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RESUMO

DETERMINACAO DE As, Cd, Hg E Pb EM MEL EMPREGANDO COMBUSTAO
INICIADA POR MICRO-ONDAS E ICP-MS

AUTORA: Camila Maria Aguiar da Costa Alves
ORIENTADOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

Neste trabalho foi proposto um método de decomposicdo de mel por combustédo
iniciada por micro-ondas (MIC) visando a determinacdo de As, Cd, Hg e Pb por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Foram
avaliados parametros como a massa de amostra (com ou sem a utilizacdo de
auxiliares de combustéo), a composicéo e a concentracao da solucdo absorvedora e
programa de irradiacdo do forno de micro-ondas. Massas de até 0,8 g de mel (com a
adicdo de 0,4 g de celulose microcristalina e 100 pL de NHsNOz 6 mol L) puderam
ser decompostas com o método desenvolvido, utilizando apenas 6 mL de HNO3
1 mol L como solugédo absorvedora. Os digeridos apresentaram concentragédo de
carbono dissolvido abaixo de 25 mg L, possibilitando a determinagéo por ICP-MS
livre de interferéncias causadas por compostos de carbono. A exatidao foi avaliada
com base em ensaios de recuperacdo com adicdo de padrdo e por comparacao
utilizando o método de decomposicdo por via Umida assistida por micro-ondas em
camara Unica de reacdo (MAWD-SRC). O método proposto possibilitou recuperacdes
entre 99 e 104% para os analitos estudados e nao apresentou diferenca significativa
em comparagdo com a MAWD-SRC. Os valores de LOD obtidos para as condigdes
otimizadas foram 1,10, 1,70, 2,90 e 4,60 ng g* para As, Cd, Hg e Pb, respectivamente.
Dessa forma, foi possivel desenvolver um método adequado para a decomposicéo de
mel e posterior determinacdo desses elementos de modo a atender a legislacéo
vigente, utilizando reagentes diluidos. O método proposto foi, também, aplicado para
amostras de mel de diferentes origens geograficas, as quais apresentaram
concentracfes variadas dos analitos.

Palavras-chave: Contaminantes inorganicos. Mel. Preparo de amostras. MIC. ICP-
MS.



ABSTRACT

As, Cd, Hg AND Pb DETERMINATION IN HONEY USING MICROWAVE-
INDUCED COMBUSTION AND ICP-MS

AUTHOR: Camila Maria Aguiar da Costa Alves
ADVISOR: Prof. Dr. Erico Marlon de Moraes Flores

In this work, a microwave-induced combustion (MIC) method was proposed for the
decomposition of honey, aiming at As, Cd, Hg and Pb determination by ICP-MS.
Parameters such as sample mass (with or without the use of combustion aids),
composition and concentration of the absorbing solution and microwave oven
irradiation program were evaluated. Mass of 0.8 g of honey (with 0.4 g of
microcrystalline cellulose and 100 pL of 6 mol Lt NHsNO3s) was decomposed by MIC,
using 6 mL of 1 mol L't HNOz as absorbing solution. The digests presented carbon
concentration below 25 mg L%, allowing the determination by ICP-MS free of
interference caused by carbon compounds. The accuracy of the proposed method was
evaluated based on recovery tests using standard addition and by comparison using
microwave-assisted wet digestion with single reaction chamber (MAWD-SRC). The
proposed method allowed recoveries between 99 and 104% for the studied analytes
and did not show any significant difference in comparison to the results obtained by
MAWD-SRC. The LOD values obtained using the optimized conditions were 1.10,
1.70, 2.90 and 4.60 ng g* for As, Cd, Hg and Pb, respectively. In this way, it was
possible to develop a suitable method for the decomposition of honey and subsequent
determination of these elements in order to meet the current legislation, using diluted
reagents. The proposed method was also applied to honey samples from different
geographical origins, which presented varying concentrations of analytes.

Keywords: Inorganic contaminants. Honey. Sample preparation. MIC. ICP-MS.
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1 INTRODUCAO

O mel € uma substancia viscosa, formada a partir de néctar de flores, nectarios
extraflorais ou exsudatos de sacarina vegetal. Cerca de 80% deste insumo é
constituido por acucares (na forma de glicose, frutose, sacarose e maltose), 17% por
agua e o restante por enzimas, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas e minerais.
O mel é considerado um alimento energético de alta qualidade com propriedades
medicinais, sendo geralmente usado como adocante natural (CAMARGO, 2006;
MIZRAHI e LENSKY, 1996).

Apesar dos inumeros beneficios oferecidos por este produto natural, alguns
contaminantes podem ser encontrados no mel, provenientes do meio ambiente ou
fontes antropogénicas, os quais podem ocasionar problemas de saude. Existem
diversos trabalhos na literatura voltados a determinacdo de impurezas no mel, como
0s pesticidas e antibiéticos (ORSO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018; TETTE et
al., 2015), que séo contaminantes organicos, bem como trabalhos que que visam a
determinacdo de contaminantes inorganicos (POHL et al., 2017) que possuem
elevada toxicidade, mesmo em baixas concentracdes (RU et al., 2013).

Dentre as impurezas elementares estudadas, arsénio, cadmio, chumbo e
mercurio destacam-se por sua elevada toxicidade e meia-vida biologica elevada
(BARBIER et al., 2015; POHL et al., 2017). A incidéncia desses elementos no mel
pode advir de fontes de poluicdo industrial, procedimentos incorretos durante o
processamento e conservacao do produto, ou pela utilizacdo de agrotéxicos contendo
cadmio, espécies organicas de mercurio ou arsénio (ANDRADE et al., 2014; RU et al.,
2013; WANG et al., 2010).

Devido aos maleficios que estes contaminantes podem causar a saude
humana, o monitoramento da presenca de As, Cd, Hg e Pb no mel faz-se necessario.
A Comissao Europeia (CE) estabeleceu em 1999 os limites maximos de 1, 0,5, 0,15 e
5 ppm para As, Cd, Hg e Pb, respectivamente, em alimentos em geral (CE, 1999). Ja
no Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), através da
Instrucdo Normativa N° 11 de 2014, estabeleceu o limite maximo de 500 ng g para
As, Cd e Pb em mel. Apesar desse limite ndo ser estabelecido para Hg em mel, no
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu o limite



16

maximo de 0,01 ppm de Hg como contaminante alimentar, no Decreto N° 55871
(BRASIL, 1965).

As técnicas mais utilizadas para a determinacdo de impurezas elementares em
mel sdo a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (F-AAS) (ROSA et al.,
2015), espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GF-AAS)
(MONIRUZZAMAN et al., 2014), espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) (ZHOU et al., 2013) e espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (QUINTO et al., 2016; STECKA et al., 2014).
Devido as baixas concentracfes de impurezas elementares em mel, geralmente é
preferivel o emprego de técnicas mais sensiveis como a ICP-MS para a determinacao
de As, Cd e Pb e a ICP-MS acoplada com geracéo de vapor a frio e injecdo em fluxo
(FI-CVG-ICP-MS) para determinacdo de Hg (KRUG, 2016).

Vale salientar, entretanto, que apesar de existirem técnicas em que € possivel

realizar a andlise direta (como a analise por ativacdo neutrdnica instrumental (INAA)
(MESSAOUDI E BEGAA, 2018), espectrometria de absor¢cédo atdbmica com forno de
grafite e amostragem direta por sélidos (DSS-GF AAS) (OLIVEIRA et al., 2014),
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado com vaporizacdo
eletrotérmica por amostragem soélida (SS-ETV-ICP-MS) (WOHLMANN et al., 2018),
entre outras), grande parte da instrumentacdo, em sua montagem convencional,
envolve a introducdo da amostra na forma de solugao/suspensédo (KRUG, 2016).
Desta forma, métodos de preparo de amostra sdo necessarios para se obter uma
solucéo compativel com a técnica de determinacao (KRUG, 2016).
O método de preparo mais utilizado para a decomposicdo de mel é a decomposicdo por
via Umida assistida por micro-ondas (MAWD) (QUINTO et al., 2016; STECKA et al., 2014).
A MAWD apresenta boa eficiéncia de digestdo com baixos valores de carbono residual,
porém esse método faz uso de acidos concentrados, resultando em uma elevada acidez
residual, além do elevado consumo de reagentes (em média 10 mL) aumentar a geracéo
de residuos (KRUG, 2016; ROSA et al., 2015).

Além disso, a massa de amostra relativamente limitada, geralmente em torno de
0,5 g (BILANDZIC et al., 2014; BILANDZIC et al., 2017; ROSA et al., 2015; SPIRIC et
al., 2019a; SPIRIC et al., 2019b) quando comparada a combustéo iniciada por micro-
ondas (MIC), pode resultar em limites de deteccdo (LODs) relativamente mais altos
(KRUG, 2016). Outra desvantagem, referente ao uso da MAWD no preparo de mel, € o

elevado tempo de preparo da amostra quando comparada a MIC (COSTA et al., 2015).
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A MIC, ja mencionada anteriormente, € outro método ja utilizado para a
decomposicao de mel, que possui vantagens como a decomposicéo total da matriz com
tempo de preparo menor, possibilidade de uso de acidos diluidos como solucéo
absorvedora e uso de massa de amostra relativamente elevada. A possibilidade de um
método de preparo de amostras que permita a determinacdo de As, Cd, Hg e Pb em
baixas concentracdes, com baixos LODs e com baixos teores de carbono em solucao,
pode ser uma alternativa para viabilizar este tipo de analise em amostras complexas, como
o mel (COSTA et al., 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo propor um método
de decomposicao de mel por MIC para posterior determinacéo de As, Cd, Hg e Pb por
ICP-MS. Parametros como a massa de amostra (com ou sem a utilizacéo de auxiliares
de combustao), composicdo e concentracao da solugéo absorvedora e programa de
irradiacdo do forno de micro-ondas foram avaliados. Cabe destacar que o emprego
de &cido diluido foi priorizado, com o intuito de reduzir o volume de reagentes, sem

que prejudique a eficiéncia de decomposicdo das amostras estudadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta segéo, serdo apresentados os aspectos gerais do mel, bem como a
importéncia da determinagdo de arsénio, cadmio, chumbo e mercurio nesta matriz.
Alem disso, serdo discutidas as principais técnicas de determinagdo empregadas na
determinacdo destes metais e os métodos de preparo de amostras utilizados para

este tipo de analise.
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2.1 COMPOSICAO QUIMICA E APLICACOES DO MEL

O mel é uma substancia viscosa composta majoritariamente por agucares e
agua. Esse produto natural é produzido principalmente pelas abelhas, a partir do
néctar de flores e, em outros casos, por alguns insetos sugadores de seiva ou de
exsudatos extraflorais (CAMARGO, 2006; MIZRAHI e LENSKY, 1996).

Uma das aplicagdes mais antigas deste insumo € como produto medicinal,
devido as suas propriedades antibacterianas, antimicrobianas e antioxidantes
(BANDINI e SPISSO, 2017; MIZRAHI e LENSKY, 1996). Além disso, o mel é utilizado
na industria alimenticia (sendo consumido in natura ou utilizado como ingrediente na
producdo de outros alimentos, como produtos de panificacdo, confeitaria, cereais
matinais, geleias, produtos lacteos, bebidas, entre outros), bem como na industria
cosmética (BANDINI E SPISSO, 2017; CAMARGO, 2006).

Apesar do mel ser caracterizado principalmente por parametros fisico-quimicos
como a cor, teor de umidade e teor de agucares, por exemplo (BRASIL, 2000) esse
produto natural possui elevada complexidade e pode conter mais de 100 substancias
(CAMARGO, 2006). Essa composi¢ao pode variar de acordo com a origem bioldgica
do mel, composicéo de fontes florais que sao forrageadas pelas abelhas, incluindo
néctar e poélen (POHL et al., 2017). Os principais componentes do mel estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicéo quimica do mel (Adaptado de BANDINI e SPISSO, 2017).

Composicio Concentracéo
posI¢ média (%)

AclUcares

Monossacarideos (glicose e frutose) 68

Dissacarideos (sacarose e maltose) 10

Agua 17

Enzimas

Invertase, diastase, catalase, a-glicosidase, peroxidase, o

lipase, amilase, fosfatase acida e inulase. N&o informado

Proteinas

Aminoéacidos como leucina, isoleucina, histidina, metionina,

alanina, fenilalanina, glicina, &cido aspértico, treonina, serina,

acido glutamico, prolina, valina, cisteina, tirosina, lisina e

arginina. N&o informado
Acidos Organicos

Glucénico, acético, butirico, latico, oxdlico, formico, malico,

succinico, piravico, glicélico, citrico, butiricolatico, tartarico,

maléico, piroglutamico, a-cetoglutarico, 2- ou 3-fosfoglicérico,

a- ou B-glicerofosfato e vinico. 0,5

Minerais
Célcio, cloro, cobre, ferro, manganés, magneésio, fosforo,
boro, potassio, silicio, sddio, enxofre, zinco, nitrogénio, iodo,

chumbo, entre outros. 0,02a1l
Vitaminas

E1 (tiamina), complexo E2 (riboflavina, niacina), E6

(piridoxina), acido pantoténico, C (acido ascorbico) e D. 0,01

Outros N&o informado

Como pode ser observado na Tabela 1, apesar de majoritariamente composto
por sacarideos, o0 mel contém elevada quantidade de substancias, cuja concentracao
varia de acordo com a sua origem. No entanto, fatores ambientais, pedoldgicos e
antropoldgicos (como atividades industriais, emissfes veiculares, uso de agrotoxicos,
por exemplo) também podem interferir na composi¢cdo e qualidade desse produto
(YUCEL et al., 2012), tornando o mel exposto a impurezas elementares como As, Cd,
Hg e Pb (ANDRADE et al., 2014; POHL et al., 2017).
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2.2 FONTES DE CONTAMINACAO: As, Cd, Hg e Pb

Apesar da complexidade nutricional e dos beneficios que o mel oferece,
contaminantes como As, Cd, Hg e Pb podem ser encontrados nas matérias-primas
dos produtos apicolas, sendo transportados através do ar, agua, plantas e solo para
a colmeia pelas abelhas (SILICI et al., 2013). Esse transporte ocorre de modo que,
dependendo do histérico de atividades vulcanicas e hidrotérmicas locais, das
condicbes regionais, das mudancas climaticas ocorridas e da contaminacao
antropogénica na area forrageira das abelhas, as impurezas presentes no solo sao
transportadas para as plantas, passando para o néctar e, consequentemente, para o
mel produzido (POHL et al., 2017; STANKOSVSKA et al., 2008).

O solo e, consequentemente, a vegetacdo local, sdo passiveis de
contaminacgdao por substancias utilizadas na protecédo dos enxames de abelhas (como
acaricidas, antimicrobianos, repelentes, inseticidas, entre outros) (BANDINI e
SPISSO, 2017), o que pode acarretar na exposi¢cao a contaminantes como As, Cd, Hg
e Pb. O uso de agrotoxicos a base de As e Hg, séo relatados desde o século X1V,
para controle de insetos. Um exemplo é o “verde de Paris” que € um sal de cobre
contendo o ion arsenito (AsO3%), inseticida teve uso popular introduzido nos EUA, em
1967 (JARDIM et al.,, 2009). Outros sais contendo esse ion ou o ion arsenato
(AsO4%), como o arsenato de chumbo, também foram utilizados para este fim
(JARDIM et al., 2009). Quanto ao Hg, ele também pode ser utilizado como fungicida
e se apresenta na forma de acetato de fenilmercurio (FOURNIERE et al., 2007).

Além do solo e da vegetacdo, o ar também pode se tornar um veiculo de
impurezas elementares (POHL et al., 2017). As emissdes industriais e automotivas,
também demonstraram potencial para afetar a qualidade do mel produzido préximo a
areas urbanas (POHL et al., 2017). Esse tipo de contaminacédo € uma das principais
vias de contaminagcdo por Hg em mel, tendo em vista que descargas industriais e
urbanas, atividade de mineracdo e combustdo sdo fontes pontuais desse analito
nesse insumo (RU et al., 2013).

Atualmente, com o avanco da tecnologia e a utilizagéo de materiais diversos no
processo de fabricacdo do mel, esse produto tornou-se ainda mais exposto aos
contaminantes inorgéanicos (POHL et al., 2017). Por exemplo, os equipamentos e
materiais como aco inoxidavel, aco galvanizado e aluminio, utilizados pelos

apicultores durante os processos de colheita, producao e preparo do mel, sdo uma
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das principais fontes de contaminacéao do mel por Cd e Pb (POHL et al., 2017). Esses
contaminantes podem entrar em contato com o mel durante os processos de extracao,
centrifugacdo e amadurecimento, e pelo contato com recipientes utilizados na
sedimentacdo, armazenamento e transporte do mel (POHL et al., 2017). Além disso,
a acidez natural do mel (pH entre 3,5 e 4,8) pode causar a lixiviacdo desses analitos
presentes nos materiais utilizados nesse processo (MELI et al., 2015). Outra fonte de
contaminac&o por Cd e Pb € através da introducdo de substancias utilizadas para o
tratamento farmacologico das abelhas e conservantes derivados de processamentos
industriais (RASHED e SOLTAN, 2004).

Cabe salientar que a contaminag¢do antropogénica pode causar um processo
de bioacumulacdo no mel. A presenca de contaminantes pode ser um indicador
biol6gico de contaminagdo ambiental, fornecendo sobre o ambiente das abelhas
(OLIVEIRA et al., 2017; POHL et al., 2017). Em suma, a presenca de contaminantes
inorganicos no mel, além de indicar um risco potencial a satde, pode ser utilizada para
diferenciar tanto sua origem botanica, quanto geografica, podendo também ser
utilizada para o monitoramento da poluicdo ambiental (ANDRADE et al., 2014,
OLIVEIRA et al., 2017).

O consumo de mel contendo impurezas elementares como As, Cd, Hg e Pb
pode causar efeitos adversos a saude, devido a toxicidade destes elementos
(BANDINI e SPISSO, 2017). O As e Hg podem ligar-se a grupos sulfidrilas, causando
alteracdes secundarias do DNA, do RNA e das modificagdes estruturais nas proteinas
ribossémicas (BJORKLUND et al., 2017; SODHI et al., 2019). Ja o Cd e Pb, podem
gerar alteragao intracelular do nivel de Ca (por substituicdo, causando alteragdes na
expressao génica, além de inibir o reparo do DNA, contribuindo para a transformagéao
maligna celular (CAO et al., 2007; DUKIC-COSIC et al., 2020; JAISHANKAR et al.,
2014).

Como consequéncia, estas alteracbes podem levar a problemas de saude,
como disfungdes imunolégicas (BOSKABADY et al., 2018), o que torna o corpo mais
propenso a infecgdes (SATTAR et al., 2016), bem como insuficiéncia renal (BARBIER
et al., 2015; BOSKABADY et al., 2018), disturbios 6sseos e neurologicos (MAHBUB
et al., 2017), problemas no sistema reprodutor masculino, cancer, entre outros
(ZHANG et al., 2019).
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2.3 LEGISLACAO E CONTROLE DE QUALIDADE DO MEL

Devido aos maleficios que As, Cd, Hg e Pb podem causar a satde humana,
foram estabelecidas algumas normativas que regulam as concentracdes maximas em
gue esses contaminantes podem estar presentes em diversos alimentos. Na Europa,
0 padréo internacional CODEX estabeleceu através da normativa 12-1981 alterado
em 2019, que o mel deveria estar em conformidade com os niveis maximos para
metais pesados estabelecidos pela Comissdo Europeia (CE) de alimentos em geral
(CODEX, 2019). Em 1999, o Regulamento da CE estabeleceu os limites maximos de
1,0,5,0,15 e 5 ppm para As, Cd, Hg e Pb, respectivamente, em alimentos (CE, 1999).
Ja em dezembro de 2006 estabeleceu-se os limites maximos de 500 ng g* para Cd e
Pb e 1000 ng g* para Hg, em alimentos (CE, 2006).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia
reguladora vinculada ao Ministério da Saude, estabeleceu o Decreto N° 55871, de 26
de marco de 1965, referente a normas reguladoras do emprego de aditivos para
alimentos. Neste decreto, limites maximos de tolerancia (LMT) de 1 ppm de As e Cd,
0,8 ppm de Pb e 0,01 ppm de Hg séo estabelecidos para contaminantes em produtos
alimenticios (BRASIL, 1965).

Quanto ao controle de qualidade do mel, o Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade do Mel (2000), trata das definicbes, parametros de rotulagem e
especificacdes fisico-quimicas (como analise de cor, umidade, acidez livre, teor de
hidroximetilfurfural, cinzas, entre outros) (BRASIL, 2000). Em 2014, foi publicada uma
Instrucdo Normativa relativa ao Subprograma de Monitoramento do Plano Nacional
de Controles de Residuos e Contaminantes (PNCRC), em que séo estabelecidos os
limites maximos permitidos para diversas classes de compostos presentes no mel,
como o0s antimicrobianos, compostos organicos halogenados, organoclorados e
fosforados, entre outros. Para contaminantes inorganicos como As, Cd e Pb, foi
estabelecido o limite maximo de 500 ng g (BRASIL, 2014). Apesar de ndo haver
legislagéo especifica para a concentragdo de Hg em mel, o controle desse elemento

também se faz necessario, mesmo em niveis de ng g* (POHL et al., 2017).
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2.4 PRINCIPAIS TECNICAS DE DETERMINACAO ELEMENTAR EM MEL

Ainstrumentacéo a ser utilizada na determinacao elementar depende de fatores
como a faixa de concentragao esperada para os analitos, quantidade de analitos a
serem determinados, quantidade de amostra disponivel e numero de amostras a
serem quantificadas. Além disso, fatores como a sensibilidade da técnica, faixa linear,
seletividade, entre outros, devem ser avaliados (BEAUCHEMIN, 2000).

As técnicas mais utilizadas para este tipo de determinagao elementar em mel
sdo a espectrometria de absorgao atdmica com chama (F-AAS) (ROSA et al., 2015),
a espectrometria de absorgdo atbmica com forno de grafite (GF-AAS)
(MONIRUZZAMAN et al., 2014), a espectrometria de emissdo éptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) (YUCEL et al., 2012), e a espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (BILANDZIC et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017). Entretanto, para elementos presentes na faixa de concentragcdo de partes por
trilhdo, a ICP-MS tem sido a técnica de escolha para a analise de mel (CZIPA, et al., 2015;
QUINTO et al., 2016; STECKA et al., 2014).

2.4.1 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

O plasma indutivamente acoplado (ICP) € uma das principais fontes de
ionizagdo na espectrometria de massa para analise elementar (NELMS, 2005;
TAYLOR, 2000). Essa técnica, apesar de seu custo relativamente elevado de
aquisicao e operagao, possui vantagens como a alta sensibilidade, ampla faixa linear
(0,001 pg g'- 100.000,00 pg g, baixos limites de detecgado e quantificagéo, além de
permitir a determinacdo simultanea de varios elementos (BEAUCHEMIN, 2000).

Apesar de ser uma técnica de grande sensibilidade, a ICP-MS é mais suscetivel
a interferéncias nao espectrais (como efeitos fisicos, deposicdo sob os cones de
amostragem, entre outros) e espectrais (TAYLOR, 2000). Os efeitos de transporte
relacionados ao uso de acido nitrico em concentragao diferente da curva sdo uns dos
mais pronunciados na determinagao por ICP-MS. Isso pode ser relacionado as
alteracbes na extensao da evaporagao do aerossol na camara de nebulizagao,
afetando a taxa de transporte do analito (STEWART e OLESIK, 1998). Além de efeitos
fisicos, interferéncias espectrais, também podem ser observadas. Esse tipo de

interferéncia pode ser ocasionado pela formagao de ions de 6xidos de carga dupla,
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interferéncias isobaricas e da formagao de ions poliatdmicos, causando um sinal maior
Oou menor na razdo m/z dos analitos estudados (NELMS, 2005).

Essas interferéncias podem ser observadas na determinagao de As. A presenca
de carbono no plasma pode causar um aumento de sinal por transferéncia de carga
de espécies C* para atomos de dificil ionizagao, como 0 As (9,82 eV) (PETTINE et al.,
2007). Além do carbono, dependendo da concentragdo de Cl em solugao, o As
também pode sofrer interferéncias espectrais poliatbmicas, pela formacéao de ArCl*
(ALI e JAIN, 2004).

A técnica de ICP-MS, em sua montagem convencional, € amplamente utilizada
na determinacao de As, Cd e Pb na faixa de ppt em uma ampla variedade de matrizes.
Entretanto, algumas dificuldades sdo encontradas para a determinacdo de Hg total.
Esse elemento possui um elevado primeiro potencial de ionizagao (10,44 eV) e sua
ionizacao pode ser suprimida por elementos com baixo potencial de ionizagao, quando
presentes em altas concentracdes (JIAN et al., 2000). Este comportamento também
pode ser observado para As (PETTINE et al., 2007). Outro problema relacionado a
determinacao de Hg € o efeito de memoria, causado pela adsor¢do de Hg no sistema
de introducao de amostras tradicional (HARRINGTON et al., 2004; KENDUZLER et
al., 2012). As consequéncias dos efeitos de nebulizagado incluem calibragdes nao
lineares, necessidade de longos tempos de lavagem, sensibilidade decrescente com
o tempo e sinais dependentes da matriz (HARRINGTON et al., 2004; KENDUZLER et
al., 2012).

Uma forma de contornar essa problematica, € através da determinacéo de Hg
total por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado com geracéo
de vapor a frio e injecao em fluxo (FI-CVG-ICP-MS). Esta técnica emprega um agente
redutor, geralmente NaBHa4, que possibilita a reducédo de todas as formas de Hg a HgP.
Esse sistema possui diversas vantagens, como a capacidade de minimizar os efeitos
de memoéria, além de obter menores LODs quando comparado ao sistema
convencional (GAO et al., 2013). Apesar das limitagdes que a técnica oferece quanto
a quantificacao de Hg utilizando a montagem convencional, a quantificacdo de As, Cd
e Pb ja é bem estabelecida, sendo a ICP-MS uma das técnicas mais sensiveis para
sua determinagéo em nivel tracgo.

Vale ressaltar que a ICP-MS tradicional requer que a amostra esteja em forma
liguida para que possa ser feita a determinagédo (KRUG, 2016). Com excecao das

técnicas que permitem o uso da analise direta (como a andlise por ativacao neutronica
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instrumental (INAA) (MESSAOUDI E BEGAA, 2018), espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite e amostragem direta por solidos (DSS-GF AAS)
(OLIVEIRA et al., 2014), espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
com vaporizacao eletrotérmica por amostragem solida (SS-ETV-ICP-MS) (WOHLMANN
et al., 2018), entre outras), é necessaria uma etapa prévia de preparo de amostras

gue permita esta conversao fisica da matriz (KRUG, 2016).

2.5 METODOS UTILIZADOS PARA A DECOMPOSICAO DE AMOSTRAS DE MEL

Cerca de 80% do tempo de analise é gasto na coleta e no preparo de amostras,
sendo essa etapa uma parte critica do processo analitico (KRUG, 2016; PLOTKA-
WASYLKA et al., 2015). Com isso, a escolha do método de preparo deve ser baseada
em critérios como a eficiéncia de separacdo dos analitos da matriz, simplicidade e
rapidez, bem como o baixo consumo de reagentes. Além disso, a solugao resultante
deve ser compativel com a técnica de determinacdo e a perda dos analitos por
volatilizagdo deve ser evitada (FLORES, 2014).

Trabalhos da literatura indicam que os métodos de preparo de amostras mais
utilizados para a posterior determinacdo de impurezas em mel sdo decomposicdes
por via Umida, como a decomposic¢ao por via Umida assistida por micro-ondas (MAWD)
(OLIVEIRA et al., 2017; POHL et al., 2017) e métodos de extracdo, como a SPE e
DLLME (ROSA et al., 2015; SPIRIC et al., 2019a; STECKA et al., 2014). Dentre eles,
a MAWD foi o método mais utilizado para a decomposi¢cdo do mel para a posterior
determinacao de As, Cd, Hg e Pb (POHL et al., 2017).

Apesar de nao haver trabalhos que utilizem a MIC para a posterior
determinacao desses analitos em mel, esse método pode se mostrar viavel para este
tipo de decomposicéo, tendo em vista que matrizes organicas complexas, como o mel,
gue sdo compostas majoritariamente por acucares, sao dificeis de serem digeridas
por métodos convencionais de digestédo acida (PICOLOTO et al., 2018) e a MIC ja ter
sido utilizada para a decomposicdo de mel visando a determinagédo de halogénios
(COSTA et al., 2015). A Tabela 2 apresenta os principais métodos de decomposi¢ao

de mel para a posterior determinacao de As, Cd, Hg e Pb.
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Tabela 2 — Métodos de decomposicdo de mel para posterior determinacéo de As, Cd, Hg e Pb (periodo de 2013 a 2019).

Analitos Preparo de amostra Tecms:a d? Referéncia
determinagao

CdePb SPE: massa: 10 g (dissolvidos em agua e acidificado com HNO3; com FAAS STECKA, H. et al.
volume final de 100 mL) (2014)
Reagentes: 10 mL de HCI 3 mol L' em Dowex 50Wx8-400
Programa de irradiagdo: -

CdePb DLLME: massa: 0,5 g FAAS ROSA, F. C. et al.
Reagentes: 300 pL de acetonitrila (Cd), 900 L de acetona (Pb) (2015)
e 140 L de tetracloreto de carbono
Programa de irradiagdo: -

CdePb MAWD: massa: 1 g GF-AAS SILICI, S. et al.
Reagentes: 6 mL de HNO3 14,4 mol L’ (2013)
Programa de irradiagcédo: 250 W por 2 min; 0 W por 2 min; 250W por 6 min;
400 W por 5 min; 550 W por 8 min e 0 W por 8 min.

As, Cd e Pb MAWD: massa: 0,5 g GF-AAS BILANDZIC, N. et
Reagentes: 4 mL de HNO3 68% e 2 mL de H,0, 30% al. (2014)
Programa de irradiagédo: 500 W por 1 min e permanéncia de 4 min; 1000 W
com rampa de 5 min e permanéncia de 5 min e 1400 W com rampa de 5 min
e permanéncia de 10 min; 1000 W por 20 min e 1200 W por 30 min.

CdePb MAWD: massa: 0,5 g ICP-MS ROSA, F. C. et al.

Reagentes: 6 mL de HNO3 14,4 mol L™

Programa de irradiagdo: 200 W com rampa de 10 min e permanéncia de 5
min; 0 W por 2 min; 1000 W com rampa de 20 min e permanéncia de 5 min
e 0 W por 20 min.

(2015)




28

Tabela 2 — Métodos de decomposicdo de mel para posterior determinacéo de As, Cd, Hg e Pb (periodo de 2013 a 2019).

Analitos Preparo de amostra dTecnlf:a d? Referéncia
eterminacgao

As, Cd, Hge Pb MAWD: massa: 1g ICP-MS QUINTO, M. et al.
Reagentes: 6 mL de HNO; 68% e 2 mL de H,02 30% (2016)
Programa de irradiacdo: Poténcia ndo informada
120 °C por 15 min com 10 min de permanéncia; 190 °C por 15 min e 20 min
de permanéncia e 30 min de resfriamento.

As, Cd e Pb MAWD: massa: 0,5 g ICP-MS BILANDZIC, N. et
Reagentes: 3 mL de H20 e 2,5 mL de HNO3 (65%) al. (2017)
Programa de irradiacdo: 500 W por 2,5 min; 1000 W por 20 min e 1200 W
por 30 min.
MAWD: massa: 0,7 g )

As, CdePb Reagentes: 5 mL de HNO3 (65%) CPMS _II__O;A;TO(;/(;%)B
Programa de irradiagdo: 700 W por 3,5 min; 1000 W por 15 min e 800 W
por 15 min.
MAWD: massa: 0,5 g }

As, Cd, Hg e Pb Reagentes: 5 mL de HNO3 14,4 mol L' e 1,5 mL de H,02 30% ICP-MS (SZ%IE)I; D. etal.
Programa de irradiagdo: Potencia ndo informada
180 °C por 15 min com 10 min de permanéncia e 20 min de resfriamento.
MAWD: massa: 0,5 g )

As, CdePb Reagentes: 5 mL de HNO3 14,4 mol L' e 1,5 mL de H202 30% ICP-MS (SZ%ISE) D. etal.

Programa de irradiagédo: Potencia ndo informada
180 °C por 15 min com 10 min de permanéncia e 20 min de resfriamento.
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2.5.1 Decomposicéo por via Umida

A decomposigao de matrizes por via umida, em geral, consiste no aquecimento
da amostra na presenga de acidos minerais oxidantes concentrados (como o nitrico e
sulfurico), da mistura dos acidos ou da combinagdo, juntamente com peroxido de
hidrogénio. Com a oxidagao da matéria organica, os analitos a serem determinados
ficam na forma de solugao levemente acida, tornando a amostra compativel a diversas
técnicas analiticas (KRUG, 2016).

Esse método pode ser realizado em sistemas abertos ou fechados e, de modo
geral, se mostram viaveis para a determinagdo de elementos em baixas
concentragcdes. A principal vantagem da decomposi¢do por via umida, quando
comparada aos métodos por via seca, sdo as menores temperaturas empregadas, 0
que reduz o risco de perdas por volatilizagdo (FLORES, 2014; KRUG, 2016).
Entretanto, alguns analitos, como As e Hg, ndo podem ser determinados por
decomposigao por via umida em sistemas abertos, pois ha perdas totais ou parciais
por volatilizagdo (FLORES et al., 2007; FLORES, 2014). Outra desvantagem, € que a
temperatura atingida é limitada pela pressao ambiente. Isso restringe a temperatura
de decomposicao a fervura da temperatura do acido utilizado, impondo um limite para
o tempo necessario para a decomposicao da matriz (FLORES, 2014; KRUG, 2016).

A decomposicao por via Umida em sistemas fechados torna-se uma alternativa
para superar essas desvantagens. Com isso, tornou-se possivel obter decomposicées
em tempos menores e com temperaturas acima da temperatura de ebulicdo do acido
utilizado e perdas por volatilizagdo séo evitadas. Além disso, o uso do sistema fechado
apresenta outras vantagens como a diminuicdo dos riscos de contaminacdo, a
oxidacdo de amostras organicas pode ser realizada com &cido nitrico puro e a
decomposicdo de amostras inorganicas € significativamente melhorada (FLORES,
2014).

2.5.1.1 Decomposigéo por via umida assistida por micro-ondas

A MAWD é o método de preparo mais utilizado na literatura para a posterior
determinacao de As, Cd, Hg e Pb em mel. O uso da radiagdo micro-ondas para o
aquecimento das amostras esta sendo uma alternativa ao uso de aquecimento

convencional, tendo em vista que as micro-ondas aquecem a solugao de forma mais
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homogénea e rapida, diminuindo o tempo de decomposi¢do da amostra (FLORES,
2014; KRUG, 2016).

Além disso, outras vantagens podem ser citadas acerca da utilizacdo da
radiagdo micro-ondas como fonte de aquecimento: O aquecimento por ser seletivo (0s
frascos utilizados nas decomposi¢cdes devem ser transparentes as micro-ondas),
possui baixas perdas de calor para o0 meio; o0s equipamentos disponiveis
comercialmente € relativamente compacto; a maioria dos fornos de micro-ondas
permitem o controle preciso do processo, permitindo o monitoramento de parametros
como a temperatura e pressao durante a decomposig¢ao (FLORES, 2014).

Um trabalho de Oliveira et al. (2017) utilizou a MAWD para a decomposigao de
mel e posterior determinacéo de As, Cd e Pb. Foi pesado 1,0 g de mel em um frasco
de digestdo de PTFE e adicionados 7 mL de HNO3 (65%) e 1 mL de H202 (30%) para
a decomposicdo da amostra. O método utilizado levou a baixos LODs em solugéo,
para a quantificacdo de elementos tragos em mel com concentragées de 0,540; 0,033
e 3,10 ug L' para As, Cd e Pb, respectivamente.

Outro estudo apresenta a MAWD como método de preparo de 72 amostras de
mel, para a posterior determinacao de As, Cd, Hg e Pb. Cerca de 1 g foi digerido com
6 mL de HNO3 (65%) e 2 mL de H202. Os LODs obtidos foram de 30,0, 10,0, 10,0 e
200 ng g™' para As, Cd, Hg e Pb, respectivamente (QUINTO et al., 2016). Além disso,
dois estudos de Spiric (2019a e b) também utilizaram a MAWD para a decomposi¢ao
de 0,5 g de mais de 80 amostras variadas de mel. O método utilizou 5 mL de HNOs
14,4 mol L' e 1,5 mL de H202 30%. Os LODs obtidos foram de 1,20, 0,40, 0,30 e 2,0
ng g para As, Cd, Hg e Pb (SPIRIC et al., 2019a).

Um estudo de Rosa et al. (2015) que também utilizou a MAWD como um
método de preparo de mel, ainda realizou uma etapa de repouso da amostra em &cido,
antes da digestdo no forno micro-ondas. Levando esse tempo em consideracéo
(aproximadamente 12 horas), torna-se inviavel utilizar métodos morosos para analises
de rotina do mel.

Pode-se observar que, a maioria dos estudos que utilizam este método, fazem
0 uso de um elevado volume de acidos concentrados para possibilitar a digestdo da
matriz com eficiéncia. Isso pode ser uma desvantagem quando se trata de métodos
gue visam 0 menor consumo de reagentes e geracao de residuos, proveniente do
acido utilizado como solugcéo de decomposicdo (FLORES, 2014; KRUG, 2016). Aléem

disso, a MAWD apresenta um maior tempo de preparo de amostra, quando
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comparada a outros métodos, como a MIC e a DLLME (COSTA et al., 2015; ROSA et
al., 2015). A necessidade de um método de preparo de amostra rapido e que garanta
a decomposi¢cdo completa da matriz € imprescindivel no quesito controle de qualidade
de alimentos, como o mel (KRUG, 2016).

2.5.2 Métodos de extracao

A extragcdo é um meétodo de preparo brando quando comparado aos demais
métodos que envolvem, por exemplo, a decomposicdo completa da amostra. Os
métodos de extragdo possibilitam o uso de reagentes variados (solventes orgénicos,
agua, acidos diluidos, entre outros), a utilizacdo de quantidades relativamente
elevadas de massa de amostra e o uso de temperaturas menores (KRUG, 2016).
Dentre os métodos de extragao, a microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) e
extracdo em fase sdlida (SPE) destacam-se quanto ao uso para a posterior
determinacao de Cd e Pb (ROSA et al., 2015; STECKA et al., 2014).

Um trabalho de Rosa et al. (2015) utilizou a DLLME para a extracdo de Cd e
Pb em mel. Esse método apresentou vantagens como o uso de pequenas quantidades
de solventes organicos, rapidez e facilidade de implementacdo, além de permitir a
determinacao de baixas concentracées de Cd e Pb em mel. Os limites de detecc¢éo
(LODs) foram 18,0 e 135 ng g* para Cd e Pb, respectivamente.

Um trabalho de Stecka et al. (2014) utilizou a SPE no preparo de 9 amostras
de mel em meio &cido no qual utilizou uma resina de troca catidnica fortemente acida
para eluicdo e posterior determinacdo de Cd e Pb por FAAS. Uma das principais
vantagens gue o estudo apresentou foi a simplicidade e rapidez do método, além de

apresentar LODs de 5,00 e 73,0 ng g para Cd e Pb, respectivamente.

2.5.3 Combustao

Os métodos de combustdo em geral estao baseados na queima da amostra (no
qual a matéria organica presente € o combustivel) na presenca de oxigénio (que é o
comburente) e uma fonte de calor que propicie a reagédo, gerando CO2 e H20
(FLORES et al., 2007; KRUG, 2016). Esse processo pode ser feito manualmente,
eletricamente ou até mesmo por radiacao infravermelho ou micro-ondas (FLORES et
al., 2007).
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Assim como a digestao por via imida, os métodos de combustdo em sistemas
abertos possuem desvantagens quanto a perdas de analitos por volatilizacdo. Logo,
dependendo dos analitos que se deseja quantificar, € recomendado o uso de sistemas
fechados, como a bomba de combustdo e os frascos de Schoniger. Além destes
citados, a combustéo iniciada por micro-ondas é um dos métodos de combustdo mais
difundidos na literatura para a determinacdo de inimeros analitos em matrizes
diversas (FLORES, 2014).

2.5.3.1 Combustao iniciada por micro-ondas

O método da MIC foi desenvolvido por Flores et al. (2004), com o intuito de
associar vantagens apresentadas pela MAWD (tais como o aquecimento homogéneo,
rapido e seletivo das solugdes, baixas perdas de calor para o meio, controle do
processo, entre outros) e os métodos de combustdo em sistemas fechados ja
existentes na literatura, como a bomba de combustao e frasco de Schéniger (BARIN,
2003; FLORES et al.,, 2004). Dentre as vantagens que a MIC apresenta, a
possibilidade da utilizagdo de materiais inertes e massas de amostra relativamente
elevadas (até 1 g) sdo aspectos importantes para a analise de trago. Além disso, o
método permite a posterior determinacéo de metais e ametais em diferentes matrizes.
Tudo isso associado ao uso de sistemas fechados, volumes de reagentes reduzidos,
baixo teor de carbono residual e valores de brancos reduzidos, tornam o método viavel
para a aplicagdo em analises de rotina (FLORES et al., 2007; KRUG, 2016).

A MIC, de forma geral, envolve a combustdo de amostras organicas em frascos
de quartzo fechados e pressurizados com 20 bar de oxigénio. Nestes frascos, a
amostra (na forma de pellet ou involucro) é inserida em um papel filtro presente em
um suporte de quartzo, no qual é adicionado uma solugao iniciadora de combustao
(geralmente, nitrato de amonio 6 mol L-'). A combustido da amostra é feita através de
radiacao micro-ondas, ndo havendo a necessidade da utilizacdo de dispositivos de
ignicdo (como eletrodos metélicos ou lampadas de infravermelho) (BARIN, 2003;
FLORES et al., 2004). Os detalhes do frasco de combustédo e do suporte de quartzo

s&o mostrados na Figura 1.
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Figura 1 — Frasco e suporte utilizado para a decomposicdo de amostras por MIC
(Adaptado de Anton Paar, 2019).
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Apds a combustdo, os analitos sdo absorvidos em uma solucdo adequada e
uma etapa de refluxo ainda pode ser aplicada para garantir a recuperacao dos analitos
(BARIN, 2003; FLORES et al., 2007; KRUG, 2016). Para a quantificacdo de metais,
os analitos sdo geralmente absorvidos em HNOs diluido. Inimeros trabalhos utilizam
a MIC para a posterior determinacdo de As, Cd, Hg e Pb (DUARTE et al., 2009;
MACIEL et al., 2014; MULLER et al., 2013; PEREIRA et al., 2012).

Quanto ao uso da MIC para a decomposigao de mel, um trabalho de Costa et
al. (2015) utilizou este método para a determinacéo de halogénios. Neste trabalho, foi
possivel decompor até 1 g de mel utilizando celulose microcristalina como auxiliar de
combustao e solugao de nitrato de aménio para ajudar na ignicao e uniformidade da
queima. Essa mistura foi feita sobre um filme de polietileno (PE) para decompor a
amostra na forma de invélucro. Os analitos foram absorvidos em solucdo de NH4OH
50 mmol L' obtendo recuperacgdes entre 99 e 104% para Br e |, respectivamente.
Todavia, ndo ha trabalhos que utilizem a MIC como método de preparo para a

decomposicado do mel, visando a quantificacao de As, Cd, Hg e Pb.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, 0s reagentes e as amostras
utilizadas no desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sédo descritos os métodos
de preparo de amostras utilizados, bem como as otimizacdes do método de MIC para

a posterior determinacgéo de As, Cd, Hg e Pb em mel por ICP-MS.
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3.1 INSTRUMENTACAO

Neste trabalho, para a decomposicdo de mel por combustio iniciada por micro-
ondas (MIC) foi utilizado um forno de micro-ondas (Synthos 3000, Microwave Sample
Preparation System, Anton Paar, Austria) equipado com um rotor de capacidade
maxima para 8 frascos de quartzo, com volume interno de 80 mL cada. O sistema
possui recomendacgdes de pressao, temperatura e poténcia maximas de 80 bar, 280
°C e 1400 W, respectivamente. Na MIC, a amostra foi utilizada na forma de invélucro
utilizando filmes de polietileno (PE) e inserida na base do suporte de quartzo
desenvolvido no Laboratorio de Hialotecnia da Universidade Federal de Santa Maria

(UFSM). Mais detalhes do equipamento utilizado podem ser visualizados na Figura 2.

Figura 2 — (A) Forno de micro-ondas Synthos 3000, Anton Paar (B) Rotor equipado
com 4 frascos de quartzo, na MIC.

Synthos 3000

Adicionalmente, foi feita a decomposic¢ao por via umida assistida por radiagao
micro-ondas em cadmara Unica de reagdo (MAWD-SRC) (UltraWAVE®, Single Reaction
Chamber, Milestone, Itélia) como método de referéncia. Para isso, foram utilizados
frascos de quartzo com volume interno de 40 mL cada. O frasco reacional de PTFE
contido no equipamento foi preenchido com 130 mL de H20 e 5 mL de HNO3 P.A.. A
pressao e a temperatura maximas foram estabelecidas como 160 bar e 270 °C,
respectivamente.

Para a determinacdo de As, Cd, Hg e Pb nos digeridos, foi utilizado um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (modelo NexION

300X®, Perkin Elmer, Canada) equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard
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tipo A, Golden, Estados Unidos), camara de nebulizagao ciclénica (Glass Expansion,
Australia) e tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de diametro.

Para a determinacdo de Hg ainda foi utilizado um sistema com geragéao de
vapor a frio e injecdo em fluxo, desenvolvido no Laboratério de Analises Quimicas
Industriais e Ambientais (LAQIA) da UFSM, acoplado a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (FI-CVG-ICP-MS), substituindo-se o sistema de
introdugédo de amostras convencional do ICP-MS.

A concentragao de carbono residual nos digeridos foi determinada utilizando
um espectrometro de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (modelo
Spectro Cirus CCD, Spectro Analytical Instruments, Alemanha) equipado com camara
de nebulizagdo duplo passo de vidro (tipo Scoft) e nebulizador de fluxo cruzado (cross
flow), tocha e tubo injetor de quartzo. O espectrémetro € configurado com vista axial
e possui a otica selada, permitindo assim a deteccdo de radiacdo na faixa do
ultravioleta abaixo de 190 nm. As condi¢bes operacionais dos equipamentos de
ICP-MS e ICP-OES estéo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢des operacionais para a determinacéo de As, Cd, Hg e Pb por
ICP-MS, e de C por ICP-OES.

Parametro ICP-MS ICP-OES
(F\’/?/t)éncia do gerador de radiofrequéncia 1300 1400

Vazao do gas principal (L min-') 15,0 12,0

Vazéo do gas auxiliar (L min) 1,2 1,0

Vazao do gas de nebulizagéo (L min') 1,08 1,00
Camara de nebulizacao Ciclonica Duplo passo
Nebulizador Concéntrico  Cross-flow
Vista - Axial
Analitos Is6topos Linha de emissdo, nm
C - 193,030 (1)
Y - 371,029 (Il
As 75 -

Cd 114 -

Hg 202 -

Pb 208 -

() linha de emisséao atémica e (Il) linha de emissao ibnica
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Os procedimentos de pesagem foram realizados em uma balanga analitica
(modelo AY220, Shimadzu, Japao) com resolugdo de 0,001 g e carga maxima de
220 g. Os papéis filtros utilizados na MIC foram descontaminados utilizando um banho
de ultrassom (P 120 H, Elmasonic, Alemanha) com poténcia de 300 W e frequéncia
de 37 kHz, bem como uma capela de fluxo laminar (CFLH 12, Veco do Brasil, Brasil)
para a secagem do papel filtro. Além disso, uma estufa convencional (modelo
400/2ND, Nova Etica, Brasil) foi utilizada para os procedimentos de secagem da
celulose microcristalina descontaminada e uma chapa de aquecimento (modelo ARE,
Velp Scientifica, Brasil) também foi utilizada para procedimentos de descontaminacéao

de materiais de laboratoério e celulose microcristalina.

3.2 REAGENTES

A agua utilizada no preparo das solu¢des e demais procedimentos passou por
um processo de destilagdo, seguida de deionizagdo em uma coluna de troca idnica
(condutividade maxima de 0,6 uS cm™) e, posteriormente, foi purificada em um
sistema Milli-Q (modelo Milli-Q®, Millepore, Estados Unidos), atingindo resistividade
minima final de 18,2 MQ cm. Os acidos concentrados nitrico (65%, Merck, Alemanha)
e cloridrico (37%, Merck, Alemanha) utilizados no trabalho foram destilados em um
sistema de sub-ebuligdo (modelo duoPUR® 2.01E, Milestone, Italia).

A solucdo de nitrato de aménio com concentragao de 6 mol L', utilizada como
iniciador de combustao, foi preparada a partir da dissolugdo de seu respectivo sal
(NH4NOs, Merck, Alemanha) em agua purificada. Além disso, discos de papel filtro
com baixo teor de cinzas (Black Ribbon Ashless n°® 5891, Schleicher & Schiill,
Alemanha) foram utilizados para auxiliar no processo de combust&o.

A avaliagao da exatidao do método de preparo de amostra desenvolvido neste
trabalho foi realizada por comparacdo com método de referéncia e por ensaios de
recuperacao de As, Cd, Hg e Pb. Para isso, foram utilizadas solugcbes de referéncia
monoelementares de cada analito, com concentragdo de 1000 mg L' (Merk,
Alemanha).

Para a determinacédo de As, Cd e Pb por ICP-MS, as solucdes de referéncia
utilizadas para a calibracdo foram preparadas a partir da diluigdo de uma solucao de
referéncia multielementar, com concentragdo de 10 mg L' (SCP33MS, SCP Science,

Canada) de cada analito, em HNO3 5% (v/v). Para a determinagéo de Hg por FI-CVG-
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ICP-MS, as solucgdes de referéncia foram preparadas a partir da diluicado de um padrao
estoque (1000 mg L' de Hg, SCP Science) em HNO3 5% (Vv/v).

Para a determinagéo de carbono por ICP-OES, as solugdes de calibragéo (10
a 500 mg L") foram preparadas a partir de diluigbes de uma solugéo de referéncia de
1000 mg L' de C, obtida pela dissolugdo do acido citrico monohidratado de elevada
pureza (Vetec, Brasil) em agua. itrio (Fluka, Estados Unidos) foi utilizado como padréo
interno na concentragao final de 1 mg L-'. Para eliminar interferéncias causadas por
CO2dissolvido, as amostras foram purgadas por 2 min com argonio.

Argbnio de pureza de 99,9998% (White Martins, Brasil) foi usado para a
geracao do plasma em ICP-OES e ICP-MS, bem como para a purga para a posterior
determinacao de carbono. Oxigénio de elevada pureza (99,6%, White Martins, Brasil)
foi utilizado para a pressurizacéo dos frascos na MIC.

Para a geracdo e transporte das espécies volateis de Hg, foram utilizadas
solugdes de HCI 1,0 mol L-" através da diluigdo de HCI concentrado destilado e NaBHa
0,1 mol L" (Vetec). A solugado de NaBH4 foi preparada diariamente pela dissolugédo do
reagente solido em solugdo de NaOH 0,1% (m/v) (Merck).

Materiais, como frascos de quartzo e vidrarias utilizados nos procedimentos de
MAWD e MIC, foram descontaminados utilizando acido nitrico concentrado P.A. (65%,

Vetec, Brasil).

3.3 AMOSTRAS

Foram utilizadas, ao todo, 9 amostras de mel de diferentes paises (Brasil,
Franca, india, Inglaterra A, Inglaterra B, Malasia, México e Turquia), as quais foram
identificadas no trabalho de acordo com o seu pais de origem. A amostra proveniente
da india foi escolhida arbitrariamente para a otimizagéo do método proposto, enquanto
as demais amostras de mel foram utilizadas para a aplicagdao do método.

Para a otimizacao do método proposto, foi preparada uma solugao estoque a
partir da diluigdo de padrdes de referéncia monoelementares de As, Cd, Hg e Pb. Foi
adicionado um volume suficiente desta solucdo sobre o mel, previamente ao
fechamento do invélucro, de forma a se obter uma concentragéo de 100 ng g™ (50 pL
de uma solugdo estoque de 1600 ug L") nos digeridos finais. Esses analitos foram
adicionados a amostra escolhida para a otimizacdo do método, em virtude da baixa

concentracdo presente no mel sem adicdo de padrdo. Vale salientar que esta
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concentracdo foi escolhida levando em consideracdo que a legislagdo impde

concentragdes na faixa de ppt como limites maximos estabelecidos.

3.4 PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

Todas as vidrarias e materiais comuns de laboratério utilizados foram lavados
com agua e descontaminados com HNOs 10% (v/v) por no minimo, 24 horas. Apds
esse procedimento, os materiais foram novamente lavados com agua e secos com ar
comprimido.

Os frascos de quartzo utilizados na MIC foram descontaminados com 6 mL
de HNO3s P.A., utilizando um programa de irradiagéo de: i) 10 min a 1000 W e ii) 20
min de resfriamento a 0 W. Para a MAWD-SRC, os frascos de quartzo foram
descontaminados com 6 mL de HNO3s P.A., utilizando o programa de irradiagao de: i)
rampa de 15 min até 250 °C com 15 min de permanéncia e ij) resfriamento até atingir
a temperatura de 50 °C. Os frascos e suportes foram lavados com agua e secos com
ar comprimido ao fim do procedimento.

A descontaminacédo dos papéis filtro utilizados na MIC foi feita utilizando-se
HNOs 20% (v/v) e agua. Os papéis foram imersos, primeiramente, em solugdo de
HNOs3 e submetidos a um tratamento em banho de ultrassom por 20 min. Apds, os
papéis foram imersos em agua e submetidos ao mesmo procedimento de banho de
ultrassom. Em seguida, o material foi lavado e seco em uma capela de fluxo laminar.

A celulose microcristalina de grau farmacéutico utilizada na confecgédo dos
invélucros de mel foi descontaminada com HNOs 20% (v/v) sob fervura durante 5
minutos em chapa de aquecimento. Apés, a celulose foi lavada 10 vezes com agua e

posteriormente seca em estufa a 70 °C.

3.5 COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-ONDAS

A decomposicao de mel por MIC foi baseada no trabalho de Costa et al. (2015)
que foi previamente utilizado para a posterior determinagao de halogénios. Para esse
procedimento, foram preparados involucros de polietileno (PE) contendo entre 0,2 e
1 g de mel, misturados, ou ndo, com 0,1, 0,2 e 0,4 g de celulose microcristalina, além
da adigéo, ou ndo, de 100 puL de NH4NO3 6 mol L' no invélucro. O involucro de PE foi
fechado com o auxilio de uma pinca e selado com um bastao de quartzo aquecido,
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para evitar possiveis vazamentos e projecbes da amostra durante a queima. Apos
isso, o excesso de PE foi removido. Vale salientar que a selagem do invdlucro foi
adaptada (utilizando bastao de quartzo ao invés da solda) para evitar contaminagées
observadas, principalmente, para o Pb. O procedimento geral de preparo do involucro

pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 — Procedimento de confeccédo dos involucros de PE (A) Mel foi adicionado
sobre metade da massa de celulose microcristalina utilizada; (B) O
restante da celulose foi adicionado sobre o mel; (C) 100 pL de NH4NOs foi
pipetado sobre a mistura de mel e celulose; (D) O invélucro foi selado para
ser posteriormente inserido no suporte de quartzo para a MIC

Apéds confeccionado, o involucro de PE com a mistura (amostra + celulose +
100 uL de NH4NOs3) foi inserido sobre um disco de papel filtro (15 mm de didmetro,
12 mg) umedecido com 50 uL de NH4NO3 6 mol L' na base de um suporte de quartzo.
O suporte foi, entdo, introduzido no frasco de quartzo contendo a solugao
absorvedora. Em seguida, os frascos foram fechados, posicionados no rotor e
pressurizados com 20 bar de oxigénio. O rotor com os frascos foi tampado e colocado

dentro da cavidade do forno e submetido a radiagao micro-ondas.
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Apos a combustdo e resfriamento dos frascos, a pressdo de cada frasco foi
liberada lentamente e os digeridos foram transferidos para frascos de polipropileno de
50 mL e diluidos com agua até 25 mL para a posterior determinagédo dos analitos.

Para o desenvolvimento do método proposto, foi avaliada a massa de amostra,
a utilizacao de auxiliares de combustdo, a composicdo e a concentracdo da solucéo
absorvedora, e o programa de irradiacdo utilizado na MIC. A exatiddo do método foi
avaliada por ensaios de recuperacao e por comparagcdo com o método de referéncia
(MAWD-SRC).

3.5.1 Avaliagdo da massa de amostra

Para a decomposicédo de mel por MIC para a posterior determinagao de As, Cd,
Hg e Pb por ICP-MS, foi avaliada a massa de amostra maxima que poderia ser
utilizada, sem o risco de ocorrer um aumento excessivo de pressao no sistema durante
a combustdo da amostra.

Para isso, massas de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 g de mel, foram avaliadas utilizando
6 mL de agua como solugdo absorvedora e programa de irradiagdo convencional
utilizado na MIC (item 3.5.3). Essa avaliagao foi baseada no trabalho de Costa et al.,
(2015), em que foi observado que, dependendo da massa utilizada, a combustao
completa da amostra n&o acontecia utilizando somente o mel, sem aditivo. Devido a
isso, além da massa de mel, foi avaliado juntamente a amostra, o uso de algum auxiliar

de combustéo.

3.5.1.1 Auxiliares de combustéo: celulose microcristalina e solugdo de NH4NO3

Foram avaliados 0,1, 0,2 ou 0,4 g de celulose microcristalina como auxiliar de
combustdo junto ao invélucro contendo o mel. Quando a massa minima de celulose
adicionada no mel ndo auxiliou a combustao, foi adicionado 100 pL de NH4NO3
6 mol L-! ao invélucro, antes da massa de celulose ser aumentada. Por fim, o uso do
involucro com orificios também foi avaliado. A melhor condigao de massa de amostra
foi escolhida com base no aspecto visual do digerido, na concentragao de carbono em
solucao e na taxa de aumento de presséo atingida no momento da combustéo, que

nao pode exceder o limite de 3 bar s™'.
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3.5.2 Avaliacéo da solucéo absorvedora

Apos a escolha da melhor condigdo de massa de mel a ser utilizada, foram
avaliadas diferentes solugdes absorvedoras de modo a se obter recuperagdes
quantitativas de As, Cd, Hg e Pb em mel enriquecido com 50 uL de solugao estoque
de 1600 ug L' (item 3.3). Para isso, foram avaliadas solugdes de HNO3 com diferentes
concentragdes (0,5, 1, 3, 5, 7 e 14,4 mol L-*), bem como o uso de agua como solugéo
absorvedora. O uso de solugdes diluidas foi priorizado para a otimizagao do método,

visando o menor consumo de reagentes e geragao de residuos.

3.5.3 Avaliacdo do programa de irradiacao

Neste parametro, dois programas de irradiagao foram avaliados a fim de obter
maiores recuperacgdes para As, Cd, Hg e Pb. O primeiro programa, (identificado como
Programa A) é utilizado convencionalmente na MIC e foi proposto por trabalhos
anteriores (MACIEL et al., 2014; MESKO et al., 2010; MULLER et al., 2013). Esse
programa consiste em: i) 1400 W por 5 min e ij) 0 W por 20 min para a etapa de
resfriamento. O segundo programa de irradiagao, (identificado como Programa B), foi

proposto por Costa et al., (2015), conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Programa de irradiagéo utilizado para a decomposicao de mel por MIC.

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo de permanéncia Exaustao
1 1400 - 50 s Fan 1
2 0 - 3 min Fan 1
3 1400 - 4 min Fan 1
4 0 - 20 min Fan 2

Taxa de aumento de pressédo: 3 bar s-!, temperatura maxima: 280 °C; pressdo maxima: 80 bar; Fan 1:
ventilagdo com vazao de ar de 60 m*® h'' e Fan 2: circulagdo forgcada com vazao de 125 m® h-!
(resfriamento)

3.6 DECOMPOSICAO POR VIA UMIDA ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS EM
CAMARA UNICA DE REACAO

A decomposicdo do mel por MAWD-SRC foi utilizada como método de

comparagao. Para isso, aproximadamente 0,5 g de mel foi adicionado a um frasco de
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quartzo contendo 6 mL de HNOs 14,4 mol L. As amostras em acido foram
previamente aquecidas em chapa de aquecimento durante 4 horas como medida de
seguranga, tendo em vista que o mel reage violentamente com o HNOs.

Apo0s, as amostras foram decompostas utilizando o seguinte programa de
irradiacao: /) 10 min até 130 °C, com 10 min de permanéncia ii) 5 min até 150 °C, com
5 min de permanéncia € iij) 10 min a 250 °C, com 10 min de permanéncia € iv) 30 min
para a etapa de resfriamento (até 45 °C). Apods a decomposicéo, os digeridos foram
transferidos para frascos de polipropileno e diluidos a 25 mL com agua para posterior
quantificacdo de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS.

3.7 CALCULO DO LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os LODs e LOQs dos métodos de preparo de amostra utilizados nesse trabalho
também foram comparados. O célculo do LOD, em ng g, foi realizado a partir de 10
leituras dos brancos, sendo o desvio padrao obtido por estas leituras, multiplicado por
3 e somado ao valor da média das concentragdes dos brancos. O volume de aferigao
(25 mL) e a massa de amostra utilizada em cada método também foram considerados.
O calculo do LOQ do método, em ng g, foi realizado da mesma forma, porém, o

desvio foi multiplicado por 10, ao invés de ser multiplicado por 3 (CURIE et al., 1995).

3.8 RESUMO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho, a MIC foi proposta como um método de preparo de amostras
para a decomposicdo de mel, visando a determinacdo de As, Cd, Hg e Pb por
ICP-MS. Parametros como a massa de amostra (com ou sem o0s auxiliares de
combustdo), concentracdo da solucdo absorvedora e programa de irradiacdo foram
estudados. Vale ressaltar que o uso de massa elevada de amostra e o0 emprego de
acido diluido foram priorizados. O fluxograma da Figura 4 mostra um resumo dos

procedimentos avaliados neste estudo.



Figura 4 — Fluxograma dos procedimentos experimentais avaliados neste estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
avaliacdo dos parametros utilizados na decomposicdo por MIC visando a
determinacao de As, Cd, Hg e Pb em mel por ICP-MS. Para isso, foi avaliada a massa
de amostra, auxiliares de combustdo, a concentracdo da solucado absorvedora e o
programa de irradiagdo utilizado na MIC. Além disso, a MAWD-SRC foi empregada
como método de referéncia, para fins de comparacdo com o método proposto. As
melhores condi¢cdes foram selecionadas com base nos ensaios de recuperacao dos
analitos e na concordancia com o método de referéncia, utilizando o teste t de student

(com nivel de confianca de 95%) ou ANOVA (com nivel de confian¢a de 95%).
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4.1 MAWD PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE As, Cd, Hg E Pb POR ICP-MS

Para a obtencgao de valores de referéncia para As, Cd, Hg e Pb na amostra de
mel escolhida (india) para a otimizacéo do trabalho, foi feita a decomposicéo desta,
utilizando o método de MAWD-SRC. Assim, 0,5 g de mel foi decomposto utilizando 6
mL de HNO3 14,4 mol L', conforme procedimento descrito no item 3.6 (Materiais e
Métodos). Os resultados obtidos para As e Pb por ICP-MS foram de 37,04 e 34,34
ng g™, respectivamente. Entretanto, os valores de Cd e Hg ficaram abaixo do limite de
deteccgao (LOD) do método (7,70 e 5,70 ng g, respectivamente).

A decomposicdao da amostra enriquecida por MAWD-SRC apresentou
recuperagdes quantitativas para todos os analitos: 93,5% + 6,3% (As), 90,4% £ 0,2%
(Cd), 93,2% + 3,0% (Hg) e 89,5% + 3,0% (Pb). Logo, a MAWD-SRC mostrou-se
adequada para a posterior determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS.

Em virtude das baixas concentragdes de Cd e Hg presentes no mel escolhido,
foi feita a adicdo de uma solugdo padrao desses analitos na amostra, conforme
descrito no item 3.3 (Materiais e Métodos), e a recuperagao dos analitos adicionados
foi calculada considerando o valor real obtido pela quantificacdo da solugao estoque
por ICP-MS.

4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS DA MIC PARA A DETERMINACAO DE As, Cd,
Hg E Pb POR ICP-MS

4.2.1 Avaliacdo da massa de amostra

O método proposto por Costa et al., (2015) para a decomposicdo de mel foi
utilizado como base para a avaliagdo desse parametro. Assim, foram avaliadas
massas de 0,2 a 1 g de mel sem aditivos, conforme item 3.5.1 (Materiais e Métodos).
Entretanto, apenas a massa de 0,2 g apresentou combustdo completa, quando néo

foi adicionado nenhum auxiliar de combustdo. Como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Aspecto do digerido/solucéo resultante da MIC de (A) 0,2 g e (B) 0,4 g de
mel utilizando 6 mL de 4gua como solucdo absorvedora e 20 bar de O2
para a pressurizacao dos frascos.

Como pode ser visualizado na Figura 5A, a massa de 0,2 g apresentou aspecto
transparente e incolor no digerido final apés MIC (96,7 + 54,8 mg L' de carbono
dissolvido). Entretanto, pode-se observar na Figura 5B, que utilizando 0,4 g de mel,
nao houve decomposicdo total da matriz organica (carbono dissolvido néo
guantificado devido ao aspecto da solucdo). Desta forma, também foi avaliado o uso

de auxiliares de combustao.

4.2.1.1 Uso de auxiliares de combustao: celulose microcristalina e solugcédo de NH4sNOs3

A adicéo de celulose em massas de amostra superiores a 0,2 g, bem como a
adicdo de 100 pL de NH4sNOs 6 mol L* ao invélucro, foi feita de acordo com o item

3.5.1.1 (Materiais e Métodos). A Tabela 5 mostra o resultado desta avaliagéo.
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Tabela 5 — Avaliacdo do aspecto dos digeridos de MIC apos adicdo de celulose
microcristalina a diferentes massas de mel. Usou-se 6 mL de dgua como
solucdo absorvedora e programa de irradiacdo A. Os frascos foram
pressurizados com 20 bar de O2 em todas as condigdes.

Massa de 0,19 0,2 g de 0,4 g de
Sem celulose
amostra (g) Celulose celulose celulose
0,2 v n.a n.a n.a
0,4 X v n.a n.a
0,6 X Xe v n.a
0,8 X X X v
1,0 X X X X

v — Combustdo completa (aspecto transparente e incolor);
X — Combustéo incompleta.

* — Adi¢do de 100 pyL de NH4sNO3s 6 mol L1
n.a — N&o avaliado

Como pode ser observado na Tabela 5, a combustdo de 0,4 g de amostra s6
foi possivel com a adicdo de 0,1 g de celulose ao invélucro de PE, apresentando
aspecto transparente no digerido final (60,4 + 39,3 mg L de carbono dissolvido).
Entretanto, ao avaliar a mesma massa de celulose (0,1 g) para 0,6 g de mel, n&o foi
observada a combustdo completa da matriz. O aspecto desta combustdo pode ser

visualizado na Figura 6.

Figura 6 — Aspecto do digerido obtido na MIC de 0,6 g de mel com 0,1 g de celulose,
utilizando agua como solucéo absorvedora.
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Desta forma, foi avaliada a adicdo de 100 uL de NH4NOz 6 mol L't ao invélucro,
conforme proposto por Costa et al. (2015). Entretanto, ndo foi observada melhora
visual no aspecto dos digeridos. Por este motivo, a massa de celulose adicionada foi
aumentada para 0,2 g, sendo observada entdo a combustdo completa da matriz
(carbono dissolvido < 25 mg L™1).

Ao aumentar a massa para 0,8 g de mel, foi observado o mesmo
comportamento. A queima da amostra n&o foi completa utilizando 0,2 g de celulose,
apesar da adicdo de 100 pyL de NH4sNOs 6 mol L* no invélucro, sendo necessaria a
adicao de 0,4 g de celulose para se obter digeridos de aspecto transparente e incolor
(carbono dissolvido < 25 mg L1). Além do aumento da massa de celulose.

Para a combustdo de 1 g de mel, além da adi¢édo de 0,4 g de celulose e 100 uL
de NHsNOsz 6 mol L%, foram feitos pequenos orificios no invélucro de PE a fim de
aumentar o contato da amostra com o O2. Apesar disso, ndo foi observada a
combustdo completa nessa condicdo utilizando o programa de irradiacédo A. Por isso,
a fim de verificar a influéncia do programa de irradiagédo em 1 g de mel e auxiliares, a
mesma condicdo foi realizada aplicando o programa de irradiacdo B (item 3.5.3).
Entretanto, independente do programa utilizado, nenhuma dessas condi¢des foi
eficiente, sendo obtidos digeridos heterogéneos de aspecto turvo e cor escura (Figura
7).

Figura 7 — Aspecto dos digeridos em triplicata apds a combustdo de 1 g de mel,
utilizando 0,4 g de celulose, 100 puL de NH4sNO3 6 mol L e orificios no
invélucro, utilizando o Programa A.
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Além do aspecto visual dos digeridos, a eficiéncia de combustao também foi
avaliada nas condicfes de massa de mel que resultaram no aspecto transparente, a
fim de verificar a massa maxima de amostra que pode ser utilizada para posteriores
otimizacbes do método. Na Figura 8 estdo apresentadas as relagfes entre a condi¢ao

de massa de mel utilizada e o teor de carbono em solucéo.

Figura 8 — Concentracao de carbono em solucéo para diferentes condicdes de massa
de mel, utilizando 6 mL de agua como solucédo absorvedora.

200 -
‘T_I

> 150 -

£

S

'g 100 -

o <25mgL”
© 50 -

S } |

0
0,29 049 0,69 0,89

Massa de mel

A Figura 8 mostra que, as condi¢cfes de 0,2 g de mel sem celulose e 0,4 g de
mel (com adi¢éo de 0,1 g de celulose) podem nao ter sido ideais para a decomposicao
completa da amostra, apesar do aspecto limpido das solucdes. Isso pode ser notado
pela elevada concentracdo de carbono e desvios padrdo, quando comparados as
demais condicbes. Apesar disso, essas concentracbes de carbono néo
comprometeriam a determinacao de As por ICP-MS, tendo em vista que o0 acréscimo
do sinal para esse analito s6 é observado acima de 30 g L' (GRINDLAY et al., 2013).

Para as condicdes de 0,6 g de mel (com adicdo de 0,2 g de celulose) e 0,8 g
de mel (com adicdo de 0,4 g de celulose), a concentracdo de carbono em solucao
mostrou-se abaixo do LOD do método (25 mg L™). Logo, ambas condi¢cdes mostraram-
se viaveis para serem utilizadas em futuras otimiza¢des da MIC.

Quanto ao aumento da pressédo na MIC das diferentes massas avaliadas, nao
foi observada presséo superior a 45 bar durante a combustéo, até mesmo utilizando
a massa maxima de 1 g de mel com adicdo de 0,4 g de celulose. Desta forma, todas

as condicdbes de massas avaliadas poderiam ser utilizadas com baixo risco
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operacional. Entretanto, a maxima condicdo de massa escolhida sem riscos
operacionais e com baixas concentracdes de carbono dissolvido foi a de 0,8 g de mel
com adicao de 0,4 g de celulose microcristalina, tendo em vista que testes realizados
com e sem a adicdo de 100 pL de NHiNOs 6 mol L' mostraram que ndo houve

diferenca na concentracéo de carbono dissolvido.

4.2.2 Avaliagdo da solugédo absorvedora

ApG6s a otimizagdo da massa de amostra, foram avaliadas diferentes
concentracbes de HNOs como solucdo absorvedora, sendo a melhor condicdo
escolhida com base na recuperacédo dos analitos. Para isso, foram avaliadas solucées
de HNOs com concentracdo entre 0,5 e 14,4 mol L, além de &gua, como solucdo
absorvedora, conforme descrito no item 3.5.2 (Materiais e Métodos).

A decomposicdo da amostra por MIC foi feita utilizando 0,8 g de mel, 0,4 g de
celulose microcristalina e 100 pL de NH4NO3s em um invélucro de PE, 6 mL de solucéo
absorvedora e o programa de irradiagéo A. As recuperagdes obtidas para As, Cd, Hg
e Pb por ICP-MS utilizando diferentes solu¢des absorvedoras estédo apresentadas na
Figura 9.

Figura 9 — Recuperacédo de () As, () Cd, (m) Hg e (m) Pb apds procedimento de
MIC usando agua e HNO: 0,5; 1; 3; 5; 7; 14,4 mol L' como solucédo
absorvedora. Invélucro de PE contendo 0,8 g de mel, 0,4 g de celulose e
100 pL de NH4NOs, programa de irradiacao A.
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Como pode ser observado na Figura 9, foram obtidas recuperacfes
guantitativas (acima de 90%) sem diferenca significativa entre si, para todos os
analitos quando solugées de HNOs com concentracGes de 1 a 14,4 mol L foram
utilizadas. J& para HNOs 0,5 mol L* e para a agua, foram observadas recuperagées
inferiores para Hg e para Pb, tendo em vista que apresentou diferenca significativa em
comparacao as demais concentracfes avaliadas (ANOVA, 95% de confianca). Apesar
disto, estas duas condicbes nao apresentaram diferenca significativa para as
recuperacbes de As e Cd (ANOVA, 95% de confianga), quando comparados as
demais concentracdes.

Assim, a solucdo de HNO3z 1 mol L foi escolhida como solugéo absorvedora
para os demais experimentos. Entretanto, cabe ressaltar que foi observado um desvio
elevado nessa condig&o ao utilizar o Programa A. Em decorréncia disso, foi avaliado
um segundo programa de irradiacdo, a fim de verificar se havia melhorias quanto a

recuperacao e desvio padrao (SD) dos analitos.

4.2.3 Avaliacédo do programa de irradiacéo

Para todos os parametros avaliados até entdo, foi utilizado o Programa de
irradiacdo A (descrito no item 3.5.3). Entretanto, € possivel que o elevado SD
observado seja devido a um arraste da amostra durante o processo de combustao,
tendo em vista que a etapa de refluxo € feita ao mesmo tempo que a etapa de
combustdo (COSTA et al., 2015). Assim, avaliou-se o Programa B recomendado por
Costa et al., (2015), em que €é inserida uma etapa intermediaria entre a combustao e
a etapa de refluxo, de forma a evitar projecdes e a garantir a combustdo completa da
amostra. As recuperacdes obtidas utilizando os dois programas de irradiacdo podem

ser observadas na Figura 10.
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Figura 10 — Recuperacéo para (™) As, () Cd, (m) Hg e (m) Pb apos aplicacdo dos
programas de irradiagéo. Involucro de PE contendo 0,8 g de mel, 0,4 g
de celulose e 100 pL de NHsNOs, HNOs 1 mol L? como solugéo
absorvedora.

100

80 “

60 -

Recuperagao, %

40 -

20 -

Programa de Irradiagao

Como pode ser observado na Figura 10, o programa de irradiacao B possibilitou
uma recuperagao superior para As, tendo em vista que apresentou diferenca
significativa (teste t de student, 95% de confianca) quando comparado ao Programa
A. Apesar de ndo haver diferenca estatistica na recuperacdo dos demais elementos
(teste t de student, 95% de confianca), é possivel observar uma tendéncia a menores
desvios e recuperacdes mais proximas de 100%. Esse comportamento também foi
observado no trabalho de Costa et al., (2015) e segundo a autora, a aplicacdo de uma
etapa intermediaria, entre a combustéo e refluxo, garantiria uma combustdo completa
da amostra, desta forma, o programa de irradiacdo B foi escolhido para as demais

avaliagoes.

4.3 AVALIACAO DA EXATIDAO DA MIC

A melhor condi¢cao observada e utilizada no método proposto foi: invélucro de
PE contendo 0,8 g de mel + 0,4 g de celulose microcristalina + 100 uL de NH4NOs3,
utilizando 6 mL de HNO3 1 mol L' com o programa de irradiagao B. Esta condigao foi

comparada com o método de referéncia (MAWD-SRC), que utilizou HNOs
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14,4 mol L-' como solugdo de decomposigao e programa de irradiagdo mais longo (40
min) para a decomposi¢dao do mel. A concordancia entre os métodos pode ser

visualizada na Figura 11.

Figura 11 — Concordancia entre a recuperacéao de As, Cd, Hg e Pb utilizando o método
de referéncia e o método proposto (MIC): 0,8 g de mel + 0,4 g de celulose
microcristalina + 100 puL de NH4NQOg, utilizando 6 mL de HNO3 1 mol L
com o programa de irradiagdo B. A linha representa os valores obtidos
pelo método de referéncia (MAWD, n = 3).
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Como pode ser observado na Figura 11, os resultados encontrados para As,
Cd, Hg e Pb ap6s a decomposicéo de 0,8 g de mel por MIC n&do apresentaram
diferenca significativa (teste t de student, 95% de confianga) quando comparados aos
valores obtidos pelo método de referéncia (MAWD-SRC). A concordancia do método
foi de 99,3 e 99,7% para As e Cd, respectivamente e de 104% para Hg e Pb. Assim,
a decomposicdo de 0,8 g de mel pelo método proposto, utilizando HNO3 1 mol L
como solugao absorvedora, mostrou-se adequada para a posterior determinacéao de
As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS.

4.3.1 Figuras de mérito

Apods a otimizagdo do método proposto (MIC) para a decomposi¢céo de mel e
posterior determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS, foi feita a avaliacdo dos
parametros pertinentes a MIC comparados com o método de referéncia (MAWD),

conforme apresentado na Tabela 6. Vale salientar que os calculos dos limites de
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deteccao e quantificacdo, expressos em ng g-!, foram descritos no item 3.7 (Materiais

e Métodos).

Tabela 2 — Resumo dos parametros dos métodos de decomposicao de mel avaliados
neste trabalho.

Método de decomposicao

Parametros
MIC MAWD-SRC
Massa de amostra, g 0,8 (+ 0,4 g de celulose 0,5
+ 150 pL de NH4NO3)
Reagentes HNO3 1 mol L™ HNO3 14,4 mol L
+ NH4NO3 6 mol L™
Tempo total de procedimento, min 28 70
Numero de replicatas por ciclo de 8 4
decomposicao
LOD, ng g*
As 1,10 0,80
Cd 1,70 7,70
Hg 2,90 5,70
Pb 4,60 7,70

Como pode ser observado na Tabela 6, o procedimento de MIC proposto
apresentou menores LODs quando comparados a MAWD (exceto para As). Isso pode
ser justificado pela maior massa de mel utilizada no método proposto, causando a
diminuicao desse parametro. O tempo de decomposi¢cao de mel também apresentou-
se como uma das principais vantagens do método, tendo em vista que em 28 minutos
foram obtidas recuperacgdes quantitativas para todos os analitos. Vale salientar que na
MIC, n&o é necessaria a etapa de repouso da amostra (4 horas), pois a matriz entra
em combustdo nos primeiros segundos do programa de irradiagao (FLORES et al.,
2007), apresentando maior seguranga em relagdo a MAWD-SRC, em que o mel entra
em contato direto com o acido concentrado. Por fim, o uso de HNO3 1 mol L' como
solucao absorvedora também se mostra adequado, ocorrendo um menor consumo de
reagentes, quando comparado a MAWD, onde em cada frasco sdo consumidos 6 mL
de HNO3 14,4 mol L.
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A MAWD-SRC e o método de MIC proposto no presente trabalho também
podem ser comparados aos demais métodos relatados na literatura. Na Tabela 7
podem ser observados os LODs obtidos em diversos trabalhos da literatura, para a
determinacdo de As, Cd, Hg e Pb em mel por diferentes técnicas de deteccdo e

utilizando métodos de preparo de amostras variados.
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Tabela 3 — Limites de deteccéo para a determinacgéo de As, Cd, Hg e Pb em mel em trabalhos da literatura (periodo de 2013 a 2020).

Os valores estéo expressos em ng g*.

Preparo de amostras Tecn|<.:a d‘f LOD, ng g™ Referéncia
determinagao
SPE: massa: 10 g (dissolvidos em agua e acidificado com HNO3
com volume final de 100 mL) FAAS 50(Cd)e 73 STECKA, H. et al.,
Reagentes: 10 mL de HCI 3 mol L' em Dowex 50Wx8-400 (Pb) (2014)
Tempo: 30 min (todo o processo)
DLLME: massa: 0,5 g
Reagentes: 300 pL de acetonitrila (Cd), 900 uL de acetona (Pb) FAAS 18 (Cd) e 135 ROSA, F. C. et al.,
e 140 uL de tetracloreto de carbono (Pb) (2015)
Tempo: cerca de 6 min
MAWD: massa: 1 g SILICL S. ef af
, S. etal,
Reagentes: 6 mL de HNO3 14,4 mol L GF-AAS 150 (Cd) e 170
. (Pb) (2013)
Tempo: 31 min
MAWD: massa: 0,5 g
R tes: 3 mL de H20 e 2,5 mL de HNO3 65% CP-MS SILANDZIC, N
eagentes: 3 mL de e 2,5mLde 3
J . ° (Quadrupolo) 1,0 (Cde Pb) etal., (2017)
Tempo: 53 min
MAWD: massa: 0,5 g
ICP-MS ROSA, F. C. et al,,
Reagentes: 6 mL de HNO3 14,4 mol L™’ 9,0 (Cd) e 62
(Quadrupolo) (Pb) (2015)

Tempo: 47 min
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Tabela 7 — Limites de deteccéo para a determinacéo de As, Cd, Hg e Pb em mel em trabalhos da literatura (periodo de 2013 a 2020).

Os valores estéo expressos em ng g*.

Técnica de )
Preparo de amostras ] . LOD, ng g Referéncia
determinagao
MAWD: massa: 0,5 g
ICP-MS 1,20 (As), 0,40 (Cd)  SPIRIC, D. et al.,
Reagentes: 5 mL de HNO3 14,4 mol L' e 1,5 mL de H202 30%
. (Quadrupolo) 0,30 (Hg) e 2,0 (Pb)  (2019a)
Tempo: 35 min
MAWD: massa: 0,5 g
ICP-MS 1,0 (Ase Cd)e 2,0 SPIRIC, D. et al.,
Reagentes: 5 mL de HNO3 14,4 mol L' e 1,5 mL de H202 30%
. (Quadrupolo) (Pb) (2019b)
Tempo: 35 min
MAWD: massa: 1 g
ICP-MS 30 (As), 10 (Cd e Hg) QUINTO, M. et al.,
Reagentes: 6 mL de HNO3 68% e 2 mL de H202 30%
. (Quadrupolo) e 200 (Pb) (2016)
Tempo: 95 min
MAWD: massa: 0,5 g
ICP-MS 0,80 (As), 7,70 (Cd e  Presente estudo
Reagentes: 6 mL de HNO3 14,4 mol L'
. (Quadrupolo) Pb), 5,70 (Hg) (2020)
Tempo: 50 min
MIC: massa: 0,8 g + 0,4 g de celulose
ICP-MS 1,10 (As), 1,70 (Cd) e Presente estudo
Reagentes: 6 mL HNO3z 1 mol L' + 150 uL NH4NO3 6 mol L'
(Quadrupolo) 2,90 (Hg) e 4,60 (Pb) (2020)

Tempo: 28 min
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Como pode ser visto na Tabela 7, ao aplicar o método proposto para a
determinacao de As, Cd, Hg e Pb, foi possivel obter LODs semelhantes ou inferiores
aos outros métodos relatados na literatura. Além dos baixos LODs, o método proposto
também apresentou vantagens quando comparado aos métodos de extragao
utilizados na literatura para a determinagao desses analitos em mel.

O trabalho de Rosa et al., (2015) apresentou a DLLME como método proposto
para a quantificacido de Cd e Pb em mel, com LODs superiores ao presente trabalho.
Além disso, a DLLME, apesar do volume baixo de solvente empregado, faz uso de
solventes organicos toxicos como os organoclorados, em comparagao com a MIC
proposta, que faz uso de acido nitrico diluido como solugao absorvedora.

Outro método que pode ser comparado com a MIC é a SPE proposta no
trabalho de Stecka et al., (2014) no qual os melhores resultados foram obtidos
somente quando aplicada uma etapa prévia de preparo do mel, por meio da
acidificacédo com HNOs, diluigdo da solugao acidificada ou até mesmo uma etapa com
aquecimento. Além disso, o uso de 10 mL de HCI 10 mol L' para a eluigédo dos analitos
nas resinas de troca catidnicas é elevado, quando comparado ao volume de acido e
concentragao da solucao utilizada no método de MIC proposto neste trabalho.

Essas vantagens como os baixos LODs, menor consumo de reagentes e tempo
de preparo de amostra (quando comparadas a outros métodos utilizados na literatura),
torna viavel a utilizagcdo do método de MIC proposto para a posterior determinacao de

As, Cd, Hg e Pb em amostras de mel de diferentes origens geograficas.

4.4 APLICACAO DO METODO PROPOSTO PARA MEL DE DIFERENTES ORIGENS
GEOGRAFICAS

Ap06s a otimizagcao do método de MIC para a decomposi¢cao de mel e posterior
determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS, esse foi aplicado para as demais
amostras. Na Tabela 8 sao apresentadas as concentracdes de As, Cd, Hg e Pb em

diferentes tipos de mel apés decomposicao por MIC e determinagao por ICP-MS.
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Tabela 8 — Determinacédo de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS em amostras de mel de
diferentes origens geograficas apds decomposi¢cdo usando o método
proposto. (valores em ng g1, média + desvio padréo, n = 3).

Concentragao, ng g

Amostra
As Cd Hg Pb

Austria <220 <210 < 4,80 < 5,70
Brasil <2,20 <2,10 <4,80 <5,70
Franca <220 <210 <4,80 <570
india 36,30 + 5,61 <2,10 <4,80 32,98 + 4,63
Inglaterra A 9,63 £ 0,64 <2,10 <4,80 3,67 +£0,10
Inglaterra B 6,45 + 3,38 <2,10 <4,80 4,01 £0,04
Malasia 8,26 + 0,61 <2,10 < 4,80 11,0 £ 0,37
México 3,51+0,72 19,0 £ 2,1 <4,80 <5,70
Turquia 9,19+ 0,49 3,43 +0,33 <4,80 6,56 + 0,14

Valores < LOQ

Como pode ser observado na Tabela 8, a amostra proveniente da india
apresentou as maiores concentragcdes de As e Pb entre as amostras aplicadas no
presente trabalho. Quanto aos limites estabelecidos no Brasil, nenhuma das amostras
ultrapassou a concentragdo de 500 ng g™' para As, Cd e Pb e 0,01 ppb para Hg (Brasil,
1965; Brasil, 2000), bem como a legislagcao internacional mais recente estabelecida
pela Unido Europeia, de 500 ng g para Cd e Pb e 1000 ng g*' para Hg (CE, 1999;
CE, 2006).

A amostra proveniente da Turquia também apresentou valores quantificaveis
para As, Cd e Pb. Quando comparada a outras amostras do mesmo pais, a
concentragéo de 6,56 ng g-' para Pb foi superior as concentragdes encontradas por
Silici et al. (2013) em méis da regido de Yatagan e Madenler (4,43 e 4,01 ng g™,
respectivamente). Entretanto, a concentragido de 6,56 ng g' de Pb encontrada no
presente estudo, foi inferior quando comparada as amostras de demais origens da
Turquia. Isso pode ser explicado pela influéncia da presencga de usina termelétrica na
regidao do estudo por Silici et al. (2013), gerando uma maior concentragao de Pb no

mel.
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Essa variacao entre a concentracéo de diferentes méis no mesmo pais ocorre
de modo geral, para todas as amostras e em diferentes estudos, tendo em vista que
essa alternancia esta associada a origem geografica, morfolégica do mel e, também
origem floral. Além disso, a produ¢ao do mel e o meio em que a colmeia esta inserida,
afeta diferentemente na composicédo e qualidade do mel pois este produto se torna
exposto as contaminagdes decorrentes de atividades antropogénicas (ANDRADE et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017).

A decomposigado das amostras foi completa em todos os casos e o método de
MIC proposto, mostrou-se pratico e de facil operagao. Apesar do tempo de confecgao
do invélucro, o tempo total de preparo de amostra € desprezivel quando comparado a
MAWD, em que o mel necessita da etapa de repouso por 12 horas. Assim, a MIC
desenvolvida pode ser aplicada para analise de rotina no controle de qualidade do

mel.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, é possivel afirmar que o método proposto para
a decomposicdo de mel por MIC é adequado para a posterior determinacdo de As,
Cd, Hg e Pb. Esse método possibilitou a decomposicao eficiente (concentracdo de
carbono residual inferior a 25 mg L) de uma massa relativamente elevada de mel
(0,8 g + auxiliares de combustéo) utilizando apenas 6 mL de HNO3 1 mol L't em um
procedimento rapido (28 minutos) de decomposicao.

O método proposto apresentou concordancia de 99,3 e 99,7% para As e Cd,
respectivamente e de 104% para Hg e Pb quando comparado ao método de referéncia
(MAWD-SRC) (teste t de student, 95% de confianca). A MIC apresentou vantagens
como o menor tempo de preparo de amostras e a utilizacdo solucdes diluidas. Além
disso, o método possibilitou a utilizacdo de maior massa de amostra para a
decomposicdo de mel, aumentando assim, a detectabilidade reduzindo os LODs e
LOQs do método.

Cabe destacar, também, que os LOQs para todos os analitos foram adequados
para a determinacédo de As, Cd, Hg e Pb em mel, sendo no minimo 84 vezes menores
que os limites estabelecidos na legislacdo. O método de MIC proposto mostrou-se
adequado e foi aplicado para a decomposicdo de mel de diferentes origens

geograficas.
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