi empregado para a determinacdo de Cd e Pb
em trés amostras de mel, identificadas como A, B e C, provenientes de Agudo-RS,
Santana do Livramento-RS e Candiota-RS respectivamente.

As trés amostras foram previamente aquecidas durante 10 minutos em
banho-maria a, aproximadamente, 45 °C, a fim de facilitar a pesagem. Apés, as
mesmas foram solubilizadas, sob agitacdo, com agua purificada e o volume foi
aferido para obter solugbes de mel com concentracbes de 50, 100, 150 e 200
g L™, que em 10 mL de solucéo aquosa, correspondem a 0,5000, 1,0000, 1,5000 e
2,0000 g de mel, respectivamente. Nestas solu¢des, o pH ficou na faixa de 4,0 a 4,5.

Todas as vidrarias e materiais de laboratério usados para o preparo de
solucdes, foram lavados adequadamente e descontaminados por imersdo em HNO3
10% (v/v) por, no minimo, 24 horas. Sendo enxaguados com agua purificada
imediatamente antes do uso.

Os tubos de vidro borossilicato coénicos, para centrifugacdo, foram,
inicialmente, lavados com etanol e, a seguir, lavados novamente com agua e
descontaminados por imersdo em acido nitrico 10% (v/v) por 24 horas. Apés a
retirada da solucdo acida, os mesmos foram enxaguados com agua e secos a
temperatura ambiente.

Os frascos de quartzo, utilizados na MAWD, foram descontaminados com
acido nitrico, usando um programa de aquecimento no forno de micro-ondas
constituido de uma etapa de 10 min a 1000 W (sem rampa de aquecimento),
seguido por 20 min para o arrefecimento. Ao término do programa, os frascos foram

lavados com agua purificada.
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4.4 TECNICA DE DLLME

Numa avaliagdo preliminar, a técnica de DLLME para a extracéo de Cd e Pb

do mel, foi adaptada de Rezaee et al.*®

Para tal, foi pesado, com exatiddo, em torno
de 0,5000 g de mel diretamente em tubos de vidro borossilicato com fundo conico.
Em seguida, foi adicionada uma quantidade equivalente de Cd e Pb, para obter uma
solugdo com concentracao final de 10 ug L™ e 20 pg L™, respectivamente. Cd e Pb
foram adicionados as amostras em virtude da concentracdo estar possivelmente
abaixo dos LOD’s esperados e, assim, obter-se um sinal de absorbancia para
facilitar a comparacao dos parametros avaliados. O volume foi aferido a 10 mL com
agua purificada. A mistura foi entdo agitada, vigorosamente, até a completa
dissolucéo do mel. Apos aproximadamente 2 minutos de agitacdo, foi adicionado o
NaDDTC a fim de se obter uma concentracdo equivalente a 0,25 g L™ e a soluc&o foi
agitada por mais 30 segundos. Posteriormente, a solucédo foi aquecida em banho-
maria, sob temperatura controlada, onde permaneceu por 10 minutos. Apos a
injecdo da mistura dos solventes extrator e dispersor, a solucéo foi centrifugada por
2 minutos para a separacdo de fases. Em seguida, a solucdo sobrenadante foi
retirada, com auxilio de uma pipeta, e adicionada agua purificada para lavagem,
visando reduzir o teor de sddio proveniente do NaDDTC na fase aquosa e/ou outros
componentes oriundos da amostra. A solucdo foi novamente centrifugada. Ao final
desse processo, 0s extratos ficam prontos para a determinacdo de Cd e Pb por F
AAS. O aspecto das solucfes, na sequéncia das etapas do método da DLLME, pode

ser visto na Figura 6.
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Figura 6. Procedimento proposto empregando DLLME e F AAS.

A determinacdo de Cd e Pb foi executada aspirando completamente a fase
sedimentada diretamente do frasco. Isto foi feito, mergulhando o capilar do
nebulizador do espectrdmetro de absorcdo atdmica, inicialmente na fase aquosa,
momento em que 0 espectrometro faz a leitura para a tomada da linha base e, a

seguir, na fase organica contendo os analitos.

4.4.1 Avaliacao dos solventes extratores e dispersores

Os solventes extratores e dispersores testados, foram conforme indicado por
Reezae et al®®. Para tal, foram avaliados acetona, acetonitrila, metanol e etanol
como solventes dispersores e tetracloreto de carbono, cloroférmio, diclorometano,
tricloreto de etileno, 1,2-dicloroetano, diclorobenzeno e clorobenzeno como
solventes extratores.

Testes iniciais, foram feitos de acordo com aqueles reportados por Wen et
al.,’® onde os volumes de dispersor e extrator foram fixados em 500 pL e 100 pL,

respectivamente.
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Como foram utilizados quatro solventes dispersores e sete solventes
extratores, iSso gerou vinte e oito combinacdes de solventes extratores e
dispersores. Os testes foram feitos com uma solucdo de mel, a 50 g L™, na qual
foram adicionados o equivalente a 10 ug L' e 20 pg L* de Cd e Pb,
respectivamente. Essa solucao foi dividida entre cinquenta e seis tubos conicos de
vidro (aliquotas de 10 mL). A avaliacdo de todas as vinte e oito combinacfes
desses solventes foi feita pela injecdo em duplicata, observando, inicialmente, de
modo visual se ocorreu a formacdo de fase sedimentada apdés a injecdo e
centrifugagéo. A partir disso, com a selecdo das oito melhores condi¢gbes de fase
sedimentada, observadas visualmente, partiu-se para a comparacdo em fungcéo das
determinacdes por F AAS, escolhendo-se a melhor condicdo (combinacdo de
solventes extrator e dispersor) para Cd e Pb, separadamente. Para isso, considerou-

se a melhor relagéo sinal ruido e/ou a melhor preciséo.

4.4.2 Avaliagdo do numero de lavagens do extrato

Para a determinacdo de Cd e Pb, por F AAS, em vista da possivel existéncia
de sodio proveniente do NaDDTC e dos componentes da amostra, dissolvidos no
meio aquoso, foi inicialmente avaliado o numero de lavagens necessarias, para que
o sinal apresentasse melhor razdo sinal/ruido e menor desvio padrdo. Para tanto,

foram avaliadas as condicbes com e sem lavagem (até 5 lavagens com agua).

4.4.3 Avaliacdo do volume de solvente dispersor

Para a escolha do volume de solvente dispersor, o volume de solvente
extrator foi fixado em 100 uL. Para o Cd, o volume de solvente dispersor avaliado foi
de 200 a 900 uL e de 300 a 1000 pL para o Pb. Em ambos os casos, o incremento
de volume foi de 100 pL.
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4.4.4 Avaliagdo do volume de solvente extrator

Depois de fixados os volumes dos respectivos solventes dispersores, foi
avaliado o efeito do volume de solvente extrator na faixa de 20 a 180 uL para Cd e
de 40 a 160 pL para Pb.

4.4.5 Avaliacédo do pH da solugcédo da amostra

Uma vez fixados o tipo e o volume dos solventes extrator e dispersor, foi
avaliada a influéncia do pH da solucédo de mel sobre a extracdo de Cd e Pb. As
solucbes de mel foram preparadas e o pH foi ajustado adicionando-se HNOj;
1 mol L™ ou NH4OH 3,5 mol L™. Para os dois elementos, a faixa de pH avaliada foi
de 1 a 10, com variacdo de uma unidade.

4.4.6 Avaliacédo da concentracdo do agente complexante em solucéo

Como agente complexante, foi escolhido o dietilditiocarbamato de sédio®®

(Figura 7). Foram avaliadas as concentracfes de NaDDTC na amostra na faixa de
0,25 a 1,25 g L™ tanto para o Cd quanto para o Pb, com incrementos de
0,25¢g L™

HECH__h Hoe
2 \ /S
M C
H,C . Hzc/ \S'Na*

Figura 7. Férmula estrutural plana do dietilditiocarbamato de sédio.

4.4.7 Avaliacdo da temperatura na extracdo de Cd e Pb no mel

Nos testes preliminares, verificou-se elevada variagdo nos resultados quando

as extracOes foram feitas a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Por
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esse motivo, foi avaliado o efeito da temperatura na faixa de 25 a 55 °C, para ambos

os elementos, empregando as condi¢cfes obtidas nas avaliagdes anteriores.

4.4.8 Avaliacao da velocidade de centrifugacéo

A velocidade de centrifugacdo € um fator importante, visto que vai influenciar
na separacao das fases. Para tanto, o tempo de centrifugacdo foi fixado em 2
minutos e a velocidade de centrifugacdo variada na faixa de 840 a 3380 g para Cd e
de 840 a 7610 g para Pb.

4.4.9 Avaliacédo da concentracao da solucdo de mel

A fim de verificar possiveis interferéncias da matriz, foi avaliado o efeito da
concentragdo de mel em solugdo aquosa. Para tal, foram avaliadas as
concentracdes de 50, 100, 150 e 200 g L™. As solucdes foram preparadas de tal
modo que as concentraces de Cd e Pb em solucdo fossem de 10 e 40 pg L™,
respectivamente. As avaliacbes foram feitas empregando as melhores condicdes

escolhidas para cada analito.

4.5 DETERMINACAO DE Cd E Pb POR F AAS

Tendo em vista a dificuldade de retirar, quantitativamente, a fase organica
enriquecida com o analito do frasco (tubo de vidro conico) usado para a extracao, a
determinacao foi feita aspirando diretamente a fase sedimentada contida no frasco.
Para tal, o capilar do nebulizador pneumatico foi introduzido na solucéo e aspirada a
uma vazdo de 6 mL min™ e a uma razéo de acetileno/ar de 0,11 (chama oxidante).
Foi observado menor sinal de fundo, para ambos os casos, quando comparados a

chama estequiométrica.
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4.5.1 Célculo do fator de pré-concentragcéao

Entre os grandes beneficios da DLLME, cita-se a rapidez com que o equilibrio
entre o extrator e o analito € atingido, sobretudo, em fun¢cdo da grande superficie de
contato entre as fases. A partir desse equilibrio atingido, € conveniente a
determinacao do fator de pré-concentracdo (PF) do analito na fase sedimentada. O
PF é calculado pela razdo entre concentracdo do elemento na fase sedimentada e a
concentrac&o inicial do mesmo na fase aquosa (Equacéo 1).%°

Csea Equacéo 1

PF =
Co

Onde: Csq corresponde a concentracdo do analito na fase sedimentada e C, corresponde a

concentracdo do analito na fase inicial (solucdo aquosa).

Neste trabalho o PF foi estimado pela razdo entre a intensidade do sinal apés
a aplicacdo da DLLME pelo sinal obtido antes da DLLME, ambos medidos em

solucdes fortificadas com 10 pg L™ de Cd e 60 pg L™ de Pb.

4.5.2 Curvas analiticas

Neste trabalho foram avaliadas duas formas de calibracdo para cada
elemento. Uma curva foi feita em solucdes aquosas sem mel, e outra, na presenca
de mel (curva de adicdo de padrdo), ambas elaboradas sob as condi¢cdes de
extracdo otimizadas. A DLLME foi aplicada nas solucdes de referéncia, preparadas
com &gua, e nas solucdes de mel em concentragdes na faixa de 0,5 a 30 ug L™ de
Cdede20a 120 ygL* de Pb

A faixa linear de resposta foi definida em funcéo da dispersédo dos valores de

absorbancia integrada em relacdo a concentracdo do analito, através do teste

estatistico de analise de tendéncia e linearidade.
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4.6 METODO DE DECOMPOSICAO DA AMOSTRA

Para a comparacao dos resultados e consequente verificagcdo da exatiddo do
método proposto DLLME-F AAS, determina¢des de Cd e Pb foram feitas por ICP-MS
apos decomposicéo do mel por MAD.

4.6.1 Decomposicdo de mel por via Umida assistida por micro-ondas

As amostras foram pesadas diretamente nos frascos adicionando-se em
seguida 6 mL de HNO3 14,4 mol L™ e deixadas em repouso por 12 horas. Apés, para
0 emprego da MAD, o programa de aquecimento utilizado foi adaptado de Tuzen et
al.,* aplicando-se uma rampa de 10 min até 200 W permanecendo nessa condic&o
por 5 min, a seguir 0 W por 2 min, seguido de uma rampa de 20 min até 1000 W,
mantendo-se nessa condicdo por mais 5 min. Para arrefecimento dos frascos o
equipamento foi mantido sob ventilacdo forcada por 20 min.

As decomposicdes foram feitas em frascos de quartzo, sendo utilizados
0,5000 g de amostra e 6 mL de HNO3 concentrado.

Apés a decomposicdo das amostras de mel, o conteddo dos frascos foi
transferido para tubos de polipropileno e avolumado para 25 mL com agua
purificada. Neste caso, para avaliacdo da exatiddo do método e obtencao de sinal
analitico, foram adicionados Cd e Pb em concentracdes equivalentes a 5 ug L™ e 30

ug L, respectivamente.
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao
método DLLME-F AAS proposto para a determinacdo de Cd e Pb em mel. Assim
como, os resultados obtidos por MAWD-ICP-MS, para a comparacgao dos resultados

com o método proposto.
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5.1 METODO DE DLLME

5.1.1 Avaliagcdo dos solventes extratores e dispersores

A escolha adequada dos solventes extrator e dispersor, assim como seus
respectivos volumes, é considerada crucial para a DLLME. O solvente dispersor
deve ser soluvel em agua a fim de promover ao solvente extrator (insolavel em
adgua) grande superficie de contato com o analito, que se encontra na amostra
aquosa.’®*® Para tanto, diversas combinacées de solventes dispersores e extratores
foram testados. Os resultados, qualitativamente avaliados de forma visual (formacé&o
ou nao de fase sedimentada), estdo mostrados na Tabela 6. Todos 0s experimentos
foram feitos na presenca de mel, empregando 10 mL de amostra com 50 g L™ de
mel, com adicdo de NaDDTC a uma concentracdo equivalente a 0,25 g L™, e injecéo
da mistura com 500 pL de solvente dispersor e 100 pL de solvente extrator. Apos a
injecéo, as dispersdes foram centrifugadas por 2 minutos a 1500 g para formacao

das fases sedimentadas.

Tabela 6. Resultados obtidos a partir da observacao visual das combinac@es de 500 pL dos solventes

dispersores e 100 L dos extratores para a extracdo de 10 pg L™ de Cd e 20 ug L™ de Pb.

Solvente dispersor (500 uL)

Solvente extrator (100 pL)

Metanol Etanol Acetona Acetonitrila
Tetracloreto de carbono - + + +
Cloroférmio - - + +
Diclorometano - - + +
1,2 —dicloroetano - - - -
Tricloroetileno - + + +
Clorobenzeno - + - -

Diclorobenzeno - - - -

+ : formou fase sedimentada sem precipitado.
- : ndo formou fase sedimentada ou formou precipitado, que inviabiliza a sua introdu¢éo no
espectrometro de absor¢éo atdbmica com chama.
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O solvente dispersor metanol formou fases sedimentadas de pequeno volume
e extremamente turvas, o que, em pouco tempo, levou a precipitagdo. Dessa forma,
a combinacao de solventes extratores com esse solvente dispersor foi considerada
“negativa”, pois inviabiliza a sua introducdo no espectrdmetro de absor¢gédo atémica
com chama.

O solvente dispersor etanol € melhor na formacdo da fase sedimentada em
relacdo ao metanol, pois apresentou combinagdes “positivas”. Nos casos
“negativos”, o comportamento foi semelhante ao mencionado com metanol. Nas trés
situacbes, apontadas como “positivas” (Tabela 5), apesar de formar fase
sedimentada sem precipitado aparente, o volume é inferior a 50% do volume de
solvente extrator adicionado.

Portanto, o metanol e o etanol, testados como dispersores, foram
considerados inadequados em suas combinagdes com os diferentes extratores. Isso,
possivelmente, pode ser atribuido a presenca das enzimas catalase e fosfatase no
mel, que tém por funcéo facilitarem a associacdo de acguUcares a alcoois de cadeia
curta.! Tal efeito, pode ter prejudicado a dispersdo do metanol e do etanol com os
solventes extratores.

Melhores resultados foram obtidos com os solventes dispersores acetona e
acetonitrila. As fases sedimentadas ultrapassaram 70% do volume de solvente
extrator adicionado. No entanto, os resultados obtidos nas combinacbes com
1,2-dicloroetano e clorobenzeno, foram considerados “negativos”, em funcdo da
formacédo de precipitados.

Desse modo, o0s solventes dispersores acetona e acetonitrila foram
selecionados e avaliados através da comparacéo da intensidade dos sinais de para
Cd e Pb obtidos por F AAS. Enquanto que, o tetracloreto de carbono, o cloroférmio,
o diclorometano e o tricloroetileno foram testados como 0s solventes extratores.

O sinal obtido é transiente (na Figura 8 é mostrado o perfil do sinal), sendo o
processamento feito em area integrada. Foi considerada a melhor condicdo quando
a intensidade de sinal € maior (melhor razdo sinal/ruido) e/ou quando a
repetibilidade € melhor (considerado como o menor desvio padrdao de 5 a 10

extracoes).
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Figura 8. Perfil do sinal de absorbancia para Cd (a) e para Pb (b). (Linha em vermelho: sinal atdmico;

linha em azul: sinal do fundo (BG).)

O sinal de fundo (BG) referido tanto para a medida de Cd quanto para Pb
pode estar associado a presenca de moléculas ndo dissociadas na chama com

banda de absorcado na faixa de 210 & 230 nm.**
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Figura 9. Intensidade dos sinais de absorbancia integrada obtidos para 10 ug L™ de Cd em 10 mL de
solucdo aquosa contendo 50 g L™ de mel apés extracdo por DLLME empregando diferentes misturas

de solventes extratores e dispersores (n = 5).



5 Apresentacgéo e Discusséo dos Resultados

De acordo com os resultados representados na Figura 9, pode-se afirmar que
o solvente extrator tetracloreto de carbono leva a uma melhor eficiéncia de extracédo
de Cd por DLLME. Dessa forma, como ndo h& diferenca significativa (Teste t a um
nivel de confiangca de 95%) entre a intensidade dos sinais de absorbancia desse
extrator, quando combinado com acetonitrila ou com acetona, optou-se pela escolha
da combinacdo com acetonitrila, por apresentar o menor desvio padrao.

Para a extracdo de Pb por DLLME (Figura 10) foi escolhida acetona como
solvente dispersor e tetracloreto de carbono como solvente extrator, pois o resultado
obtido foi significativamente melhor que nas demais condigdes.
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Figura 10. Intensidade dos sinais de absorbancia integrada obtidos para 20 ug L™ de Pb em 10 mL
de solucéo aquosa contendo 50 g L™ de mel apés extracdo pro DLLME mediante diferentes misturas

de solventes extratores e dispersores (n = 5).

5.1.2 Avaliacdo das etapas de lavagem do extrato

De posse das melhores condigbes de solvente extrator e dispersor para a
extracdo de Cd e Pb, procedeu-se a avaliacdo do efeito da lavagem do extrato com

agua purificada, uma vez que foi observado que a precisdo entre os resultados
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melhorava quando o extrato é lavado. Os resultados podem ser observados nas

Figuras 11 e 12.
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Figura 11. Influéncia da lavagem do extrato com agua purificada. Extratos obtidos a partir da DLLME

para 10 mL de solu¢gbes com 50 g L™* de mel com 10 pg L™ de Cd (n = 5).
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Figura 12. Influéncia da lavagem do extrato com agua purificada. Extratos obtidos a partir da DLLME

para 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel com 20 pg L™ de Pb (n = 5).
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Como pode ser observado nas Figuras 11 e 12, tanto para Cd quanto para
Pb, a melhor condi¢do foi de duas lavagens do extrato com 4gua. Em ambos os
casos, o desvio padréo foi menor que nas demais condi¢cdes avaliadas, bem como, o
sinal de absorbancia integrada foi maior. Esse resultado pode ser consequéncia da
menor influéncia, tanto do sédio, proveniente do complexante NaDDTC, quanto da
prépria matriz da amostra solubilizada na fase aquosa, pois, quando da tomada da
linha base ha menor interferéncia permitindo com que a razao sinal/ruido seja mais

intensa.

5.1.3 Avaliagcdo do volume de solvente dispersor

Com base nos resultados da avaliacdo preliminar dos solventes extratores e
dispersores, foram escolhidos, como melhores solventes dispersores, a acetonitrila e
a acetona para Cd e Pb, respectivamente. Entretanto, o desempenho da extracao
depende, também, do volume destes solventes. Dessa forma, foi avaliada a
influéncia do volume do solvente dispersor visando uma melhor eficiéncia de

extracdo do Cd e do Pb. Os resultados estdo mostrados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Efeito do volume de acetonitrila (solvente dispersor) na extracdo por DLLME de 10 pg L™

de Cd em 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel (n = 5).
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Nas microextragdes, tal como a DLLME, o objetivo na escolha dos volumes
de solventes dispersores e extratores, € pelo menor volume possivel com a maior
eficiéncia de extracdo,®*"***° desta forma melhorando o LOD do método. De
acordo com os resultados da Figura 13, escolheu-se o0 volume de
300 pL de acetonitrila para a extracdo de Cd por ser o mais intenso além de
apresentar baixo desvio padréo.

No mesmo sentido, observa-se que para a extracdo de Pb, o volume de

acetona que levou a melhor extragéo foi 900 pL (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do volume de acetona (solvente dispersor) na extragdo por DLLME de

20 ug L™ de Pb em 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel (n = 5).

A partir dos resultados nas Figuras 13 e 14, foi observado que o volume de
acetona necessario é superior ao de acetonitrila para a dispersdo de um mesmo
volume de solvente extrator. Isso pode estar associado ao fato de a acetona, menos
polar que a acetonitrila, ocasionar uma menor diminuicdo da tensao interfacial (entre
a fase aquosa e a fase organica apolar) do que a acetonitrila. Dessa forma, a
acetona precisa compensar este efeito com um maior volume, para que se obtenha
uma dispersao mais eficiente proporcionando maior area de contato interfacial entre

0 extrator e a solugcdo aquosa. Este efeito, pode ser explicado através da Equacéo
2-106
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w=y.AA Equacéo 2

Onde: w é o trabalho (corresponde a energia livre na superficie do liquido), y é o valor da

tensao interfacial (mN m™) e AA corresponde ao aumento na area superficial.

7

Dessa forma, quando o solvente dispersor € adicionado (acetona ou
acetonitrila) a solucdo, ocorre a diminuicdo da tensdo interfacial, aumentando a
dispersédo do solvente extrator no meio aquoso, o que implica no aumento da area
de contato entre as fases. Consequentemente, espera-se uma maior eficiéncia de
extragdo dos analitos. Além disso, com base na Equacdo 2, é possivel inferir,
embora ndo tenha sido avaliado, que o volume de acetona poderia ser reduzido

caso o trabalho (w) fosse aumentado atraves de agitacao da solucao.

5.1.4 Avaliacdo do volume de solvente extrator

Assim como para o dispersor, o volume do solvente extrator deve ser avaliado
para cada elemento a fim de obter a maior eficiéncia de extracdo. Nas Figuras 15 e
16 € mostrado o efeito do volume do solvente extrator na extracdo de Cd e Pb na

DLLME, respectivamente.
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Figura 15. Influéncia do volume de tetracloreto de carbono na extracéo de Cd 10 ug L™ (n = 5) em 10

mL de soluces com 50 g L™ de mel por DLLME.

48



5 Apresentacgéo e Discusséo dos Resultados

Embora ndo haja diferenga significativa (Teste ANOVA em intervalo de
confianga superior a 95%) entre os resultados obtidos (Figura 15), para os volumes
de 140, 160 e 180 pL, optou-se por usar 140 pL de tetracloreto de carbono para a
extragcdo de Cd por DLLME, uma vez que, corresponde ao menor volume que
resultou numa melhor relagéo sinal/ruido.

Tal como para Cd, o volume escolhido de tetracloreto de carbono para a
extracdo de Pb foi de 140 uL (Figura 16). Embora os volumes de 80 e 120 pL né&o
apresentem resultados com diferencas significativas (Teste ANOVA em intervalo de
confianca superior a 95%) em relagéo ao escolhido, em ambos, observa-se elevada
variacdo entre as medidas. Isso pode ser justificado pela formacéo de precipitado
esbranquicado em alguns ensaios, 0 que prejudicou a introducdo da fase

sedimentada no equipamento.
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Figura 16. Influéncia do volume de tetracloreto de carbono na extracdo de Pb 20 ug L™ (n = 5) em

10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel por DLLME.

5.1.5 Avaliacado do efeito da concentragédo da solugdo do NaDDTC

Apesar de existirem diversos agentes complexantes para Cd e Pb, como

pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC), ditizona e dietilditiofosfato de aménio
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(DDTP), optou-se por usar somente o dietilditiocarbamato de sédio,*®"*

uma vez que
0 mesmo € relativamente seletivo para estes elementos e forma complexos
relativamente estaveis.'®’

A complexacdo do NaDDTC com os metais ocorre a partir da sua forma livre
(anion), sendo esta dependente do pH do meio. Isto €, em valor de pH superior a 3
essa espécie atuara como um ligante bidentado através dos pares de elétrons livres
dos dois 4tomos de enxofre em sua estrutura. 1sso pode ser observado na Figura

17,%°7 que representa a estrutura do complexo com Cd** ou Pb*".

H.C—H,C CH,— CH

3 2 \ ----- C/S \M2+/8\C ----- N/ 2 3
/ NN N

H.C—H,C S S CH,— CH,

Figura 17. Estrutura prevista para o complexo de Cd ou Pb (M*") com DDTC (Adaptado de

Ferreira'®).

Conforme os resultados obtidos para Cd (Figura 18), foi escolhida a
concentracdo equivalente a 0,25 g L™ (1,1 mmol L") de NaDDTC na solucdo da
amostra, uma vez que nao houve diferenca significativa entre os resultados (Teste
ANOVA em intervalo de confianga superior 95%). Desse modo, optou-se pela menor
concentracdo do complexante. Para a extracdo de Pb (Figura 19), foi escolhida a
concentracdo de NaDDTC equivalente a 0,5 g L™ (2,2 mmol L™) na solucdo de mel.
Nesta condicdo, houve diferenca significativa entre os resultados obtidos para 0,25 e

0,5 g L (Teste t em intervalo de confianca superior a 95%).
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Figura 18. Influéncia da concentracdo de NaDDTC em 10 mL de solu¢des com 50 g L™ de mel na
extracdo de Cd 10 pg L™ (n = 5) por DLLME.
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Figura 19. Influéncia da concentracdo de NaDDTC em 10 mL de solucdes com 50 g L™ de mel na
extracdo de Pb 20 pg L™ (n = 5) por DLLME.

5.1.6 Avaliacdo do efeito do pH da solugéo da amostra

Segundo Grzeskowiak et al.,”® outro fator que deve ser avaliado na extracdo

por DLLME é o pH. Esse parametro age sobre o agente complexante e,
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consequentemente, sobre a complexagcao de Cd e Pb. Nas Equacbes 3 e 4, pode-se
observar os equilibrios que representam o NaDDTC em solu¢éo aquosa (Equacao 3)
e o equilibrio de complexacdo do Cd ou do Pb (M?*) pelo NaDDTC (Equacéo 4).%°

DDTC + H,0 == H-DDTC + OH' Equacao 3

2 DDTC + M?* == M[DDTC], Equag&o 4

Como é sabido, para ocorrer a complexa¢do do NaDDTC com o Cd ou Pb, o
mesmo deve estar na forma nao protonada (DDTC’), conforme representado na
Equacao 4. Para tal, conforme a Equacéo 3, destaca-se que, em meios mais acidos
(pH < 3), esse equilibrio tende a ser deslocado no sentido do complexante estar em
sua forma protonada (HDDTC), o que ndo permite a complexacdo com Cd e Pb.
Convém destacar que em pH 2, em caso de permanéncia prolongada das amostras
no tubo de vidro, pode ocorrer a adsor¢do de Cd e Pb, ndo complexados, nas
paredes do tubo.**®

Em meio neutro ou basico, o equilibrio, representado pela Equacao 3,
desloca-se para a esquerda, facilitando a formacdo do DDTC™ (forma néo
protonada). Dessa forma, presume-se que o complexante esteja em sua forma livre
para complexar o elemento, conforme a Equacédo 4. No entanto, em meios mais
alcalinos (pH > 8), observou-se um decréscimo da extracdo de ambos os elementos.
Isso, pode ser explicado pela possivel formacdo de hidroxidos insoltuveis de Cd e Pb
[Cd(OH), e Pb(OH),].1%°

Portanto, para Cd e Pb, o pH escolhido para a solu¢cdo aguosa (amostra) de
mel foi 7 (Figuras 20 e 21), no qual, em ambos 0s casos, obteve-se a maior raz&do

sinal/ruido e melhor precisao.
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Figura 20. Efeito do pH na extracdo de 10 pg L™ de Cd por DLLME a partir de 10 mL de solucdes

com 50 g L™ de mel (n = 5).
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Figura 21. Efeito do pH na extracdo de 20 pg L™ de Pb por DLLME a partir de 10 mL de solucdes

com 50 g L™* de mel (n = 5).
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5.1.7 Avaliacdo da temperatura na extracao

Em testes preliminares, verificou-se elevada variagdo nos resultados quando
as extracOes foram feitas a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Por
esse motivo, foi avaliado o efeito da temperatura entre 25 e 55 °C na extracdo de Cd
(Figura 22) e Pb (Figura 23), empregando as condi¢Oes ajustadas previamente.
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Figura 22. Efeito da temperatura na extracdo de 10 pg L™* de Cd por DLMME a partir de 10 mL de

solugBes com 50 g L™ de mel (n = 5).
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Figura 23. Efeito da temperatura na extracéo de 20 ug L™ de Pb por DLMME a partir de10 mL de

solugdes com 50 g L™ de mel (n = 5).
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Em ambos os casos, a temperatura escolhida da solugdo aquosa de mel para
a extracao, foi de 35 °C. Condicéo na qual, foram obtidos resultados mais precisos,
possivelmente em funcdo da melhor homogeneizagcédo da solugdo em temperaturas
mais elevadas ou pelo fato do mel cristalizar em temperatura em torno de 25 °C,
devido a frutose separar-se da glicose. Sendo esta menos solGvel e precipita.

Outro fator importante observado é a diminuicdo da intensidade dos sinais de
Cd e Pb a 45 e 55 °C. Isso pode estar associado a um possivel aumento da
solubilidade dos complexos em agua com o aumento da temperatura, diminuindo a

eficiéncia de extracdo do solvente organico.

5.1.8 Avaliacédo da velocidade de centrifugacao

A centrifugacéo tem por objetivo acelerar a separacado da fase sedimentada
(extrato).’® Para tanto, o tempo de centrifugacdo, pds-extracdo e apds cada
lavagem, foi fixado em 2 minutos. A partir disso, variou-se apenas as velocidades de
centrifugacéo, de 840 a 3380 g para Cd e de 840 a 7610 g para Pb.

Trés parametros avaliados (itens 5.1.1 Tipo de solvente extrator e dispersor,
5.1.7 Temperatura de extracdo e 5.1.8 Avaliacdo do efeito da velocidade de
centrifugacédo) permitem inferir sobre uma maior velocidade de sedimentacdo. A
sedimentacdo, no processo de centrifugacdo, pode ser descrita pela Lei de Stokes

(Equacéo 5).1%°

Vs = [DZ . (dsolvente - dégua)] Equacéo 5
18.u

Onde: Vs corresponde a velocidade de sedimentacdo, D didmetro das gotas dispersas,
dsovente densidade do solvente extrator, dégua densidade da &gua, u viscosidade da solugdo

aquosa.

E sabido que o solvente dispersor tem influéncia fundamental sobre o
tamanho da gota de solvente extrator dispersa. Desse modo, o dispersor provoca a
maior divisdo das gotas do extrator (menor D das gotas). Isso, apesar de aumentar a

area superficial do solvente extrator na solucdo, que € importante na fase da

extragdo, tem efeito negativo sobre a velocidade de sedimentacdo do extrator
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(Equacao 5). Para tanto, uma forma de compensar esse inconveniente € alterar as
outras duas variaveis da Lei de Stokes (Equacao 5), isto é, a densidade do solvente
extrator e a viscosidade. No intuito de aumentar a velocidade de sedimentacéo,
pode-se aumentar a diferenca de densidade entre o extrator e a agua. Essa pode
ser uma justificativa dos melhores resultados obtidos com tetracloreto de carbono
(Item 5.1.1), para a extragdo de Cd e Pb. Uma vez que este é o solvente mais denso
(d = 1,63 g cm™, & 20 °C)'*! entre os avaliados. Outro fator que pode aumentar a
velocidade de sedimentacdo € a elevacdo da temperatura da solucdo. Pois, 0
aumento da temperatura, implica na diminuicdo da viscosidade da solucdo aquosa
(W), facilitando a coalescéncia e migracdo das gotas do extrator através da solucao.
Por dltimo, a velocidade de sedimentacdo estd associada diretamente a
separacdo das fases (agquosa e sedimentada). Por isso, além dos fatores
supracitados, a velocidade de centrifugacdo (Figuras 24 e 25) é uma condicéao
relevante para a extracdo por DLLME, uma vez que, é responsavel por acelerar

mecanicamente a velocidade de sedimentacao.

o
N
]

0,35 -

o
w
1

0,25 -

o
[N
1

0,15 -

Absorbéanciaintegrada (s)

o
[E
1

0,05 -

840 1500 2350 3380

Centrifugacao (g)

Figura 24. Avaliacdo da velocidade de centrifugacdo necessaria (t = 2 min) para a separagédo de
fases na extracdo de 10 pg L™ de Cd por DLLME empregando-se pés-extracdo e apds duas lavagens

dos extratos com 4gua (n = 5).
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Figura 25. Avaliacdo da velocidade de centrifugacdo necessaria (t = 2min) para a separacdo das
fases na extracéo de 20 pg L™ de Pb por DDLME empregando-se pds-extracdo e apés duas lavagens

dos extratos com agua (n = 5).

Para a extracdo de Cd foi escolhida a velocidade de centrifugacdo de 840 g,
visto que, ndo foi observada diferenca significativa com as outras velocidades
avaliadas (Teste ANOVA em intervalo de confianca superior a 95%). Apesar de néo
haver diferenca entre os resultados, a escolha de 840 g foi em funcdo da melhor
precisdo dos resultados. Quanto a velocidade de centrifugacdo para a extracao de
Pb, foi escolhido 4600 g, a qual € justificada pela obtencdo de uma razao sinal/ruido
superior e com bom desvio padrao.

Como pode ser observado, a velocidade de centrifugacdo para Pb deve ser
bem maior do que para Cd, fato que pode estar associado ao maior volume de
solvente dispersor que foi utilizado (900 yL de acetona). Como visto, esse volume
elevado tende a causar diminuicdo no diametro das gotas do solvente extrator,

contribuindo de forma negativa sobre a velocidade de sedimentacéo Vs (Equacéo 5).

5.1.9 Avaliacdo da concentracdo da solucdo de mel

Fixadas as demais condicbes de extracdo, foi avaliado o efeito da

concentragédo de mel, na extracao de Cd e Pb, nas solu¢des aquosas das amostras.
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Os resultados podem ser vistos nas Figuras 26 e 27, os quais foram obtidos com
solucbes de mel enriquecidas com o equivalente a 10 pg L™ de Cd e a 40 pg L™ de
Pb.
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Figura 26. Efeito da concentracdo de mel em solugdo aquosa ha extracdo de 10 pg L* de Cd (n = 5).
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Figura 27. Efeito da concentracéo de mel em solucéo aquosa na extracdo de 40 pg L™ de Pb (n = 5).

Com base nos resultados das Figuras 26 e 27, foi escolhida a concentracdo
de mel de 50 g L™ para a extracdo de Cd e Pb, tendo em vista a maior relagio

sinal/ruido e o menor desvio padrdo obtido para ambos os elementos. Pode ser
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observado que a matriz exerce um forte efeito no processo de extragdo, o qual é
mais pronunciado para Cd. Essa diferenca, pode estar associada ao fato do Cd?* ser
um é&cido de Lewis menos mole que o Pb%. Isso facilita a interacdo do Pb com os
atomos de enxofre do complexante, quando comparados aos oxigénios dos grupos
hidroxila dos glicidios do mel, visto que, o oxigénio € uma base de Lewis mais
durado que o enxofre. Desse modo, supbe-se que os grupos OH dos glicidios
oriundos dos componentes do mel, competem mais fortemente pelo Cd** com o
complexante, do que pelo Pb?*. Consequentemente, a extracdo do Cd pode ser mais
afetada pela matriz.**?*3

Apesar da possibilidade de contornar o efeito de matriz da amostra na
determinacdo de Cd, massas inferiores a 50 g L™ de mel ndo foram avaliadas em
funcdo das concentracdes de Cd e Pb serem geralmente muito baixas (inferiores a

500 ng g). Ou seja, diluindo mais a amostra o LOQ do método sera piorado.

5.1.10 Resumo das condi¢des escolhidas para a extracdo de Cd e Pb de
mel por DLLME

As condicbes escolhidas para a extracdo de Cd e Pb por DLLME e

determinacado por F AAS, estdo resumidas na Tabela 7.

Tabela 7. Condi¢Bes escolhidas para a extracdo de Cd e Pb pelo método DLLME.
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Analitos
Parametros

Cd Pb
Tipo de solvente dispersor Acetonitrila Acetona
Tipo de solvente extrator Tetracloreto de carbono Tetracloreto de carbono
Volume de solvente dispersor 300 pL 900 pL
Volume de solvente extrator 140 pL 140 pL
Concentragédo de NaDDTC 0,25gL" 050¢gL™"
pH da solugéo da amostra 7 7
Temperatura de extragao 35°C 35°C
Velocidade de centrifugacgéo 840 ¢g 4600 g

Concentrag&o da solugéo de mel 50¢gL* 50gL*
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5.2 DETERMINACAO DE Cd E Pb POR F AAS

Neste trabalho, buscou-se propor um método de determinacédo de Cd e Pb
que seja rapido, barato e robusto, visando atender a legislagdo vigente no Brasil,
para os limites maximos permitidos desses elementos em mel. Neste sentido, a
F AAS é uma alternativa interessante e que satisfaz estas premissas, uma vez que,
0 equipamento é acessivel a muitos laboratérios de analise de rotina, além de ser
frequentemente citado para determinacdo de Cd e Pb.?*!* Portanto, a associacéo
DLLME-F AAS pode ser uma importante ferramenta para determinacdo de Cd e Pb
para analises de rotina em mel. Na literatura, sdo relatados trabalhos que envolvem
esse acoplamento para a determinacdo de Cd e Pb.***%%' porém, este é o primeiro
trabalho, que faz uso de DLLME-F AAS, para a determinacdo destes elementos em

mel.

5.2.1 Calculo do fator de pré-concentracéo

Em funcéo das baixas concentracdes de Cd e Pb esperadas para a amostra,o
fator de pré-concentracdo (PF) foi determinado pela razdo entre a intensidade dos
sinais de absorbancia integrada (Figura 28) da fase sedimentada obtida pela
DLLME, dividida pelo sinal obtido para solucdo aquosa medida antes da DLLME,
utilizando-se solucdes fortificadas com 10 pg L™ de Cd e 80 pg L™ de Pb.
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Figura 28. Comparacao entre a intensidade dos sinais com e sem aplicacdo de DLLME em solu¢des

aquosas contendo 50 g L™ de mel fortificadas com 10 pg L™ de Cd e 80 pg L™ de Pb.
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Tomando como base a razdo entre as médias das absorbancias integradas
(com DLLME/sem DLLME), foram obtidos os fatores de pré-concentracdo de 40 e
28, para Cd e Pb, respectivamente.

Em alguns estudos relacionados a aplicacdo da DLLME para a extracdo de
Cd em &gua, foram obtidos valores de PF de até 125,°%7° fazendo uso do
tetracloreto de carbono como solvente extrator. Enquanto que, com 0 mesmo
método, os valores de PF de 78 a 450 foram obtidos para a extracdo de Pb %%
usando o mesmo solvente. Porém, convém ressaltar que, em todos os estudos
mencionados, os métodos foram aplicados para agua, que, certamente, possui
efeitos de matriz consideravelmente menores que as solug¢des de mel (Vide — item

2.1).

5.2.2 Curvas de calibracao

Neste estudo foram avaliadas duas formas de calibragdo para Cd (Figura 29)
e para Pb (Figura 30). As curvas de calibracdo foram elaboradas sob as mesmas
condi¢cBes de tratamento das amostras, sendo aplicada a DLLME nas solucdes de
referéncia, preparadas com agua, com concentracdes de 0,5 a 30 ug L™ de Cd e de
20 a 120 pg L™ de Pb. Além disso, para a avaliacdo de possiveis efeitos de matriz,
foi aplicada a DLLME para a extracdo de Cd e Pb a partir de solucbes aquosas de
mel a 50 g L™ (curva de adicéio de padr&o), nas mesmas concentracdes empregadas
para a curva aquosa.

A faixa linear de calibrac&o foi avaliada em funcédo da dispersdo dos valores
de absorbancia integrada em relacdo a concentracdo do analito (Teste de anélise de

tendéncia e linearidade).
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Figura 29. Curvas de calibragéo para Cd envolvendo o método DLLME-F AAS.

Para a determinacdo de Cd, pelo método DLLME-F AAS, observou-se
diferenca significativa entre as inclinagcdes das curvas das curvas de calibracéo
(superior a 20%), isto €&, diferenca de sensibilidade para Cd na curva preparada em
agua (curva aquosa) e na curva na presenca da matriz (curva de adicdo de padréo).
Isso evidencia interferéncia da matriz sobre o0 Cd no meétodo proposto. Essa
interferéncia pode estar associada a uma menor populacdo de atomos do Cd na
chama.® A raz&o para isso pode estar associada & interacdo do Cd com espécies
inorganicas e/ou organicas, com elevada solubilidade em agua e que podem néao ter
sido extraidas, contidas no mel conforme discutido no item 5.1.9. Dessa maneira,
essas espécies competem fortemente com o NaDDTC, impedindo a complexacao do
Cd presente na solucdo. Outra possibilidade, pode ser devida a adsorcdo do Cd com
as paredes do tubo de vidro que também pode impedir a complexacdo desse metal

e sua consequente extracdo.'®
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Figura 30. Curvas de calibracdo para Pb envolvendo o método DLLME-F AAS.

Para a determinacédo de Pb pelo método DLLME—-F AAS, né&o foi observado
diferenca significativa entre as inclinacdes (sensibilidades do Pb) na curva aquosa e
de na curva de adicdo de padrdo (Figura 30), obtendo-se concordancia entre os
coeficientes angulares superior a 90%. Dessa forma, presume-se que ndo ha
interferéncias significativas da matriz na determinacao de Pb. Isso, viabiliza o uso de
curva de calibracédo preparada em agua para a determinacdo de Pb em mel.

Na Tabela 8, estdo resumidas algumas das caracteristicas analiticas do

método DLLME-F AAS para a determinacao de Cd e Pb em mel.
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Tabela 8. Caracteristicas analiticas para Cd e Pb pelo método DLLME-F AAS.

Analitos
Pardmetros
Cd Pb

Limite de deteccéo (30) 18 ng g™ 135ng g*
Limite de quantificac&o (100) 61ngg™ 449 ng g*
Coeficiente de determinacéo (R?) 0,999 0,999
Faixa linear 3,0-10,0 ug L™ 22-80 pg L™
Precisdo (RSD) 4-8% 4-10%

5.2.3 Ensaios de recuperacado de Cd e Pb pelo método proposto

Além das curvas de adicdo de padrdo, para a avaliacdo de possiveis

interferéncias nos métodos propostos, foram executados ensaios de recuperacéo de

Cd e Pb (Tabela 9). Os testes foram feitos adicionando-se Cd e Pb para que fossem

obtidas concentracdes equivalentes a 5 ug L™ (100 ng g™*) e a 20 pug L™ (400 ng g™,

respectivamente, nas solu¢des aquosas de trés amostras (A, B e C).

Tabela 9. Ensaio de recuperacéo para Cd e Pb em mel (solugdo 50 g L") com o método DLLME-

F AAS, com base nas curvas de calibragédo preparadas em agua.

Cd Pb
Amostra Adicionado Obtido Recuperacgéo | Adicionado Obtido Recuperagéo

(ng g™ (ng g™ (%) (ng g™ (ng g™ (%)

Mel A 0 < LOD - 0 <LOD -
99 79+ 18 80 400 397 + 46 99

Mel B 0 <LOD - 0 <LOD -
97 86 + 25 89 386 399 + 28 103

Mel C 0 <LOD - 0 <LOD -
98 60 + 21 61 396 413+ 30 104
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E possivel observar a partir dos dados da Tabela 9 valores satisfatérios de
recuperacédo de Pb, com resultados concordantes ao efeito observado na avaliagcao
das curvas de calibracdo (Figura 30). Da mesma forma, os resultados baixos de
recuperacdo de Cd, também sdo concordantes com o observado na comparagao
das curvas de calibracdo (Figura 29), demonstrando a interferéncia da matriz sobre
a determinacédo deste elemento.

De acordo com estes resultados, pode-se concluir que o método DLLME-
F AAS para a determinacao de Cd em mel, requer o emprego da curva de adicéo de
padrdo. Enquanto que é possivel a determinacdo de Pb através de curva de

calibracao preparada em agua.

5.3 COMPARACAO DE RESULTADOS COM OUTRO METODO

Os resultados obtidos através do método DLLME—-F AAS, foram comparados
com os resultados obtidos por MAD ICP-MS, cujos procedimentos foram adaptados

de Tuzen et al.*

5.3.1 Determinacédo de Cd e Pb por ICP-MS ap6s decomposicao de mel por
MAWD

As amostras de mel foram decompostas por MAD, conforme descrito no item
4.6.1, e Cd e Pb foram determinados por ICP-MS.

Os limites de deteccédo e quantificacdo obtidos por MAD ICP-MS, para Cd,
foram de 9,9 e 33 ng g™, respectivamente. Enquanto, para Pb esses valores foram,

respectivamente, 62 e 206 ng g™.
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Tabela 10. Quantificacdo e ensaios de recuperacéo para Cd e Pb por MAD ICP-MS em mel.

66

Cd Pb
Amostra Adicionado Obtido Recuperacdo | Adicionado Obtido Recuperacéo

(ng g”) (ng g”) (%) (ng g”) (ng g™ (%)

Mel A 0 <LOQ - 0 <LOQ -
247 256 £ 17 104 1484 1564 + 39 105

Mel B 0 <LOQ - 0 < LOQ -
235 260 £ 6,3 111 1407 1614 + 65 115

Mel C 0 <LOQ - 0 <LOQ -
250 262 £ 21 105 1498 1594 + 133 106

2,9-13

Tal como em estudos similares, empregando MAWD seguido de
determinacao através de ICP-MS, os niveis de Cd e Pb, nas amostras de mel, séo
muito baixos.

Destaca-se que com o método DLLME-F AAS é possivel alcancar LODs e
LOQs para Cd e Pb comparaveis aos niveis obtidos através da determinacdo por
ICP-MS, a qual é uma técnica mais sensivel (cerca 100 a 1000 vezes comparada a
F AAS). Com estes limites, € possivel que o método proposto seja usado em analise
de rotina, pois, atende aos valores da legislacdo brasileira vigente.” Salienta-se
também, que apesar de serem necessarios 6 minutos para cada extracéo (incluindo
lavagens), o método é pratico e de facil operacdo, podendo serem feitos diversos
ensaios simultaneos, além de permitir a operacdo em sistema mecanizado. Outro
aspecto relevante, consiste no uso de um equipamento de determina¢cdo com custo
relativamente baixo e mais acessivel a laboratérios de analise quimica, quando

comparado a um equipamento de ICP-MS.



6 CONCLUSOES

O método DLLME-F AAS desenvolvido para a determinacdo de Cd e Pb em
mel é simples, rapido e os resultados s&o precisos e exatos. Os LODs (18 ng g™
para Cd e 135 ng g™ para Pb) e os LOQs (61 ng g™ para Cd e 449 ng g™* para Pb)
sdo comparaveis aos obtidos por ICP-MS apds decomposicdo da amostra por
MAWD, sendo que o método proposto apresenta um ganho de tempo substancial
por ndo envolver decomposicdo da amostra que, neste trabalho, requer em torno de
13 horas, considerando as etapas de repouso do mel na presenca do acido e o
programa de aquecimento.

E importante salientar que, embora a DLLME requer o uso de solventes
organoclorados, o volume empregado € considerado muito baixo, podendo-se
considerar o método ambientalmente favoravel.

Os LOQs obtidos com a DLLME e F AAS, para a determinacdo de Cd e Pb,
sdo inferiores a 500 ng g™ de mel, concentracdo méaxima estabelecida pelo MAPA.

As recuperacOes foram satisfatérias para Pb, variando de 99 a 104%. O que
evidencia a possivel auséncia de efeitos de matriz, fato que péde ser comprovado
através da concordancia, superior a 90%, obtida entre os coeficientes angulares das
curvas de calibracdo em agua e na presenca de mel (50 g L™). Na determinacéo de
Cd, no entanto, as recuperacdes foram relativamente baixas, entre 61 e 89%. Isso
evidencia o efeito de matriz sobre a extracdo desse elemento. Dessa forma, foi
necessario o uso da calibracdo por adicao de padrao.

Destaca-se, também, que o método DLLME-F AAS, empregado para a
determinacdo de Cd e Pb em mel, é acessivel a laboratorios de analise de rotina,
visto que, é facil de ser implementado, requer pouca quantidade de reagentes,
principalmente solventes organicos, e a técnica de determinacdo € de uso comum

em laboratérios de andlises quimicas.
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