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RESUMO

Titulo: Determinacédo de halogénios em mel ap6s decomposi¢cdo com peréxido
de hidrogénio usando sistema de alta presséo

Autor: Juliana Pinheiro de Souza

Orientador: Edson Irineu Miller

Neste trabalho foi avaliado um sistema de camara de reacdo uUnica (SRC) de alta
pressdo para a decomposicdo de mel onde se buscou utilizar um reagente que
atendesse aos principios da quimica verde. Dentre os agentes oxidantes estudados,
optou-se pela utilizacdo do H,O,, pois este ndo gera residuos téxicos e tem como
principal produto de sua decomposi¢do a agua. Dessa maneira, foi utilizado o H,O,
em meio alcalino para a decomposicdo de mel e posterior determinacao de F, Cl, Br
e |. Foram avaliados parametros como temperatura de decomposi¢cédo, volume de
H,O,, massa de amostra e volume de NH4OH. Essas avaliagbes objetivaram a
reducdo da concentracdo de C nos digeridos visando a minimizacdo das possiveis
interferéncias causadas na etapa de determinacdo. ApOs as otimizacbes dos
parametros para a decomposicao, foi avaliada a interferéncia de C na determinacao
de CI, Br e | por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS). A determinacdo de F foi feita por eletrodo ion seletivo (ISE). Nas
decomposicdes utilizando H,O, em meio alcalino em SRC de alta presséao (199 bar),
massas de 500 mg de mel foram decompostas com 8 mL de H,O,, 550 uL de
NH4OH, temperatura de 250 °C e tempo de decomposi¢cdo de 30 min. Os digeridos
obtidos pelo método proposto apresentaram concentracdes inferiores a 200 mg L™
de C em solucdo o que ndo causa interferéncias na determinacéo de ClI, Br e | por
ICP-MS. Concentrac6es inferiores a 200 mg L™ nos digeridos, totalizam cerca de 3%
do C total presente no mel. A exatiddo do método proposto foi avaliada utilizando
ensaios de recuperacdo, decomposicdo de dois materiais de referéncia
(NIST 8433 - corn bran e NIST 1568a - rice flour), e por comparacao dos resultados
com os obtidos por combustéo iniciada por micro-ondas (MIC). Os resultados obtidos
através de todos os ensaios de exatiddo ndo apresentaram diferenga significativa
guando comparados. Os limites de quantificacdo (LOQ) para cada elemento obtidos
pelas técnicas utilizadas, F por ISE e ClI, Br e | por ICP-MS, foram de 8, 23, 0,07 e
0,01 pg g™ para F, Cl, Br e |, respectivamente.



ABSTRACT

Title: Halogens determination in honey after decomposition with hydrogen

peroxide using high pressure system

Author: Juliana Pinheiro de Souza
Advisor: Edson Irineu Miller

In this work the sample preparation method for honey decomposition using H,O in
alkaline medium at high pressure system for further determination of F, Cl, Br and |
was evaluated. In this way, some parameters such as temperature, volume of H,O,,
sample mass and volume of NH;OH were evaluated to produce digests with the
minimum concentration of residual carbon. After optimization of the parameters for
decomposition, the C interference by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) were evaluated for further determination of Cl, Br and I. Fluorine was
determined by ion selective electrode. Decomposition with H,O, in alkaline medium
using high pressure system was carried out using masses up to 500 mg of honey,
8 mL of H,O,, 550 pL of NH4OH and temperature of 250 °C. The final digests
obtained by the proposed method have shown a concentration of C lower than
200 mg L™ which represent approximately 3% of total C in honey. The accuracy of
the proposed method was evaluated using recovery, two reference materials
(NIST 8433 - corn bran reference material and NIST 1568a - rice flour reference
material) and by comparison between values obtained using proposed method and
those obtained by MIC. The obtained results by accuracy tests were considered.
Limits of quantification (LOQ) obtained for halogens by the proposed method were
8 ug g, 23 pug g, 0,07 pg gt e 0,01 pg g* for F by ISE, Cl, Br and | by ICP-MS,

respectively.



1. INTRODUCAO

O mel é definido como um produto natural elaborado por abelhas a partir do
néctar de flores, nectarios extraflorais e exsudatos sacarinicos das plantas. Pode ser
caracterizado por ser um produto complexo visto que ja foram encontradas diversas
substancias em sua composicdo. Os principais componentes podem ser divididos
em trés grupos principais: acgUcares, agua e diversos. Os principais acgucares
encontrados na composicdo do mel sdo os monossacarideos glicose e frutose,
totalizando aproximadamente 70% da composicdo média do mel.*

O mel pode ser originado de diversas fontes florais o que pode acarretar em
uma variacdo na concentracdo de alguns elementos. Devido a isso, o mel pode ser
considerado um importante indicador ambiental, sendo possivel relacionar a
concentracdo de alguns elementos com a regido de origem de cada mel.%*°

A determinacdo de elementos como F, Cl, Br e | é de grande importancia
devido aos principais problemas desses elementos relacionados a saude humana.
Diante dessa importdncia de determinacdo, algumas técnicas analiticas estédo
disponiveis para a determinacdo de halogénios, tais como a potenciometria com
eletrodo ion seletivo (ISE) e a cromatografia de ions (IC), ambas para a
determinacdo de F, e a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) para a determinacdo de CI, Br e |. Entretanto, essas técnicas
necessitam de uma etapa prévia de preparo de amostra para que os analitos
estejam em solucdo para serem quantificados. Além disso, um método adequado
deve proporcionar uma completa remocao/degradacdo da matriz, recuperacao
guantitativa dos analitos, permitir sua implantacdo como andlise de rotina nos

laboratérios e minima utilizacdo de reagentes.®”’

Camargo, R. C. R., et al., Mel: Caracteristicas e propriedades (2006).

Agriculture Handbook Number 335 (1980).

ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, http://www.anvisa.gov.br/ (2013).
Pisani, A., et al., Food Chemistry 107 (2008) 1553-1560.

Pohl, P., et al., TrAC-Trends in Analytical Chemistry 28 (2009) 117-128.

Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).
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Introducéo 2

Devido as caracteristicas e particulares dos halogénios, a etapa de preparo
de amostra envolve algumas dificuldades. Alguns métodos de preparo de amostra
como a piroidrolise, a extracdo em meio alcalino e a combustdo iniciada por
micro-ondas (MIC) estdo disponiveis para posterior determinacao de F, Cl, Br e |I.
Entretanto, séo escassos os trabalhos que relatam a utilizagédo da decomposigéo por
via Umida utilizando agentes oxidantes, devido ao risco de perda por volatilizacdo de
F,Cl,Brel.’

Em consequéncia disso, este trabalho tem por objetivo propor um método de
decomposicdo de amostras de mel com H,O, em meio alcalino utilizando sistema de
camara de reacao Unica (MAD-SRC) de alta presséo para posterior determinacao de
F, Cl, Br e I. Foram avaliados parametros que influenciam a decomposi¢do do mel
por esse método, tais como temperatura de decomposicao, volume de H,O,, massa
de amostra e volume de NH4OH. ApGs as otimizacdes do método em funcdo da
concentragdo de C nos digeridos finais, as amostras de mel foram submetidas a
decomposicdo com H,O, em meio alcalino utilizando MAD-SRC. Além disso, foi
avaliada a interferéncia de C na determinacédo de Cl, Br e | por ICP-MS. Algumas
determinacdes foram feitas utilizando a cromatografia de ions para comparagdo com
0s resultados obtidos de F por ISE.

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto, foram realizados ensaios de
recuperacdo, decomposicdo de materiais de referéncia (RMs) e comparacdo de

resultados obtidos pela decomposicdo por MIC.

7
Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentadas as caracteristicas quimicas e propriedades
do mel. Posteriormente serdo abordadas as técnicas utilizadas na determinacédo de
F, Cl, Br e I, bem como os métodos de preparo de amostra comumente utilizados.
Finalmente, serdo abordadas também as caracteristicas da utilizacdo de H,O, em

meio alcalino para decomposicéo de mel e posterior determinacdo de halogénios.



Revisao da Literatura 4

2.1 Mel: Propriedades e caracteristicas

Ha muitos anos o mel é utilizado pelo homem como alimento néo s6 por suas
caracteristicas adocantes, mas também devido a suas propriedades terapéuticas.
Além disso, sua rapida absorcdo pelo organismo é resultante da composicéo
quimica do mel, constituido, principalmente por acticares.

O mel €& caracterizado por ser uma substancia viscosa, aromatica e
acucarada, definido como um produto natural elaborado por abelhas a partir do
néctar de flores, nectarios extraflorais e exsudatos sacarinicos das plantas. E um
produto biolégico considerado de grande complexidade visto que foram encontradas
inomeras substédncias em sua composicdo. De uma forma geral, os trés
componentes principais sdo 0s acucares, agua e outros. A composi¢cdo média do
mel esta mostrada na Tabela 1.%? A concentracdo de alguns elementos varia devido
as inameras fontes florais das quais o mel se originou. Assim, ele se tornou um
importante indicador ambiental, permitindo a descoberta da regido da qual se
originou, apenas correlacionando a concentracdo de determinados elementos as

caracteristicas de algumas areas.>*>®

Camargo, R. C. R., et al., Mel: Caracteristicas e propriedades (2006).

Agriculture Handbook Number 335 (1980).

ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, http://www.anvisa.gov.br/ (2013).
Pisani, A., et al., Food Chemistry 107 (2008) 1553-1560.

Pohl, P., et al., TrAC-Trends in Analytical Chemistry 28 (2009) 117-128.

Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
Tuzen, M., et al., Food Chemistry 103 (2007) 325-330.
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Revisao da Literatura 5

Tabela 1. Composicéo quimica do mel.*?

Substancia Concentracdo média (%, m/m)
Frutose 38,4

Glicose 30,3

Agua 17,2

Outros acucares (sacarose, maltose, etc) 10,0

Acidos organicos 0,5

Minerais 0,2

Proteinas <0,01

Vitaminas <0,01

Enzimas N&o informado

Os principais componentes do mel, responsaveis por aproximadamente
70% de sua composicdo, sdo 0s acUcares, sendo na sua maioria O0S
monossacarideos frutose e glicose. Alguns dissacarideos como a sacarose e a
maltose estdo presentes em menores concentragdes. Os monossacarideos sao
aldeidos e cetonas que contém um ou mais grupos hidroxila em sua estrutura. No
caso da glicose e da frutose, sdo monossacarideos que contém seis atomos de
carbono e cinco grupos hidroxila. O monossacarideo é considerado uma aldose
(como é o caso da glicose) se o grupo carbonila estd em uma das extremidades da
cadeia carbobnica. Por outro lado, se o grupo carbonila estiver em qualquer outra
posicdo, o0 monossacarideo é uma cetose, como é o caso da frutose.*®

Algumas propriedades fisicas como viscosidade, densidade,
higroscopicidade, cristalizacéo e valores cal6ricos sdo dependentes da concentracao

dos diferentes actcares no mel.!

1
Camargo, R. C. R., et al., Mel: Caracteristicas e propriedades (2006).
2 .
Agriculture Handbook Number 335 (1980).
Nelson, D. L., Cox, M. M., Principios de bioquimica de Lehninger (2011).
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2.2 Halogénios: Aspectos gerais

Em comparacdo aos metais que possuem rotas bioldgicas ja bem definidas,
os halogénios ainda possuem lacunas, como sua toxicidade e seu mecanismo de
acdo no organismo humano.®

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (WHO), os valores
diarios para ingestéo de F variam de 0,46 a 5,4 mg dia™, dependendo da idade do
individuo. O excesso de F no organismo humano pode acarretar na formacéo de HF
devido as condicdes acidas do estbmago. O coeficiente de permeabilidade do HF é
similar ao da &gua nas bicamadas lipidicas. Quando absorvido, o F & facilmente
distribuido e pode ser acumulado principalmente nas areas ricas em Ca, como
dentes e 0ss0s. Nesses casos, a exposicdo excessiva pode levar ao
desenvolvimento da fluorose. Por outro lado, quantidades adequadas desse
elemento auxiliam em uma boa satde oral.>*%*

Devido a seus efeitos benéficos e/ou toxicos, o Cl e o Br também tém sido
estudados nos sistemas biologicos, sendo que seu excesso ou deficiéncia estado
relacionados com diversos e graves efeitos adversos a saide humana. O ion cloreto
geralmente esti presente em elevadas concentragfes na maioria dos alimentos,
sendo que, quando associado ao Na, o excesso desse sal podera causar problemas
com a pressao arterial. Os valores recomendados para a ingestdo diaria de Cl estéo
compreendidos entre 125 e 500 mg dia™, segundo a WHO %112

Na literatura, ha poucas informacdes referentes a funcéo fisiolégica e ao
mecanismo de ac¢ao do Br. Alguns estudos indicam que ele interfere no transporte
de | até a glandula da tireoide prejudicando, a producéo do horménio.®

No caso do I, a presenca desse elemento no organismo humano esta
relacionada com a funcionalidade da glandula tireoide. Em elevadas concentracgdes,
pode causar o hipertiroidismo, que é o excesso de producdo de horménio pela
glandula tireoide. Por outro lado, em baixas concentracbes podem acarretar
problemas no crescimento e desenvolvimento humano além de causar o

hipotireoidismo, que é caracterizado pela deficiéncia na producdo do horménio da

6 ) . . .
Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
0
Prystupa, J., Toxicology Mechanisms and Methods 2 (2011) 103-170.
1 . .
World Health Organization, A guide for programme managers (2007).

12 . . I . . . "
Joint FAO/WHO Expert consultation on human vitamin and mineral requirements in human nutrition (2004).
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tireoide. O excesso de | € um dos principais problemas atuais, visto que esse é
adicionado no sal de cozinha que é regularmente utilizado nas principais refei¢des,
podendo aumentar os niveis de ingestdo diaria. Dessa forma, os valores diarios

recomendados est&o entre 90 e 250 pg dia™ segundo a WHO >3

2.3 Técnicas analiticas de determinacao de halogénios

As principais técnicas analiticas utilizadas na determinacdo de halogénios sao
as técnicas de espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES), a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS), a potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE), cromatografia
de ions (IC) e analise por ativacao neutrénica (NAA), cujas principais caracteristicas

serdo discutidas nas proximas secoes.

2.3.1 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado tem sido
amplamente utilizada para a determinacdo de metais e ndo metais em uma grande

variedade de amostras.}**®

Em menor escala, tem sido aplicada para a
determinacdo de halogénios devido aos potenciais de ionizacdo relativamente
elevados desses elementos que prejudicam a sensibilidade da técnica. O fltor, por
exemplo, devido ao seu elevado potencial de ionizacdo, € muito pouco ionizado em
plasmas de Ar, que praticamente inviabilizam a sua determinacdo por ICP-MS.
Na Tabela 2 estdo mostrados os valores dos potenciais de ionizacdo dos
halogénios, assim como a razdo massa carga (m/z) e a abundancia isotépica desses

elementos. >’

6 Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
1 World Health Organization, A guide for programme managers (2007).
13 Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
4 Mesko, M. F., et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.
5 Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.
6 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.

17
Bu, X., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003) 1443-1451.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos halogénios.®*®

Halogénio Is6topo (m/z) Abundancia (%) 1° potencial de ionizacao (eV)
F 19 100 17,42
Cl 35 75,76 12,97
37 24,24
Br 79 50,69 11,81
81 49,31
I 127 100 10,45

Outro problema para a determinacdo de CI, Br e | por ICP-MS esta
relacionado com o efeito de memodria, principalmente quando utilizada a nebulizacéo
pneumatica. Essa limitacdo pode ser minimizada com a utilizacdo de solucbes
alcalinas diluidas, como o NH4OH 50 mmol L™.° Além disso, cabe salientar que a
baixa razdo m/z para o Cl, pode possibilitar a formacéo de interferéncias isobaricas e
poliatbmicas em ICP-MS que prejudicam a exatiddo na determinacdo desse
elemento. Neste sentido, para minimizar as interferéncias isobaricas, a determinacéo
de CI é feita utilizando o is6topo **Cl. Adicionalmente, a concentracdo de C nos
digeridos também afeta a exatiddo dos resultados, principalmente na determinacéo
de I, uma vez que o C dos digeridos afeta a ionizacdo de alguns elementos no
plasma.®®®

Apesar dos problemas descritos acima, a utilizacdo da técnica de ICP-MS
fornece limites de deteccdo (LODs) adequados (da ordem de ng L™), ampla faixa

linear e capacidade de determinacéo multielementar (Cl, Br e 1).5°

6 ) . . .
Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

15
Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.
16 . .
Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.

8
Montaser, A., Inductively coupled plasma spectrometry (1998).
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2.3.2 Espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado tem
sido utilizada para a determinacdo de CI, Br e I, porém essa é suscetivel a
interferéncias devido a absor¢céo da luz principalmente pelo oxigénio e vapor de
agua nos comprimentos de onda proximos as linhas de emissao dos halogénios.
Para minimizar essas interferéncias devem ser utilizados espectrdmetros que
apresentem a parte Optica purgada ou selada para expulsar os concomitantes que
absorvem a radiagdo durante a analise de halogénios por ICP-OES. As principais
linhas de emissdo atdbmicas dos halogénios sdo 134,720, 154,070 e 178,270 nm
para Cl, Br e I, respectivamente. A determinacdo de F ndo pode ser feita, mesmo
utilizando espectrébmetros com Oéptica isenta de interferentes devido ao baixo
comprimento de linha de emiss&o. A principal desvantagem da ICP-OES frente a
ICP-MS é a menor sensibilidade da técnica, gerando piores LODs, especialmente

para Bre I.°

2.3.3 Potenciometria

A potenciometria utilizando ISE é amplamente aplicada para a determinacao
de halogénios, em especial para F e CL'¥?° Também tem sido aplicada para a
determinacdo de Br e | em diversos materiais, porém com menor sensibilidade
quando comparada com F e CI.#

O ISE difere fundalmentalmente dos eletrodos metalicos, pois a utilizacdo de
ISE ndo envolve um processo redox. A determinacdo por ISE esta baseada no
potencial de juncdo que se estabelece na membrana seletiva aos ions dos
halogénios. Na determinacdo de F por ISE, é utilizado um eletrodo de membrana
cristalina de LaFs; dopado com eurdpio, onde ocorre uma diferenca de potencial na
superficie dessa membrana. A magnitude da diferenca de potencial depende da

concentracdo desses fons em solugdo.???

6 Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
19 Dressler, V. L., et al., Analytica Chimica Acta 466 (2002) 117-123.

20 Krishna, M. V. B., et al., Analytical Methods 4 (2012) 1565-1572.

21 Holler, F. J., et al., Principios de Analise Instrumental (2009).

22 Harris, D. C., Andlise Quimica Quantitativa (2008).
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Essa técnica apresenta como desvantagem os elevados LODs para 0s
halogénios quando comparado com as demais técnicas, o que dificulta a
determinacdo quando esses elementos estdo em baixas concentracfes. Além disso,
€ necessario o uso de solucdes de ajuste da forga ibnica, uma vez que a resposta do
eletrodo é diretamente proporcional a atividade dos ions. Além disso, 0 uso da
solucdo de ajuste da forca ibnica também minimiza as interferéncias causadas por
outros ions. Por exemplo, na determinacdo de F, pode ser utilizado um tampéao de
ajuste de forca ibnica total (TISAB), o qual € regulador da forca i6nica do meio,
tampédo de pH e complexante de alguns metais. Essa técnica tem por vantagem o

baixo custo de instrumentaco, sendo ent&o acessivel para analise de rotina.**?*

2.3.4 Cromatografia de ions

A IC permite a separacao, identificagdo e quantificagcdo dos halogénios.
A IC esta baseada na separacdo através da interacdo dos halogénios na forma de
ions com a fase movel e estacionaria através do mecanismo de troca ibnica.
O principal detector utilizado na determinacao de halogénios é o condutométrico que
permite andlise multielementar do halogénio com os melhores LODs quando

comparada com as demais técnicas analiticas.®?®

2.3.5 Andlise por ativacdo neutrénica

A técnica NAA consiste na incidéncia de uma fonte de néutrons que ira
ocasionar reacdes nucleares com producdo de radioisétopos quantificados por um
detector de raios-y, ou seja, consiste na medida da radiacdo produzida pelas
amostras quando elas séo irradiadas com néutrons. A NAA tem por vantagem ser
uma técnica absoluta, uma vez que ndo € necesséria a calibracdo. A determinacao
da concentracéo do analito esta relacionada com a probabilidade de reacéo e o fluxo
de néutrons incidentes, 0 que muitas vezes pode variar de acordo com a energia

desses néutrons, sendo um dos motivos que a analise absoluta ndo é amplamente

6 ) . . .
Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.

21

Holler, F. J., et al., Principios de Analise Instrumental (2009).
22 . . L .

Harris, D. C., Andlise Quimica Quantitativa (2008).

2 Wang, J., Analytical Electrochemistry (2000).
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empregada. Devido a isso, faz-se necesséria uma comparagdo com materiais de
referéncia certificados (CRMs).%%*

A NAA pode ser considerada como uma técnica adequada para a
determinacao do Cl, Br e |, fornecendo LODs adequados para diferentes amostras
biolégicas. Em comparacdo com outras técnicas, a maior desvantagem € a
instrumentacdo de uso restrito, uma vez que ela requer o uso de um reator nuclear

como fonte de néutrons.®?*

2.4 Métodos de preparo de amostra para posterior determinacédo de halogénios

Dentre as técnicas analiticas disponiveis para a determinacao dos halogénios,
a grande maioria necessita de uma etapa prévia de preparo de amostra para que 0s
analitos estejam em solugéo.

Devido a complexidade de algumas matrizes e as particularidades quimicas
dos halogénios, a etapa do preparo de amostra envolve algumas dificuldades. Um
procedimento adequado deve permitir a completa remocéo/degradacdo da matriz,
recuperacdo quantitativa dos analitos, custo acessivel e deve ser adequada para
implantacdo como andlise de rotina nos laboratoérios. Aléem disso, a quantidade dos
reagentes utilizados durante o preparo de amostra deve ser minima, e esses devem
ter elevada pureza quando é necessaria a posterior determinacdo em nivel traco.®’

Dentre os métodos de preparo de amostra utilizados para a posterior
determinacao de F, CI, Br e |, destacam-se a piroidrélise, os métodos de extracao
em meio alcalino e os métodos de combusté@o. Cabe salientar que a piroidrolise é um
método empregado comumente para amostras inorganicas, enquanto que os demais
métodos sdo particularmente empregados para amostras organicas. Por fim, sao
escassos os relatos na literatura que propdem a utilizacdo da decomposicao por via
Umida com a utilizacdo de agentes oxidantes, uma vez que ha o risco da perda de
halogénios na forma de espécies volateis geradas durante a etapa de oxidacdo da

matriz da amostra.”?4?°

6 Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).
2 Holler, F. J., et al., Principios de Analise Instrumental (2009).
4 Flores, E. M. M., Microwave — assisted sample preparation for Trace Element Determination (2014).

25
Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation (2006).
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2.4.1 Piroidrélise

Esse método de preparo de amostra é aplicado, geralmente para materiais
inorganicos. A piroidrolise consiste da hidrélise de alguns elementos sob elevadas
temperaturas, da ordem de 1000 °C, e na presenca de vapor d’agua. Durante a
reagdo, os analitos sao volatilizados da matriz e, no caso dos halogénios, sao
convertidos em seus respectivos acidos volateis. Na presenga de vapor d’agua,
estes acidos sdo hidrolisados e carreados por um gas até um condensador, onde
posteriormente os analitos serdo absorvidos em uma solucéo adequada.’?*

Alguns trabalhos tem relatado o uso da piroidrélise como método de preparo
de amostra para posterior determinacdo de F, Cl, Br e | em amostras geoldgicas.?
A temperatura de reacdo foi de 1100 °C e o gas utilizado para carregar o0 vapor
contendo os analitos até o condensador foi o oxigénio. Os halogénios foram
separados da matriz e coletados em uma Unica solugdo absorvedora adequada para

posterior determinacéo por ICP-MS e 1C.%
2.4.2 Extracdo em meio alcalino

Esse método consiste na extracdo dos halogénios utilizando solucbes
alcalinas como, por exemplo, solu¢cbes de amoénia, hidroxido de tetrametilamdnio
(TMAH) e hidroxido de sodio. A extragdo em meio alcalino possibilita a utilizacdo de
temperaturas menores e grandes quantidades de massa de amostra, 0 que
possibilita a obtencdo de melhores limites de deteccdo (LOD). Entretanto, uma
importante desvantagem diz respeito a possiveis interferéncias na etapa de
determinacao devido aos altos teores de carbono presente na solucdo, pois esse

método nao possibilita total eliminacéo da matriz.®?’

6 Mello, P. A., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 405 (2013) 7615-7642.
! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).

1 Holler, F. J., et al., Principios de Andlise Instrumental (2009).

4 Flores, E. M. M., Microwave — assisted sample preparation for Trace Element Determination (2014).
26 Schnetger, B., Muramatsu, Y., Analyst 121 (1996) 1627-1631.

! Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 70 (2009) 947-952.
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Alguns trabalhos propbéem o uso da extracdo em meio alcalino com
aguecimento por radiagcdo micro-ondas para a posterior determinacéo de Br e | por
ICP-MS em amostras de algas comestiveis.”® Romaris-Hortas et al avaliaram alguns
parametros como volume de TMAH, temperatura e tempo de aquecimento por
radiagcdo micro-ondas. Os autores observaram que a extracdo pode ser aplicada
para diversas amostras de algas secas, comestiveis e enlatadas. Com o objetivo de
avaliar a exatiddo do método proposto, os autores utilizaram um CRM de matriz
biologica para a extracdo nas condi¢cdes otimizadas e observaram que ndo houve
diferencas significativas entre os valores informados no CRM e os valores
obtidos.?’

2.4.3 Combustao

Os métodos de combustdo sdo adequados para a decomposicéo de diversas
matrizes organicas. No procedimento da combustdo, o oxigénio atua como unico
agente oxidante, convertendo a matéria organica em CO; e H,0. Os gases liberados
na queima sdo absorvidos em uma solucdo adequada, na qual os analitos ficam
retidos. A escolha dessa solucao € dependente das caracteristicas dos analitos e,
para a determinacdo dos halogénios, séo utilizadas solucbes alcalinas com o
objetivo de minimizar o risco de perdas por volatilizacdo.’**

Inicialmente, a combustdo era realizada em sistemas abertos, como a
combustéo por via seca em forno tipo mufla. Contudo, para minimizar possiveis
perdas de analitos volateis, comecaram a ser utilizados os métodos convencionais
de combustdo, como a bomba de combustéo e o frasco de Schéniger.”?*%

Um dos métodos de preparo de amostra mais empregados atualmente para
posterior determinacdo de halogénios é a combustdo iniciada por micro-ondas
(MIC). Dentre as principais vantagens da MIC estdo os baixos valores de brancos,
elevada frequéncia analitica, baixos teores de C no digerido, baixo consumo de
reagentes, além de permitir uma etapa de refluxo ap6s a combustdo, a qual ndo é

disponivel nos métodos que utilizam a bomba de combustdo e/ou o frasco de

! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).

4 Flores, E. M. M., Microwave — assisted sample preparation for Trace Element Determination (2014).
25 Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation (2006).
27 Romaris-Hortas, V., et al., Talanta 70 (2009) 947-952.
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Schoniger. A MIC utiliza a acdo direta do oxigénio como oxidante da matéria
organica, onde a etapa de ignicdo é feita através da radiacdo micro-ondas. Nesse
meétodo, a amostra é prensada na forma de comprimido, posicionada sobre a base
de um suporte de quartzo sobre um disco de papel filtro, o qual € umedecido com
um agente de igni¢do.”*

Para a determinacdo de halogénios, ap6s a combustdo, os analitos sao
absorvidos em solucbes alcalinas, como por exemplo, o NH,OH e o NH4CO:.
Além disso, uma etapa de refluxo pode ser aplicada para garantir recuperacao

quantitativa desses elementos.”?%%

2.4.4 Decomposicédo por via umida

Esse método de preparo de amostra consiste no aquecimento da amostra na
presenca de um &cido oxidante, uma mistura de &acidos oxidantes ou até mesmo
mistura de um acido oxidante com H,O,. Se o acido for suficientemente oxidante e o
aguecimento for feito sob elevadas temperaturas, € possivel oxidar completamente a
maior parte das amostras organicas, deixando os analitos na solucdo acida em
formas inorgéanicas simples. Assim, torna-se possivel a introducao dos digeridos em
diversos equipamentos de andlise que, na maioria dos casos, requer que a amostra
esteja na forma de solucdo. O método mais antigo e mais utilizado para a
decomposicdo de amostras organicas de mais facil decomposicao pode ser feito sob
pressao atmosférica, entretanto, esse pode ter como limitacdo a temperatura de
ebulicdo do acido. Por outro lado, em sistemas fechados, que possibilitam atingir
elevadas pressodes, a temperatura de ebulicAo do &cido sera consequentemente
aumentada, proporcionando uma maior eficiéncia na oxidacdo das matrizes

organicas.”?*%

! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).

4 Flores, E. M. M., Microwave — assisted sample preparation for Trace Element Determination (2014).
25 Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation (2006).

8 Picoloto, R. S., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
29 Mesko, M. F., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 398 (2010) 1125-1131.

0 Flores, E. M. M., et al., Anaytical Chemistry 80 (2008) 1865-1870.

1 Moraes, D. P., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 397 (2010) 563-570.

2
Flores, E. M. M., et al., Anaytical Chemistry 85 (2013) 374-380.
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Os principais acidos empregados na decomposi¢cdo por via Umida de
amostras organicas sao o HNO3, H,SO,4 e HCIO,4. Algumas amostras sao dificeis de
serem decompostas com um unico acido, por esse motivo, uma combinacdo desses
acidos é frequentemente empregada.”?

Nas decomposi¢cdes com HNO;3 cerca de 2 a 50% do teor de carbono original
permanece como material ndo decomposto, pois esse acido ndo é suficientemente
oxidante para degradar completamente alguns componentes organicos. Se a
oxidacdo do carbono nado for total, a determinacdo do analito podera sofrer
interferéncia em menor ou maior grau pelos produtos da decomposicao
incompleta.”*

A decomposicdo por via imida em sistema fechado é muitas vezes utilizada
para a posterior determinacdo de elementos em niveis traco (na ordem de ug g™).
Esse método em sistemas fechados apresentam diversas vantagens na
decomposicdo de amostras organicas, onde podem ser destacadas a diminuicdo do
risco de contaminacdo e a reducdo de perdas por volatilizacdo. Entretanto, para
alguns elementos como os halogénios, o meio acido pode levar a formacéo de seus
respectivos acidos volateis (HF, HCI, HBr e HI) podendo acarretar em perdas por
volatilizacdo. Além dos halogénios, As, B, Hg, Se e Sb, também podem ser perdidos
por volatiizacdo dependendo do procedimento utilizado. Desta forma, a
decomposicdo de amostras organicas com acidos concentrados nao € recomendada

para a determinacgéo de halogénios.”3*

2.4.4.1 Decomposicéo utilizando H,0,

O Hy0, possui potencial padrao de reducdo de 1,77 V e € comumente
utilizado combinado com outros acidos, como o HNOg, com a finalidade de melhorar
a eficiencia de decomposicdo de amostras organicas.®® As aplicacdes utilizando

somente H,O, para a oxidacdo de amostras organicas sado escassas na literatura.

! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).

25 Arruda, M. A. Z., Trends in Sample Preparation (2006).

3 Wourfels, M., et al., Analytica Chimica Acta 226 (1989) 1-16.

34 Di Narda, F., et al., Analytica Chimica Acta 436 (2001) 245-252.
3% Mattos, I. L., et al., Quimica Nova 26 (2003) 373-380.
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Dentre as vantagens da utilizagdo do H,O,, pode-se salientar que a agua é um dos

unicos produtos de decomposig&o, como mostrado na Equagéo 1."%%

H202(aq) — 2H20() + O2() Equacéo 1

A primeira aplicagdo reportada na literatura usando somente H,O, foi
proposta por Denbsky®’ na digestdo de amostras organicas. Massas de até 15 g de
diferentes matrizes organicas (leite, carne, etc) foram decompostas com 150 mL de
H,O, na concentragédo de 30% (m/m). De acordo com o autor, a taxa de reagdo das
substancias organicas com H,O, aumenta sob elevadas temperaturas (até 370 °C) e
pressdo, sendo necessaria a construcdo de frascos que suportem estas condicbes
extremas. A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacao utilizando

131 e 1¥Cs) e recuperacbes superiores a 96%

isétopos radioativos (*°Sr, *°Ru,
foram obtidas.®’

O mesmo autor anos mais tarde propés a decomposicdo de amostras ricas
em gordura (azeite de oliva, manteiga de cacau, etc), onde temperaturas de até
450 °C foram necessarias para garantir a eficiéncia da decomposicdo.*

Matusiewicz e Barnes*® propuseram a decomposicdo de amostras de madeira
com a utilizacdo de H,O, como agente oxidante para posterior determinagcédo de
21 elementos. Para a decomposicéo foi empregado H,0, 50%, e as decomposi¢des
foram feitas em frascos de PTFE, os quais foram aquecidos a 125 °C em um forno

durante 4 h. Alcock*°

prop6s a decomposicao de figado bovino utilizando H,O, 30%
em frascos de polietileno aquecidos em um forno a 75 °C para posterior
determinacao de Zn, Se, As, Cu e Mn.

Alguns trabalhos na literatura relatam que o H,O, pode promover a oxidacéo

41
l.

de carboidratos em meio alcalino. Jin et al.”> propuseram a conversao hidrotérmica

de carboidratos em acido férmico em temperaturas de até 250 °C. Nesse trabalho,

! Krug, F. J., Métodos de preparo de amostras (2010).

3% Mattos, I. L., et al., Quimica Nova 26 (2003) 373-380.

36 Chang, R., Goldsby, K. A., Quimica (2013).

87 Denbsky G., Zeitschrift fur Analytische Chemie 267 (1973) 350-355.

38 Denbsky G., Zeitschrift fir Analytische Chemie 277 (1975) 375-375.

39 Matusiewicz, H., Barnes, R. M., Anaytical Chemistry 57 (1985) 406-411.
40 Alcock, N. W., Biological Trace Element Research 13 (1987) 363-370.
4 Jin, F., et al., Green Chemistry 10 (2008) 612-615.
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moléculas de glicose foram convertidas a &acido formico através da oxidacao
hidrotérmica utilizando H,O, na presenca e na auséncia de bases alcalinas. Foi
observado que na auséncia de bases alcalinas obtinha-se um baixo rendimento na
producdo de acido formico, provavelmente decorrente da total oxidacao,
descarboxilacdo ou desidratacdo deste composto. Através da andlise dos gases
formados, a hipotese da descarboxilagdo e desidratacdo do acido férmico foram
eliminadas, entdo esse composto foi totalmente oxidado. Posteriormente, foram
feitos alguns estudos onde foi observado que com a adicdo de uma base alcalina, a
decomposicao do 4cido formico era minimizada e o rendimento da formacdo desse
acido era aumentado. Entéo, foi apresentado um rendimento de 75% na reacao de
oxidacdo dos carboidratos com H,O, na presenca de bases alcalinas a uma
temperatura de 250 °C.*

Contudo, a utilizacdo dessas bases alcalinas pode acarretar problemas na
etapa de determinacédo, devido principalmente a elementos facilmente ionizaveis,
como Na e K, que podem causar interferéncias ndo espectrais, suprimindo o sinal de
alguns analitos. A supressdo do sinal é causada principalmente para analitos que
possuam elevados potenciais de ionizacdo, que é o caso dos halogénios. Elementos
como o Na podem promover um aumento da densidade eletronica no plasma,
ocasionando uma diminuicio do grau de ionizacdo dos analitos e,
consequentemente, uma resposta erronea da concentracdo dos elementos.*?**
Desta forma, alguns trabalhos propéem a utilizacdo de NH4,OH para garantir o pH
alcalino durante a oxidagao dos carboidratos.

Neste sentido, Pullanikat® investigou a fundo as reacdes entre carboidratos
redutores e H,;O, na presenca de NH4OH. Nesse trabalho é apresentado o
mecanismo que consiste na adicdo nucleofilica do grupamento HOO™ na carbonila
do aldeido ou da cetona, deslocando a carga para o oxigénio. O NH;" atua como
contra ion. Apés, a OH do NH4OH desprotona o alcool vizinho que ira formar um
grupamento carbonila liberando o0 HCOONH4. O mecanismo € apresentado na

Figura 1.%

4 Jin, F., et al., Green Chemistry 10 (2008) 612-615.

42 Olivares, J. A., Houk, R. S., Anaytical Chemistry 58 (1986) 20-25.

43 Rodushkin, I., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 13 (1998) 159-166.
a4 Agatemor, C., Beauchemin, D., Analytica Chimica Acta 706 (2011) 66-83.

45 Pullanikat, P., et al., Tetrahedron Letters 51 (2010) 6192-6194.
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Figura 1. Possivel mecanismo para a degradacgéo oxidativa de aldoses e cetoses utilizando
H,O, e NH,OH.

Na Tabela 3 sdo mostrados os rendimentos das conversdes a formiato de
diferentes carboidratos redutores na presenca de H.O, e NH,OH com temperatura
de 60 °C durante 48 h.*® Os dissacarideos redutores, como a a-D-lactose, a maltose
e D-(+)-celobiose, foram completamente convertidos a formiato de amonio apds 24 h
de reacdo, enquanto que a sacarose (carboidrato ndo redutor), ndo reagiu nas
condicbes propostas pelo autor. Dessa maneira, a oxidacdo de -carboidratos
redutores torna-se viavel para a conversao a formiato de amoénio na presenca de
H,O, e NH,OH.

Neste sentido, provavelmente torna-se possivel a decomposi¢do de matrizes
ricas em carboidratos redutores como o mel na presenca de H,O, e NH,OH.
Além disso, o pH alcalino assegurado pela a presenca de NH,OH pode minimizar as

perdas de halogénios durante a decomposicédo de amostras organicas.

5
Pullanikat, P., et al., Tetrahedron Letters 51 (2010) 6192-6194.
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Tabela 3. Rendimento da degradacédo oxidativa de carboidratos a formiato de aménio na
presenca de H,0, e NH,OH.*”

Carboidratos Converséao a formiato (%)
D-Eritrose 32
D-Xilose 92
D-(-)-Ribose 96
D-Glicose 99
D-Galactose 93
Dihidroxiacetona 99
D-Tagatose 83
D-Frutose 46
Sacarose 00
a-D-Lactose 99
Maltose 99
D-(+)-Celobiose 70
Rafinose 00
Melizitose 26

45
Pullanikat, P., et al., Tetrahedron Letters 51 (2010) 6192-6194.



3. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos os equipamentos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho, assim como os reagentes e as amostras. Serdo apresentados o0s
procedimentos realizados na avaliacdo de alguns parametros na decomposicéo de
mel com H,O, em meio alcalino utilizando sistema de camara de reacéo unica (SRC)
de alta pressao e, posteriormente sera descrito o método da MIC, a qual foi utilizada

como método comparativo.
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3.1 Instrumentacéao

Neste trabalho foi avaliada a decomposi¢cdo de mel utilizando H,O, em meio
alcalino em sistema de camara de reacdo Unica (SRC) de alta pressao para
posterior determinagdo de F, Cl, Br e I. O método de preparo de amostra foi
realizado em sistema Ultrawave e como método comparativo foi feita a MIC em
sistema Multiwave.

As decomposicOes em sistema de alta temperatura e pressdo foram feitas em
um forno de micro-ondas (modelo Ultrawave® Milestone, Sorisole, Italia) equipado
com uma camara Unica de reacdo de aco inoxidavel, revestida com uma camara de
politetrafluoretileno (PTFE) com capacidade de 1 L, que possibilita utilizar um rotor
com capacidade maxima para 5 frascos de quartzo (capacidade individual de
40 mL). O sistema possui temperatura, pressao e poténcia maximas de trabalho de
300 °C, 199 bar e 1500 W, respectivamente. O resfriamento do sistema € feito
através de passagem forcada de agua.

O meétodo da MIC em sistema fechado foi feito utilizando um forno de
micro-ondas (modelo Multiwave 3000®, Microwave Sample Preparation System,
Anton Paar, Graz, Austria), equipado com um rotor com capacidade méaxima de
8 frascos de quartzo com capacidade individual de 80 mL. O sistema possui
temperatura, pressao e poténcia maximas de trabalho de 280 °C, 80 bar e 1400 W,
respectivamente. Um suporte de quartzo foi utilizado para a decomposicdo das
amostras.

A pesagem das amostras foi feita em uma balanca analitica (modelo AY220,
Shimadzu, Filipinas) com resolucdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g.

ApOs as decomposicdes, as solucdes foram transferidas para frascos
volumétricos e diluidas a 25 mL com &gua. A eficiéncia de decomposi¢do foi
avaliada através da determinacdo da concentracdo de carbono nos digeridos
utilizando um equipamento de ICP-OES (modelo Optima 4300 DV, Perkin Elmer,
Shelton, Estados Unidos) com configuracdo axial, cAmara de nebulizag&o ciclénica
(Glass Expasion, Australia) e nebulizador pneumatico do tipo GemCone.

Para a determinacdo de ClI, Br e | foi utilizado um equipamento de ICP-MS
(modelo ELAN® DRC I, Perkin Elmer-SCIEX, Waltham, Estados Unidos) equipado
com nebulizador concéntrico (Meinhard tipo A, Golden, Estados Unidos) e camara

de nebulizacdo ciclonica (Glass Expasion, Inc., West Melbourne, Australia). As
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determinacdes utilizando ICP-OES e ICP-MS foram feitas utilizando argonio de alta
pureza (99,996%, White Martins, Sao Paulo, Brasil).

A determinacdo de F foi feita utilizando um potenciometro digital (modelo
781 pH/lon Meter, Metrohm, Suica) equipado com um ISE para fluoreto com
membrana de fluoreto de lantanio dopado com eurépio (modelo 6.0502.150,
Metrohm, Suica) e com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (modelo 6.0726.100,
Metrohm, Suica). A faixa de calibrac&o foi de 0,15 a 10 mg L™ de F. As solucdes de
referéncia e os digeridos foram apropriadamente diluidos com um tampé&o de ajuste
da forca ionica total (TISAB), conforme recomenda o fabricante.

Além da determinacéo por ISE, F foi também determinado por cromatografia
de ions utilizando um cromatografo equipado com um sistema de supressao quimica
(modelo 850 Professional IC, Metrohm, Suica), uma pré-coluna (modelo Metrosep A
supp 4/5 Guard, 5 X 4 mm de didmetro, 5 ym de didmetro de particula, Metrohm),
uma coluna de troca ibnica com grupos de amoénio quarternario suportados em
poli(alcool vinilico) com 250 x 4 mm de d. i. € 5 um de didmetro de particula (modelo
Metrosep A Supp 5, Metrohm) e um detector de condutividade. A fase movel
utilizada foi uma solucdo de Na,COs 3,2 mmol L* e NaHCO3 1 mmol L™ com uma
vazdo de 0,7 mL min?, sendo usada uma alca de amostragem de 100 L.

Na Tabela 4, estdo mostradas as condi¢cdes operacionais utilizadas para a

determinacao de Cl, Br, | e concentracdo de carbono por ICP-MS e ICP-OES.
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Tabela 4. Condi¢cBes operacionais para a determinacédo da concentracdo de C por ICP-OES
e ClI, Br e | por ICP-MS.

Parametros ICP-OES ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofreqiiéncia (W) 1400 1300
Vaz&o do gas principal (L min™) 15,0 15,0
Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 0,20 1,20
Vazdo do gas de nebulizacdo (L min™) 0,70 1,15
Camara de nebulizacdo Ciclénica Ciclonica
Nebulizador GemCone Concéntrico
Vista Axial -
Analitos Linha de emisséo*, nm Is6topos
C 193,030 (1) -

Cl - *cl
Br - B

127
| - I

*(1) linha de emisséo atémica.
3.2 Reagentes e Amostras

A &gua utilizada passou por um processo de destilacdo e deionizacdo em
uma coluna de troca ibnica (condutividade méxima de 0,6 uS cm?) e,
posteriormente, purificada em um sistema Milli-Q (modelo Milli-Q®, Millipore, Billeria,
Estados Unidos) com resistividade minima final de 18,2 MQ cm. Para a
decomposicdo das amostras foi utilizado H,O, 50% (m/m) (Vetec, Brasil) e solucéo
de amoénia 14,8 mol L™. Para a decomposicdo por MIC, foi utilizado como iniciador
de combustio uma solucdo de 6 mol L™ de NH,NO;3 (P.A., Merck), preparado a partir
da dissolugé@o do respectivo sal em agua ultrapura. Como solucdo absorvedora, foi

utilizada uma solucdo de NH,OH 50 mmol L™ (Merck). Foi utilizada celulose
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microcristalina misturada a amostra para o método de MIC, a qual foi utilizada como
auxiliar de combust&o.*®

Para a determinacdo da concentracdo de carbono por ICP-OES foi utilizada
uma solucdo de estoque de C preparada em HNO3 5%, a partir da dissolucédo de
massa adequada de 4&cido citrico monohidratado (Vetec, Brasil). Para a
determinacao de F por ISE e IC, e ClI, Br e | por ICP-MS, foram utilizadas solu¢cdes
de referéncia monoelementares preparadas a partir dos sais NaF, NaCl, KBr e KI
(Merck) dissolvidos em agua.

Foram utilizadas quatro amostras de mel de diferentes regides dos estados de
RS e SC. As amostras A, B, C e D foram obtidas nas regides de Santa Maria - RS,
Séo Bonifacio - SC, Cerro Largo - RS e Crissiumal - RS, respectivamente. A amostra
A foi caracterizada de acordo com sua concentracdo de C total, utilizando analise
elementar e, obteve-se o valor de 33% de C total.

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto foram utilizados os materiais
de referéncia (RM) NIST 8433 - Corn Bran e NIST 1568a - Rice Flour que
apresentaram matriz rica em carboidratos, os quais foram submetidos aos
procedimentos de decomposi¢cdo. Também, para avaliacdo da exatidao, foram feitos
ensaios de recuperacdo, onde concentragcdes conhecidas de F, ClI, Br e | foram

adicionadas a amostra antes da decomposic¢ao pelo método proposto.

3.3 Preparo de amostra

As amostras de mel foram submetidas a decomposicao utilizando sistema

Ultrawave com H,O, em meio alcalino e MIC conforme sera descrito a seguir.

3.3.1 Decomposigdo utilizando H,O, em meio alcalino assistida por radiagcido
micro-ondas em sistema de camara de reacdo Unica de alta presséo
(MAD-SRC)

Na decomposicao utilizando H,O, em meio alcalino assistida por radiagao
micro-ondas em sistema de camara de reacdo Unica de alta pressao (MAD-SRC)

foram avaliados parametros tais como temperatura de decomposicdo, volume de

13
Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
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H.O,, massa de amostra e volume de NH;OH. Foram avaliadas temperaturas de
decomposicao de 190, 210, 230, 250 e 270 °C. ApGs a otimizacdo da temperatura foi
avaliado o volume de H;O,, compreendido entre 4 e 10 mL. Foram avaliadas
também, massas de 100 a 700 mg de mel e volumes de NH,OH entre 400 e 600 L.

Na Figura 2 é mostrado o sistema Ultrawave (Figura 2A), onde foram
adicionados 120 mL de H,O e 5 mL de H;O, no frasco reacional de PTFE como
recomenda o fabricante do equipamento e este foi introduzido na cavidade do forno
(Figura 2B). Apds, a amostra foi pesada diretamente nos frascos de quartzo, onde
posteriormente foram adicionados H,O, e NH,OH (Figura 2C). Os frascos foram
fixados no rotor e esse foi colocado na cavidade do sistema (Figura
2D e 2E). Posteriormente, o sistema foi fechado manualmente e pressurizado com
40 bar de Ar (Figura 2F e 2G).
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Figura 2A

Figura 2E Figura 2F

Figura 2. Procedimento para a decomposicdo de mel em sistema de camara de reacdo
Unica (SRC) de alta presséao. (Figura 2A) Sistema Ultrawave, (Figura 2B) frasco
reacional de PTFE onde sao adicionados 120 mL de H,O e 5 mL de H,0O,,
(Figura 2C) a amostra é pesada diretamente nos frascos de quartzo, e sdo
adicionados H,0O, e NH,OH, (Figura 2D e 2E) os frascos séo fixados no rotor e
esse é inserido na cavidade do sistema e (Figura 2F e 2G) o sistema é fechado e

pressurizado com 40 bar de Ar.

O programa de aquecimento utilizado foi: i) rampa de 20 min até 190, 210,
230, 250 ou 270 °C a 1500 W, ii) permanéncia de 10 min na temperatura de 190,
210, 230, 250 ou 270 °C e iii) resfriamento até atingir a temperatura de 50 °C, onde
comeca a despressurizacdo automatica do sistema (8 bar min™). O programa de

aquecimento utilizado estd mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Programa de aquecimento utilizado para a decomposicdo de mel em sistema

Ultrawave.

Etapa Poténcia, W Rampa, min Tempo de permanéncia, min Temperatura, °C

1 1500 20 10 190 a 270

2* 0 - - -

*Etapa de resfriamento.

Apés a decomposicdo, os digeridos foram transferidos para frascos
volumétricos e diluidos a 25 mL. Os frascos utilizados na decomposi¢cdo foram
descontaminados com 6 mL de HNO3; 14 mol L™ sob aquecimento por radiacéo
micro-ondas por 10 min a 250 °C e com pressurizacao inicial de 30 bar.

Apés a otimizagdo das melhores condicdes para a decomposi¢ao
(MAD-SRC), foram feitos ensaios de recuperacéo para F, Cl, Br e |, e decomposicao

de RM. O método foi aplicado a outras trés amostras de mel.

3.3.2 Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

A decomposicdo das amostras de mel utilizando o método MIC foi feita com

base em trabalho descrito na literatura para a decomposicdo de mel*®

, utilizando
aproximadamente 200 mg de celulose microcristalina e 50 puL de solucdo de NH4NO3
misturados a 500 mg de mel em um envoélucro de polietileno, como mostrado na

Figura 3.

Figura 3. 500 mg de mel misturados a 200 mg de celulose microcristalina e 50 pL de

NH4NO3;, envolvidas em um filme de polietileno.

13
Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
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ApGs a confeccao dos envolucros, esses foram posicionados sobre a base do
suporte de quartzo contendo um disco de papel filtro umedecido com 50 pL de uma
solucdo de NH4NOs (6 mol L™Y). O suporte foi inserido dentro do frasco de quartzo
que continha 6 mL de NH,OH 50 mmol L™. O frasco foi entdo fechado, fixado no
rotor e pressurizado com 20 bar de O, durante 45 s. Em seguida, o rotor foi
colocado dentro do forno de micro-ondas. O programa de aquecimento utilizado foi:
1) 40 s na poténcia de 1400 W, ii) 3 min a 0 W, iii) 5 min a 1400 W e iv) resfriamento
por 20 min, como mostrado na Tabela 6. Esse programa de aquecimento foi

.13 devido a cinética de combustio das amostras de mel ser

otimizado por Costa et a
lenta. Dessa maneira, € necessaria uma etapa de irradiacdo das micro-ondas para
dar ignicdo a combustdo, apds € necessario um tempo para que a amostra entre
totalmente em combustdo, posteriormente uma etapa de refluxo e uma etapa de

resfriamento do sistema.

Tabela 6. Programa de aquecimento utilizado para a combustdo de amostras de mel.

Etapa Poténcia, W  Tempo de permanéncia, s Nivel de exaustao
1 1400 40 1
2 0 180 1
3 1400 300 1
4* 0 1200 2

Taxa de aumento de press&o: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressdo maxima:

80 bar. *Etapa de resfriamento.

Apds a combustdo, os digeridos foram transferidos para frascos volumétricos
e diluidos a 25 mL com &gua ultrapura. Posteriormente, os frascos de quartzos
foram descontaminados com 6 mL de HNO3 concentrado com o seguinte programa

de aquecimento: i) 10 min a 1400 W e ii) 20 min de resfriamento a 0 W.

13
Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
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3.4 Determinacgédo da concentragéo de carbono

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de decomposicdo do método proposto,
foi determinada a concentracdo de C nos digeridos. Foi utilizado como padréo
interno, tanto para solucdes de referéncia quanto para digeridos, uma solucdo de Y
na concentracao final de 1 mg L™. Para eliminar a interferéncia do CO, dissolvido, as
solucdes foram submetidas ao borbulhamento de Ar por 2 min.

Na Figura 4 é mostrado um fluxograma que sintetiza todas as variaveis

avaliadas para a decomposi¢cao das amostras de mel.
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Amostras de Mel

Métodos de preparo de amostra

|
MAD com H,O, em meio
alcalino em sistema de alta MIC
pressao Programa de aquecimento:
! -40's a 1400 W
Avaliacédo da temperatura -3mina0w
de decomposicéo -5min a 1400 W
20minaO0WwW

0,5gdemel +0,2g de

Avaliagédo do volume de . . :
H.O celulose microcristalina
2| 2 +50 puL NH,NO, 6 mol L
Avaliagdo da massa de Papel filtro + 50 pL NH,NO,
amostra 6 mol L1

L. Solugé&o absorvedora:
Avaliacdo do volume de 1
NH,OH 6 mL de NH,OH 50 mmol L

Técnicas de determinagao

y N
ICP-OES ICP-MS ISEelC
v v
Cl,Brel F

Figura 4. Fluxograma das variaveis avaliadas para a decomposicao das amostras de mel.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao serdo mostrados e discutidos os resultados obtidos nos
parametros avaliados na decomposi¢cdo com H,O, em meio alcalino utilizando
sistema de camara Unica de reacdo (SRC) de alta pressdo. Posteriormente
sera discutido o estudo das interferéncias durante a etapa de determinacéo de
Cl, Br e | por ICP-MS e, serdao mostrados e discutidos os resultados obtidos
na avaliacdo da exatiddo do método. Por fim, ser4d apresentada a

aplicabilidade do método proposto para diferentes amostras de mel.
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4.1 Amostras

Na primeira etapa deste trabalho foram selecionadas 4 amostras de mel
obtidas de diferentes regides do Rio do Grande do Sul e Santa Catarina, as quais
ndo apresentavam material insolivel e nao apresentavam também, aspecto
cristalizado. Cabe salientar que a selecdo foi feita com o objetivo de escolher
amostras que apresentassem concentracdes diferentes de halogénios, uma vez que
existem trabalhos na literatura que, através da avaliacdo da concentracao de alguns
metais, pode ser rastreada a regido de origem do mel. Entretanto, para que se possa
fazer esse estudo, seria necessaria a analise de um maior numero de amostras.

A amostra de mel A foi caracterizada pela concentracdo de C total o qual

apresentou concentracdo de 33%.

4.2 Avaliacdo dos parametros no método de decomposi¢cdo com H,O, em meio
alcalino em sistema de camara de reacédo Unica de alta pressdo (MAD-SRC)

Posteriormente a escolha das amostras, o mel A foi selecionado para a
avaliacdo de alguns parametros como temperatura de decomposicdo, volume de
H,0O,, massa de amostra e volume de NH4OH.

Além disso, a avaliacdo desses parametros teve por objetivo a otimizacdo das
condicdes experimentais do método para permitir a decomposi¢cdo de uma elevada
massa de amostra com quantidades minimas de H,O, e volume adequado de
NH4,OH para garantir o pH alcalino nos digeridos finais. A eficiéncia de
decomposicédo relacionada a cada parametro foi avaliada através da determinacao
de carbono em solucdo por ICP-OES, com o objetivo de minimizar as possiveis
interferéncias na etapa de determinacao de ClI, Br e | por ICP-MS.

O método de decomposicao com H,O, em meio alcalino foi feito em sistema
Ultrawave o qual utiliza uma camara de reagdo onde a decomposi¢éo ocorre. O rotor
€ posicionado dentro da cavidade a qual foi pressurizada com 40 bar de Ar e as
solucdes foram aquecidas pela radiacdo micro-ondas.

Dentre as vantagens do sistema Ultrawave cabe salientar, primeiramente, a
possibilidade de trabalhar em altas pressfes (até 199 bar) o que permite a utilizagéo
de H,O, como unico agente oxidante. A decomposi¢dao do H,O, gera um aumento

significativo da pressao no sistema. O sistema permite ainda um controle de presséo
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e temperatura em todos os frascos, o que diminui consideravelmente o risco de
explosdes no sistema.*®

Além dessas vantagens, tem-se também a possibilidade de decompor em
uma mesma rodada diferentes amostras, assim como diferentes massas de
amostra.*®

Neste trabalho, foi utilizado o sistema Ultrawave a fim de avaliar a eficiéncia
de decomposicdo de amostras de mel utilizando H,O, em meio alcalino através da

variacao alguns parametros.
4.2.1 Avaliagao da temperatura de decomposicao

Inicialmente, foi avaliada a influéncia da temperatura na eficiéncia da
decomposicdo do mel. Foi utilizado um programa com uma rampa de aquecimento
de 20 min e permanéncia de 10 min nas temperaturas de 190, 210, 230, 250 e
270 °C. Na avaliacdo da temperatura, foram utilizadas massas de mel de
aproximadamente 500 mg, 6 mL de H,O, e 400 uL de NH,OH em frascos de quartzo
de 40 mL. Quando utilizados esses frascos, foi possivel a decomposi¢cdo de até
5 amostras simultaneamente. Na Figura 5 € mostrado o perfil do programa de
aguecimento e a variagdo da pressao para a temperatura de 250 °C, durante a
decomposicdo com H,O, em meio alcalino. Cabe destacar um aumento significativo
da pressdo em temperaturas de aproximadamente 120 °C, isso ocorre devido a
decomposicdo do H,O, e dos gases formados pela decomposicdo da amostra. Cabe
destacar também, as pressdes finais que sdo atingidas no sistemas, pressfes de

aproximadamente 100 bar.

46
Milestone Srl, UltraWAVE, Operator Manual (2013).
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Figura 5. Perfil de temperatura e pressdo para a decomposi¢édo de 500 mg de mel e 6 mL

de H,O, em meio alcalino na temperatura final de 250 °C.

A concentracdo de C foi determinada por ICP-OES nos digeridos apo6s a
variacdo das temperaturas de decomposicao, sendo que os digeridos determinados
por ICP-OES ndo apresentaram material insolivel. Foi possivel observar que,
temperaturas de 190 °C n&o foram suficientes para a decomposi¢cdo da amostra de
mel visto que material insoltvel foi observado nos digeridos. Devido a isto, néo foi
determinada a concentracao de C nesses digeridos.

Na Figura 6 é mostrada a influéncia da temperatura na eficiéncia de
decomposicdo das amostras, onde cabe destacar que nao houve diferenca
significativa nas concentragcbes de C utilizando as temperaturas de 210 e 230 °C
(ANOVA, nivel de confianca de 95%). Contudo, a concentracdo de C diminui cerca
de 40% nas temperaturas de 250 e 270 °C, quando comparadas com as
temperaturas de 210 °C. Por outro lado, a concentracdo de C em solugcdo nos
digeridos com temperaturas de decomposicdo de 250 e 270 °C nao apresentou
diferenca significativa. Devido a isso e também para minimizar o desgaste do
sistema Ultrawave quando utilizadas elevadas temperaturas, a temperatura

escolhida foi de 250 °C para os experimentos futuros.
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Figura 6. Variacdo da concentracdo de C nas temperaturas avaliadas para decomposicao
de 500 mg de mel I e 6 mL H,O, em meio alcalino (400 pL de NH,OH).

4.2.2 Avaliacao do volume de H,0,

Posteriormente a otimizacdo da temperatura de decomposi¢do, os proximos
experimentos foram realizados com o objetivo de avaliar a quantidade adequada de
H.O, como agente oxidante na decomposicdo de mel em meio alcalino. Os volumes
utilizados nos experimentos foram 4, 6, 8 e 10 mL de H,O,, massas de mel de
aproximadamente 500 mg e 400 pL de NH,OH.

E possivel observar na Figura 7 que a concentracdo de C nos digeridos
utilizando diferentes volumes de H,O, diminui consideravelmente com o aumento do
volume de H,0; utilizado. Obteve-se uma reducdo da concentracdo de C de 40%
quando utilizado 6 mL comparado a utilizagcdo de 4 mL de H,0O,. Quando utilizado
8 mL de H,0; a concentracdo de C reduziu cerca de mais 25%, sendo essa reducao
estatisticamente significativa (ANOVA, nivel de confianca de 95%). Entretanto,
qguando se utilizou 10 mL de H,0O, ndo houve diferenca significativa na concentracao
de C comparado a utilizagdo de 8 mL.

O volume de H,0, escolhido para prosseguir com os experimentos foi entdo
de 8 mL, devido a este n&o apresentar diferencga significativa na concentragéo de C
guando comparado com os valores obtidos com 10 mL de H,0O,. A utilizacdo de um
menor volume de agente oxidante estd de acordo com o0s principios da quimica

verde, bem como a preferéncia de utilizacdo de reagentes que ndo gerem residuo.
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Figura 7. Variagdo da concentracdo de C nos volumes de H,O, avaliados para
decomposi¢cdo de 500 mg de mel em meio alcalino (400 puL de NH,OH) na

temperatura de 250 °C.

4.2.3 Avaliagdo da massa de mel

Apos a escolha do volume de 8 mL de H,0,, a eficiéncia de decomposicéao foi
avaliada variando a massa de amostra utilizada. Para estes ensaios foram utilizadas
massas de 100, 300, 500 e 700 mg de mel.

A avaliacdo da massa de amostra tem como finalidade a decomposicédo da
maior massa de amostra possivel, uma vez que o LOQ esta relacionado com a
maxima quantidade de amostra que pode ser decomposta. Contudo, deve-se levar
em conta a concentracdo de C nos digeridos finais para que n&o ocorram
interferéncias na etapa de determinacao.

Quando avaliadas as massas entre 100 e 500 mg né&o foi observado material
insoltvel nos digeridos finais e as solucbes possuiam aspecto limpido. Entretanto
quando avaliadas massas de 700 mg de mel, foi possivel observar residuos
insolaveis nesses digeridos, indicando a decomposi¢do incompleta das amostras.
Em funcdo dos residuos observados, optou-se por nao fazer a determinacdo de C
por ICP-OES nos digeridos obtidos com 700 mg.

Para a avaliacdo da eficiéncia de decomposi¢cdo, a concentracdo de C foi
determinada nos digeridos finais obtidos apos a decomposicdo de massas de
100, 300 e 500 mg. Na Figura 8 sdo mostrados os resultados para a determinacao
de C. As concentracbes de C nao apresentaram diferenca significativa (ANOVA,

nivel de confianca de 95%) quando utilizadas massas de 100, 300 e 500 mg de mel.
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Devido a isso, foi escolhida a massa de amostra de 500 mg para experimentos
posteriores possibilitanto a obtencdo de melhores LOQs.
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Figura 8. Concentracdo de C para as diferentes massas de amostras avaliadas para
decomposi¢édo de mel com 8 mL de H,O, em meio alcalino na temperatura de
250 °C.

4.2.4 Avaliagéo do volume de NH,OH

ApoOs a otimizacdo dos parametros de temperatura, volume de H,O, e massa
de amostra para a decomposicdo de mel, foi avaliado o volume de NH4OH.
A utilizacdo de NH,OH é necessaria para garantir que a solucdo final possua pH
superior a 7, minimizando, dessa maneira, possiveis perdas de F, Cl, Br e | por
volatilizacdo durante a etapa de digestéo.

Além disso, é importante destacar a escolha do NH,OH em conjunto com
H,O, para a decomposi¢do do mel, ao invés da escolha de outras bases alcalinas
que poderiam ser utilizadas com a mesma funcdo do NH4OH. Jin et al.** propés a
utilizacdo de bases alcalinas, contudo devido aos problemas relacionados com a
utilizacéo de NaOH relatados, Pullanikat et al.** propuseram a degradacéo oxidativa

de carboidratos em formiato de aménio na presenca de H,O, e NH4OH.*°

41 .
Jin, F., et al., Green Chemistry 10 (2008) 612-615.
45
Pullanikat, P., et al., Tetrahedron Letters 51 (2010) 6192-6194.
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Na Figura 9 é possivel observar o pH nos digeridos finais quando foram
avaliados volumes de 400, 450, 500, 550 e 600 pyL de NH4OH. Todos os volumes
avaliados forneceram digeridos com pH entre 7 e 8. Contudo, quando avaliado o
volume de 600 pL de NH4OH foi observado que a decomposicdo nao era
reprodutivel, uma vez que alguns digeridos apresentavam material insolavel.
Dessa maneira, selecionou-se o volume de 550 pL de NH,OH para garantir um
excesso deste reagente e permitir que o pH final fosse superior a 7, minimizando as

perdas dos halogénios por volatilizac&o.

HH
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Figura 9. Variacdo do valor de pH nos diferentes volumes de NH,OH avaliados para a

decomposicado de mel com 500 mg de amostra, 8 mL de H,0O, e temperatura de
250 °C.

Apbs as avaliagbes no método de decomposi¢cdo com H,O, em meio alcalino
para a decomposicao de mel, foi possivel obter digeridos finais que apresentaram
concentracdo de C inferior a 200 mg L™, quando utilizada massa de mel de
500 mg com 8 mL de H,O, como agente oxidante e 550 uL de NH4OH. Essa
concentragdo de C possibilita a minimizagdo de interferéncias ndo espectrais na
determinacdo de Cl, Br e | por ICP-MS. Além disso, a concentracdo de C de
200 mg L™ corresponde a 3% do C total presente na amostra, de acordo com a
guantidade de C obtida pela analise elementar.

Na Figura 10 é apresentado um grafico extraido do equipamento Ultrawave

para a decomposi¢ao nas condi¢des otimizadas (500 mg de mel, 8 mL de H,0, e
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550 pL de NH4OH) que mostra o comportamento da temperatura e pressédo durante
0 aquecimento. Inicialmente, é possivel observar um aumento significativo da
pressdo do sistema com obtencéo de pressées finais superiores a 100 bar, devido
provavelmente a decomposicédo do H,O, e dos produtos gasosos formado durante a
decomposicao. Além disso, na temperatura de aproximadamente 120 °C observa-se
um incremento significativo da pressao decorrente provavelmente da decomposigcéo
do H,0- e, devido a esse incremento da pressao ha um aumento na temperatura da
cavidade interna do sistema. Dessa maneira, a utilizacdo de um sistema de alta
pressao é impreterivelmente necessaria para a total decomposicdo de mel com
H.O, em meio alcalino.

Alguns experimentos foram feitos para reforcar a necessidade da utilizacédo de
sistemas de alta pressao, para garantir a eficiéncia de decomposicao. Neste sentido,
foram feitos experimentos ajustando a pressdo maxima do sistema a 80 bar
(presséo semelhante ao sistema Multiwave). Quando limitada a presséo a 80 bar, foi
possivel observar a interrupcdo na irradiacdo das micro-ondas na temperatura de
190 °C, o que resultou na digestdo incompleta das amostras (onde haviam residuos
insoltveis no digerido final). Observou-se uma forte dependéncia da temperatura de
decomposicao, devido a isso é necessaria a utilizacdo de sistema de alta pressao
que permita altas temperaturas para garantir a completa decomposicdo de mel com

H,O, em meio alcalino.
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Figura 10. Perfil de temperatura e pressao no sistema Ultrawave, onde € mostrada (=)
temperatura da cavidade interna, (—) pressdo na cavidade interna e (—)

temperatura na cavidade externa.
4.3 Decomposic¢ao por combustéo iniciada por micro-ondas

Métodos baseados na combustdo da amostra apresentam uma gama de
vantagens, dentre as quais, a alta eficiéncia de decomposicdo. Isso € decorrente
principalmente pela quase total conversdo da matriz organica em CO; e H,O.
O método de preparo de amostra por MIC é amplamente empregado para amostras
organicas e posterior determinacdo de halogénios. Esse método tem como
vantagem a possibilidade de usar diferentes solucbes para retencdo dos analitos,
podendo ser empregadas solucdes &cidas e basicas.™®*® Em virtude dessa
flexibilidade, esse método de preparo de amostra pode ser utilizado previamente a
determinacdo de metais, ndo metais e halogénios por diferentes técnicas. Além
disso, devido a alta eficiéncia de decomposicdo e consequentemente o baixo teor de

carbono residual (menor que 1%) nos digeridos finais, o risco de possiveis

13 ) . ) .

Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
14

Mesko, M. F., et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.
15 . . .

Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.

16
Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
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interferéncias na etapa de determinacdo quando utilizadas técnicas de plasma é
arnenizado.13-16,28-3032,47,48

Como método comparativo, com o intuito de avaliar a exatiddo do método de
decomposicdo de mel com H,O, em meio alcalino utilizando SRC de alta pressao, o
método de  decomposicdo por combustdo iniciada por radiacdo
micro-ondas foi escolhido. Para isso, foi utilizado como base o trabalho proposto por

Costa et al.t®

no qual se utlizou a MIC como método de preparo de amostra
previamente a determinacdo de Br e | em amostras de mel por ICP-MS. Cabe
salientar que no estudo de Costa et al. foi necesséario o aprimoramento do método
para que uma maior massa de mel pudesse ser decomposta a fim de obter melhores
LOQs. Utilizando celulose microcristalina como auxiliar de combustdo, massas de
até 1 g de mel acondicionadas em um envolucro de polietileno puderam ser
totalmente decompostas. Para a retengcdo dos analitos provenientes da
decomposicdo das amostras de méis, a solucdo absorvedora escolhida foi
50 mmol L™* de NH,OH. "

Para comparacao entre os métodos foi selecionada a amostra de mel I. Cerca
de 500 mg de mel com 200 mg de celulose microcristalina e 50 pL de
NH4sNO3; 6 mol L™, foram envolvidos em um filme de polietileno. O envélucro foi
posicionado sob um papel filtro umedecido com 50 pL de solucdo de
NHsNO; 6 mol L™ previamente posicionado no suporte de quartzo. Foram
adicionados aos frascos de quartzo 6 mL de NH,OH 50 mmol L™* como solucéo
absorvedora, seguida da introducdo do suporte contendo a amostra. O rotor,
contendo os frascos, foi submetido ao programa de aquecimento descrito no item
3.3.2.

A etapa de determinacdo apds o preparo de amostra por MIC foi feita por

ISE e IC para F. Cloro, Br e | foram determinados por ICP-MS e os resultados

13 Costa, V. C., et al.; Analytical and Bioanalytical Chemistry 407 (2015) 7957-7964.
14 Mesko, M. F., et al., Microchemical Journal 82 (2006) 183-188.
15 Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 96 (2010) 4-11.
6 Muller, A. L. H., et al., Journal of Analytical Atomic Spectrometry 27 (2012) 1889-1894.
8 Picoloto, R. S., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 107 (2015) 86-92.
° Mesko, M. F., et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 398 (2010) 1125-1131.
0 Flores, E. M. M., et al., Anaytical Chemistry 80 (2008) 1865-1870.
2 Flores, E. M. M., et al., Anaytical Chemistry 85 (2013) 374-380.
! Muller, A. L. H., et al., Journal of the Brazilian Chemical Society 22 (2011) 1649-1655.

8
Pereira, J. S. F., et al., Microchemical Journal 109 (2013) 29-35.
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obtidos sédo mostrados na Tabela 7. Nao foi possivel fazer a determinacgdo de Br e |
por IC devido a necessidade de diluicdo da amostra, para prevenir a saturagdo dos
sitios de troca idnica da coluna cromatografica com as altas concentracdes de NOs'.
Para ClI, preferiu-se a determinacédo por ICP-MS em func¢éo da elevada concentracao
desse analito nas amostras, uma vez que esta técnica apresenta maiores LOQs que
os obtidos por IC, ndo sendo necesséria a diluicdo prévia da amostra. Além disso,

tem-se a possibilidade de determinacao simultanea a Br e I.

Tabela 7. Concentracao encontrada para F, Cl, Br e | na amostra A utilizando o método da

MIC.
Concentracdo (ug g™)
Elemento ISE IC ICP-MS
F <8,0 <0,80 -
Cl - - 338+ 15
Br i i 1,44 +0,10

I - - <0,01

4.4 Efeito da concentracdo de carbono na determinacdo de Cl, Br e | por
ICP-MS

Quando as técnicas de determinacdo baseadas em plasma sdo utilizadas, a
presenca de altas concentragbes de C nos digeridos podem causar interferéncias
tanto de natureza espectral quanto ndo espectral. Relacionado a isso, alguns
trabalhos relatam que a intensidade de sinal para elementos com elevado potencial
de ionizag&o sao significativamente aumentadas em matrizes contendo C. O grau de
ionizacdo para elementos de dificil ionizagcdo é relativamente baixo, como por
exemplo, para Cl, Br e I. Contudo, devido ao efeito de transferéncia de carga do
C para o plasma, ocorre uma melhora na eficiéncia de ionizacdo, que afeta
diretamente na intensidade do sinal analitico, quando comparado com solugces

aquosas para calibracdo sem a presenca de C.*

49 _ o .
Grindlay, G., et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 86 (2013) 42-49.
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Com o objetivo de verificar possiveis interferéncias de C para a determinacao
de CI, Br e |, foram feitos alguns experimentos utilizando solu¢cdes de referéncia de
5mg L*de Cl, 5 pg L™ de Bre 0,5 pug L™ de | contendo concentragdes crescentes de
C de 50, 100, 250, 500, 750, 1000 e 2000 mg L™ em &gua.

Grindlay et al.*® utilizaram um critério de avaliacdo da exatiddo a partir da
incerteza expandida calculada a partir da repetitividade das medidas por ICP-MS.
Baseado nesse trabalho foi utilizado o céalculo da incerteza expandida para avaliar o
efeito da concentracdo de C nas determinacdes de ClI, Br e I.

Para o procedimento, foi realizada a verificacao da intensidade de sinal de um
solucao de referénciade 5mg L™* de Cl, 5 ug L* de Bre 0,5 pg L™ de | sem a adicéo
de C, sendo essa determinada 10 vezes, obtendo a média de RSD de 4%.
Posteriormente, o RSD foi multiplicado pelo fator de abrangéncia (k=2,2) para
estimar a incerteza expandida. A incerteza expandida obtida foi de 9%, sendo
portanto a faixa de aceitagdo para os ensaios de recuperacao entre 91 e 109%.

Na Figura 11 € mostrado o gréafico da recuperacdo de Cl, Br e | durante a
avaliacdo da interferéncia de C no plasma, quando solucbes contendo esses
analitos na presenca de concentragbes crescentes de C foram analisadas. A
intensidade de sinal obtida na solugcdo sem a adi¢céo de C foi considerada 100% e, a
partir dessa, foi calculada a recuperacdo para as solu¢cdes com concentracdes
diferentes de C.

E possivel observar que concentracées a partir de 750 mg L™ de C estéo fora
da faixa de aceitacdo para |. Dessa maneira € possivel concluir que houve uma
diferenca significativa na intensidade de sinal causada pela concentracdo de C na
solucéo. A interferéncia de C para a determinacdo pode estar relacionada com a
proximidade dos potenciais de ionizacdo do C (11,26 eV) e do | (10,45 eV),
ocasionando, dessa forma, transferéncias de carga do C para o analito influenciando
e melhorando a eficiéncia de ionizagdo do mesmo.*® Contudo, para Br é possivel
observar que apenas solu¢ées com concentracdes na ordem de 2000 mg L™ de C
causam uma diferencga significativa na intensidade do sinal quando comparada com
solugcbes sem concentracdo de C, enquanto que para Cl ndo foi observado
interferéncia até concentracées de 2000 mg L™ de C.

49
Grindlay, G., et al., Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy 86 (2013) 42-49.
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Figura 11. Avaliacdo da recuperacdo de Cl, Br e | quando diferentes concentragfes de C

foram utilizadas na determinagé&o por ICP-MS.

Com base nos resultados obtidos durante a avaliacdo da concentracdo de C,
foi possivel estabelecer concentrac6es de C em que ndo afetassem a determinacéo
de CI, Br e I. Dessa maneira, apés a decomposi¢cao com H,O, em meio alcalino em
SRC de alta presséao foi feita a determinacéo da concentracdo de C nos digeridos os
quais ficaram inferiores a 200 mg L™, ndo causando portanto, interferéncias durante

a etapa de determinacéo por ICP-MS conforme foi observado.

4.5 Determinacdo de F por IC e ISE

ApoOs a decomposicdo das amostras utilizando os métodos de decomposicao
com H,0O, em meio alcalino e MIC, foi feita a determinac¢do de F nos digeridos finais
por ISE e IC. Devido a baixa concentragdo do analito, ndo foi possivel a
quantificacdo nos digeridos das amostras de mel, pois foram inferiores ao LOQ das
técnicas utilizadas.

Entretanto, quando feita a determinacdo de F por IC nos digeridos dos

ensaios de recuperacdo de amostras fortificadas (adicdo de 5000 pg L™ de padrdo
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monoelementar de F na amostra de mel A), foi possivel observar interferéncia na
etapa de determinagcdo de F, uma vez que o sinal do pico cromatogréfico ndo
retornou a linha base. Dessa maneira, a concentracao obtida na determinacdo dos
ensaios de recuperacao para F por IC foi 25% inferior ao resultado esperado e ao
resultado obtido por ISE. A interferéncia causada nesse sinal ocorreu devido a
presenca de outro pico cromatografico proximo ao tempo de retencao do fluoreto.

E sabido que o tempo de retencdo dos ions formiato e acetado é muito
préximo ao do ion fluoreto quando a coluna de troca i6nica Supp 5 € utilizada. Desta
forma, foi feito um estudo utilizando solucdes de referéncia de fluoreto, acetato e
formiato. Na Figura 12 sdo mostrados os cromatogramas sobrepostos das solucoes
de referéncia de fluoreto, acetato e formiato, assim como o0 cromatograma da
amostra de mel A sem fortificacdo (10 vezes diluida). E importante salientar a
necessidade de diluicdo das amostras apos a decomposicdo com H,O, em meio
alcalino devido a carga de outros anions como nitratos, fosfatos, etc, os quais podem

saturar a coluna diminuindo sua vida util e eficiéncia de separacéo.
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Figura 12. Cromatogramas obtidos na verificacdo de interferéncias para fluoreto. (=) solugcéo
de referéncia de 100 pg L™ de F, (=) 100 pg L™ de acetato, (—) 100 pg L™ de

formiato e (=) amostra de mel A sem fortificacéo (10 vezes diluida).

E possivel observar no cromatograma da amostra de mel A (10 vezes diluida)

um pico que se sobrepdem ao sinal dos ions fluoreto, formiato e acetato presentes
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na solucéo de referéncia. Desta forma, para garantir a exatiddo dos resultados
preferiu-se fazer as medidas de F por ISE, pois com a utilizagdo dessa técnica néo é
necessaria a diluicdo prévia das solucdes e o LOQ obtido foi de 8,0 pg g™*. Caso a IC

fosse utilizada com diluicdo de 100 vezes, o LOQ obtido seria de 80 pg g™
4.6 Avaliacéo da exatiddo do método

Apos as avaliagdes dos parametros de temperatura de decomposicao, volume
de H,0O,, massa de amostra e volume de NH,OH para a posterior decomposi¢céo das
amostras de mel em SRC de alta presséo, foram feitos ensaios para verificacdo do
meétodo proposto. Para isso, foi avaliada a exatiddo do método através de ensaios
de recuperacdo e decomposicdo de RM com matriz rica em carboidratos. Também
foi feita a comparacdo dos resultados obtidos pelo método proposto com o0s
resultados obtidos por MIC.

4.6.1 Ensaios de recuperacao

Os ensaios de recuperacao foram feitos através da adicdo de quantidades
conhecidas dos analitos na amostra A. Para esses experimentos, foram utilizadas
solucbes de referéncia monoelementares de cada analito e a concentracéo
adicionada foi compativel com a concentracéo presente dos mesmos ha amostra ou
superior ao LOQ da técnica utilizada para quantificacdo. As adicbes das solucdes
monoelementares foram feitas diretamente na amostra. Ap6s a fortificacdo da
amostra, essa foi submetida a decomposicéo utilizando H,O, em meio alcalino em
sistema de SRC de alta pressdo nas condicbes otimizadas anteriormente. Os

resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Resultados obtidos para a quantificagcdo de F, Cl, Br e | apos fortificacdo e

decomposicdo da amostra A utilizando MAD-SRC de alta presséo.

Amostra A Fortificacao Amostra A com Recuperacéao
Elemento 1 1 . 1
(Mg L™) (Mg L) fortificacéo (ug L™) (%)
F2 < 150* 5000 5140 + 160 103
cP 5770 + 672 5000 10311 + 168 96
Br° 31+4 5 37+2 101
P 0,20 + 0,01 0,50 0,76 + 0,06 109

*Valores menores que o0 LOQ
®Determinacéo por ISE
Determinac&o por ICP-MS

Os resultados obtidos para os ensaios de recuperacao de F, Cl, Br e | foram
considerados satisfatérios, uma vez que estavam compreendidos no intervalo entre

96% e 109% de recuperacao.

4.6.2 Decomposicao de material de referéncia (RM)

A fim de avaliar a exatiddo do método proposto, dois materiais de referéncia
foram submetidos ao procedimento de decomposi¢cdo utilizando H,O, em meio
alcalino em SRC de alta pressdo para posteiror determinacdo de CI, Br e I.
A avaliacdo da exatiddo para F nao foi feita utilizando RM, pois ndo havia
disponibilidade de materiais com a concentracdo informada desse elemento. Nestes
ensaios foram utilizados dois RMs com matrizes ricas em carboidratos, sendo eles
Corn Bran e Rice Flour. Para as decomposicoes desses materiais foram utilizadas
massas de 250 mg dos RMs, 8 mL de H;O, e 550 pyL de NH4OH. Apds a
decomposicdo, as concentracoes de Cl, Br e | foram determinadas utilizando a
técnica de ICP-MS.

Na Tabela 9 estdo mostrados os resultados obtidos para o0 RM de Corn Bran
ap6s a decomposicdo com H,O, em meio alcalino em SRC de alta pressdo. E
possivel observar que apdés a decomposicdo de Corn Bran e quantificacdo por
ICP-MS, os valores obtidos para CI, Br e | ndo apresentaram diferenca significativa

com os valores de referéncia (Teste t-student, nivel de confianca de 95%).
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Tabela 9. Resultados obtidos para a determinacéo de Cl, Br e | em RM de Corn Bran apés

decomposicdo com H,O, em meio alcalino em SRC de alta presséo.

Valor determinado Valor de referéncia
Elemento 4 1
(Mg g?) (Mg g7)
Cl 246+272 31+21
Br 2,1+0,2 2,3+05
I 0,025 + 0,03 0,026 + 0,006

Na Tabela 10 sdo mostrados os valores determinados apds a decomposicao
de Rice Flour. Os valores determinados para Cl e Br em RM Rice Flour utilizando o
meétodo proposto ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados com
os valores informados no RM (Teste t-student, nivel de confianca de 95%). Para |,
néo foi possivel comparagéo entre os valores devido ao LOQ da técnica de ICP-MS

ser superior ao valor informado do RM.

Tabela 10. Resultados obtidos para a determinacgdo de Cl, Br e | em RM de Rice Flour apds

decomposicado com H,O, em meio alcalino em SRC de alta presséo.

Valor determinado Valor informado
Elemento 4 4
(Mg g7) (Mg g")
Cl 267 + 30 300
Br 6,9+1,2 8
I <0,01* 0,009

*Valores menores que 0 LOQ

Dessa maneira, ap0s a decomposicdo dos dois RMs, é possivel destacar que
0 método proposto apresentou exatiddo apropriada quando comparados os valores

de referéncia e informado para a concentracdo dos analitos nos RMs.
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4.6.3 Combustéo iniciada por micro-ondas — MIC

Apoés as avaliacdes nos ensaios de recuperacdo e decomposicdo de RMs, a
amostra de mel A foi submetida a decomposicéo utilizando MIC.

Na Tabela 11 sdo mostrados os valores obtidos para a determinagao de F
(por ISE), CI, Br e | (por ICP-MS) ap6és decomposi¢do utilizando o método de
preparo de amostra por MIC e por MAD-SRC com H,O, em meio alcalino em

sistema de alta presséo.

Tabela 11. Resultados obtidos para a determinacdo de F, Cl, Br e | utilizando MIC e
MAD-SRC com H,O, em meio alcalino em sistema de alta pressédo. Resultados
expressos em Jg g™.

MAD-SRC com H,O, em meio

Elemento MIC
alcalino em sistema de alta presséao
F < 8,0* < 8,0*
Cl 338 + 15 321+9
Br 1,44 + 0,10 1,51+0,12
I <0,01* <0,01*

*Valores menores que o0 LOQ

Pode-se observar que para F e | os valores obtidos tanto no método de MIC
como na decomposi¢do com H,O, em meio alcalino ficaram abaixo do LOQ das
técnicas de ISE e ICP-MS, respectivamente. Para Cl e Br foi possivel observar os
resultados obtidos pelos dois métodos de preparo de amostra 0s quais nao
apresentaram diferenca significativa (Teste t-student, nivel de confianca de 95%).

Apbés a avaliacdo de ensaios de recuperacdo, decomposicdo de RM e
comparacao a outro metodo de preparo de amostra ja estabelecido, foi possivel
avaliar a exatiddo do método proposto. Assim, a decomposi¢cdo com H,O, em meio
alcalino utilizando SRC de alta pressdo possui exatiddo adequada para a

decomposicdo de amostras de mel e posterior determinacao de F, Cl, Br e I.
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4.7 Quantificagdo de F, Cl, Br e | em diferentes amostras de mel

Apoés as otimizacbes, a decomposicdo com H,O, em meio alcalino utilizando
SRC de alta pressao foi aplicada para a decomposicdo de amostras de mel para
posterior determinacédo de F, Cl, Br e I. Foram utilizadas para quantificacdo desses
elementos 4 amostras de mel oriundas de diferentes regides do RS e SC. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados para a determinacéo de F, Cl, Br e | para diferentes amostras de mel
usando a decomposicdo com H,O, em meio alcalino em SRC de alta pressdo
como método de preparo de amostra. Resultados expressos em g g™.

Amostra F* Cl Br I
Mel A < 8,0** 3219 1,51+£0,12 <0,01**
Mel B < 8,0** 701 0,26 + 0,02 <0,01**
Mel C < 8,0** 161+4 0,51+ 0,05 <0,01*
Mel D < 8,0%* 235+ 2 0,81 + 0,08 <0,01**

*Valores obtidos por ISE
**\/alores menores que o0 LOQ

E possivel observar que a concentragido de F e | ficaram abaixo dos LOQs
obtidos para o método proposto nas amostras avaliadas. Enquanto que, para Cl e
Br, as amostras apresentaram diferentes concentracdes, o que pode estar
relacionado as diferentes regides de origem do mel ou até mesmo ao processo de
extracdo ou embalagem ao qual o mel foi exposto. Cabe salientar que para que seja
feito o estudo de correlacionar a concentracdo de determinado elemento a regido de

origem do mel, seria necessario a analise de um maior numero de amostras de mel.

4.8 Limites de quantificacdo paraF, Cl, Br e |

Na Tabela 13 sdo mostrados os valores dos LOQs para F por ISE e IC, para
Cl por ICP-MS e IC, e para Br e | por ICP-MS. Como é possivel observar, a
utilizacdo do método de decomposicdo com H,O, em meio alcalino em SRC de alta
pressdo e as técnicas analiticas de determinacdo utilizadas, foram obtidos LOQs

relativamente baixos.
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Tabela 13. Limites de quantificacdo obtidos para F por ISE e IC, para Cl por ICP-MS e IC e
para Br e | por ICP-MS.

Halogénio LOQ (ug g™') Técnica utilizada

F 8,0 ISE
0,8 IC
Cl 23 ICP-MS
1,6 IC
Br 0,07 ICP-MS
I 0,01 ICP-MS

O LOQ obtido para F por IC é melhor quando comparado ao LOQ obtido por
ISE, entretanto com as interferéncias observadas na determinagédo por IC, para
garantir a exatiddo dos resultados preferiu-se fazer as medidas de F por ISE. Para
Cl, o0 LOQ obtido para IC foi melhor que o LOQ obtido para ICP-MS, contudo devido
a alta concentracdo desse analito na amostra e a possibilidade de determinacéo
simultanea a Br e I, optou-se pela determinagé&o por ICP-MS.

Nao ha legislacdo que trate dos limites para halogénios no mel, contudo os

LOQs parecem ser apropriados para o controle de qualidade do mel.



5. CONSIDERACOES FINAIS

O método de decomposi¢do com H,O, em meio alcalino utilizando sistema de
camara de reacdo unica (MAD-SRC) de alta pressdo mostrou-se aplicavel a
decomposicdo de mel para posterior determinacao de F, Cl, Br e I. A complexidade
da matriz e as particularidades dos halogénios, quanto a etapa de preparo de
amostra, envolvem algumas dificuldades e, neste trabalho, o método utilizado
apresentou exatiddo adequada, praticidade, simplicidade e adequacdo as analises
de rotina.

Dentre algumas vantagens do método proposto € possivel destacar,
principalmente, a utilizagdo de H,O, como agente oxidante. O uso desse reagente
gera dgua como um dos unicos produtos de sua decomposicdo, 0 que esta de
acordo com os principais fundamentos da quimica verde devido a baixa toxicidade e
baixa acidez dos digeridos finais. Além disso, apresenta frequéncia analitica
adequada (podendo ser decompostas 5 amostras diferentes a0 mesmo tempo),
baixos LOQs e a concentracdo de C nos digeridos finais é adequada para
determinacao em técnicas baseadas em plasma (ICP-MS).

Portanto, a partir dos resultados obtidos, pode-se observar que o método de
decomposicdo com H,O, em meio alcalino usando SRC de alta pressao para
posterior determinacdo de halogénios em mel é aplicAvel e possui exatidao
adequada quando ensaios de recuperacdo, decomposicdo de RMs e método

comparativo foram empregados.
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