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DETERMINACAO DE ESPECIES METALICAS EM MEL DE ABELHAS
PORICP OES
Autora: Teresa M. F. de F. Mendes
Orientadora: Prof. Dr. Solange Cadore
Co-orientador: Prof. Dr. Nivaldo Baccan

Foram desenvolvidos dois métodos, mineralizagao assistida por microondas
(MW) e solugbes assistidas por ultra-som (US), para a quantificacio de metais em
mel por Espectrometria de Emissdo com Plasma Acoptado Indutivamente (ICP OES),
considerado-se aspectos como a complexidade da matriz, a otimizagdo instrumental
€ a essencialidade efou toxidez das espécies K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Ni,
Pb, Cd. Pelo procedimento US, foram analisadas 69 amostras comerciais brasileiras,
de varias regiées do pais, e os resuftados foram avatiados pelos métodos de analise
de agrupamentos hierarquicos e de componentes principais.

Os métodos estabelecidos mostraram-se eficientes, com recuperacées na
faixa de 90 a 110 %, desvios padrio relativos abaixo de 10% e com caracteristicas
diferenciadas, um em retac@o ao outro, inerentes aos seus respectivos processas.
Os testes estatisticos, F e t, apontam uma concordancia entre os dois métodos. O
MW mostrou-se mais preciso, porém o US é mais simples, com menos etapas de
manipulacdo e requer menores quantidades de reagentes. Deste modo, a escotha do
método dependera da precisdo requerida para a analise.

Os resuitados obtidos para as amostras nacionais mostram que os teores de
Cd e Pb, considerados potencialmente téxicos, estio abaixo dos limites de
quantificacdo e que 80 % podem ser consideradas como uma boa ou rica fonte de
Mn. As faixas de concentragoes de K, Ca, Mg, Mn, Fe e Zn, nas amostras por regi&o
geografica, sdo amplas e se intercalam. Através do estudo quimiométrica nac foi
possivel estabelecer uma classificacio nitida das amostras por regido geografica,
com estas variaveis, observando-se apenas uma tendéncia a sua formacgio. Esta
tendéncia é fortalecida quando o nimero de amostras por regido € maior e as
dimensdes regionais si0 menores.

De um modo geral, os resultados obtidos assinalam novas informacdes sobre
os méis nacionais que, eventualmente, poderic ser tteis para a formag¢do de uma
base de dados de composicio minerai.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF METALIC SPECIES IN HONEY BEE USING ICP OES

Author: Teresa M. F de F. Mendes
Supervisor: Prof. Dr. Solange Cadore
Co-supervisor: Prof. Dr. Nivaldo Baccan

Two preparative methods for quantification of metats in honey using Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES) were developed:
microwave assisted digestion (MW) and ultra-sound assisted dissolution (US).
Aspects such as matrix complexity, instrumental optimization and the
essentialityftoxicity of the species K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Ni, Pb, Cd were
considered. Using the US method, 69 samples of Brazilian honey, from different
parts of the country, were analysed. The results were treated by the chemometrics
methods of hierarchical analysis and principal components.

The proposed methods were shown to be efficient, with recoveries between 80
and 110% and relative standard deviations lower than 10%. They presented
differences attributed to the characteristics of the two preparative procedures.
Statistical tests, F and t, showed agreement between them. While MW was more
precise than US, this second method was simpler, requiring less manipulation and
less sample. The choice between them wili depend on the precision required by the
analysis.

The resuits obtained indicated that the level of Pb and Cd in Brazilian honeys
was below of limit of quantification and aiso that about 80% of them may be
considered as a good source of Mn. The concentrations of K, Ca, Mg, Mn, Fe and Zn
varied over a large scale. it was impossible to classify the origin of the honey from
different regions of the country by the chemometric evaluation used in this study.
However, it was possible to predict a tendency.

The results obtained provide important information about the mineral content of
Brazilian honeys.
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I. INTRODUGCAO

O mel é definido pelas normas de qualidade como um produto alimenticio
produzido por abelhas meliferas a partir do néctar de flores (floral) ou de secrecoes
procedentes de partes vivas de plantas ou de excregdes de insetos sugadores de
plantas (melato) que ficam sobre as partes vivas das plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substéncias especificas proprias e deixam
maturar nos favos da colméia [1].

A composigdo quimica do mel de abelhas &, essencialmente, uma mistura
complexa de carboidratos (frutose: 2545 % m/m, glicose: 25-37 % m/m, maltose: 2-
12 % m/m, sacarose: 0,5-3 % m/m), agua (15-20 % m/m), minerais (0,04-0,2 % m/m)
€ muitos outros componentes, presentes em concentragbes menores, porém nao
menos importantes, uma vez que sdo responsaveis pelas propriedades fisicas e
organolépticas das suas diferentes classes. As diferengas nas concentragtes
devem-se a origem do mel, ou seja, variam de acordo com sua origem botanica,
regido e variagbes climaticas, processamento e armazenamento [2,3].

O mel de abethas vem sendo usadc pelo homem desde tempos remotos. Os
egipcios usavam propolis como bactericida e para embalsamar mumias, enquanto os
gregos € romanos seguiam o provérbio: “mel no interior e no exterior” {4}
Atuaimente, o mel de abelhas é um alimento muito popular, tanto como suplemento
alimentar como coadjuvante terapéutico. Entre suas inGmeras propriedades
terapéuticas destacam-se as agbes bactericidas, anti-sépticas, vasodilatadoras,
diuréticas, digestivas, vermifugas e, recentemente, novas pesquisas tém
demonstrado que atua também como antioxidante, pela absorgao de radicais livtes
de oxigénio [4,5]. Estes atributos tém atraido cada vez mais consumidores deste
alimento, prevendo-se um aumento significativo de sua comercializagae [6].

O potencial de informagdes analiticas provenientes da determinacac de
metais em met de abelhas € grande, uma vez que seus niveis de concentragio
relacionam-se mais efetivamente com o meio ambiente, e podem estabeiecer tanto a
origem geografica como o nivel de poluicdo ambiental (solo, agua, plantas e ar), em
uma area de aproximadamente 7 km® {2,3,7]. Além disso, a determinacio de



espécies metalicas & importante niao somente para os macro-constituintes como
também para os micro-constituintes considerados essenciais para a dieta humana
[8].

Os constituintes considerados essenciais a dieta humana podem estar
presentes no mel em concentracdes tais que podem classifica-lo como uma fonte
rica ou boa de determinados minerais {9]. Por outro lado, a quantificacdo de metais
de transicao, muitos dos quais indesejaveis em determinadas concentragbes, por
sua suposta toxicidade, além de estarem relacionados a origem geografica, podem
assinalar possiveis contaminagdes ou poluigdo ambiental. Estas informactes sao
teis, tanto para profissionais da salde e meio ambiente como para os
consumidores em geral.

Assim, no que se refere a teores de metais em méis de abethas, algumas
pesquisas véem sendo desenvolvidas buscando melhores indicadores para a sua
avaliagdo da qualidade, no sentido de garantir a sua autenticidade e preservar ¢
consumidor de especulagbes comerciais e, também, de assinalar possiveis
contaminagbes ambientais [2,7,10-15]. A literatura descreve a determinagdo de
metais em méis de abelhas, procedentes de varios paises, utilizando técnicas e
métodos diverscs [16-19].

Quanto ao desenvolvimento de métodos para a quantificagao de constituintes
metalicos em méis de abelhas, observa-se um grande interesse na determinacéo de
alguns metais de transicdo, para os quais s3o aplicadas técnicas diversas {3,20-30}.

Entretanto, estudos sistematicos da composicdo dos macros e micro-
constituintes desta matriz por espectrometria de emissio oOtica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) sio poucos, apesar desta técnica mostrar-se
adequada para a quantificacac destas espécies. A técnica de ICP OES proporciona
altas temperaturas, o que promove a destruicdo da matéria organica, dissocia¢io de
moléculas, atomizagao e ionizagao para um grande nimero de espécies diferentes,
em diversos niveis de energia e, a0 mesmo tempo, com poucas interferéncias
quimicas, 0 que possibilita a analise multielementar com rapidez, precisdo e
exatidao {31].



Este estudo apresenta dois métodos, mineralizagio assistida por microondas
(MW) e solugdes assistidas por ultra-som (US), para a quantificagao simuitanea dos
macros e micros constituintes Ca, K, Mg, Na, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn, em
amostras de mel de abelhas, por ICP OES. A exatiddo de cada procedimento
analitico foi avaliada através de experimentos de adigdo e recuperacido de analitos
em dois niveis de concentragbes para quatro amostras brasileiras de diferentes
origens comerciais. Foi feito também um estudo preliminar para o pré-tratamento
desta matriz, utilizando o principio da fermentacgéo alcodiica.

Como aplicagdo, 69 amostras de meéis de abelhas comerciais, procedentes
das varias regiées do Brasil, foram analisadas através do método US. Através dos
métodos quimiométricos, analise por componentes principais {PCA) e anafise
hierarquica por agrupamentos (HCA), foram feitas andlises em amostras
procedentes dos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais e das regides Nordeste e Sut
do pais.



il. OBJETIVOS

Este trabalho teve os seguintes objetivos:

» estabelecer diferentes estratégias para a quantificacéo simultinea de metais
em mel, por ICP OES, considerando: compiexidade da matriz; otimiza¢ao
instrumental, essencialidade e/ou toxidez dentrc dos limites de tolerancia
fisioldgica, numa conceniragdo que vai além daquela essencial dos macro-

elementos K, Ca e Mg e micro-elementos Na, Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Ni, Pbe Cd.

* comparar os métodos propostos pela avaliagao de suas respectivas precisoes

e suas possiveis perdas e/ou interferéncias para cada espécie estudada:

« avaliar a possibilidade de classificagdo de méis de algumas regides do Brasi,
através de métodos quimiométricos, de acordo com as concentra¢des das
espécies metalicas estudadas.

ll. JUSTIFICATIVA

A Importdncia deste estudo deve-se ndo somente ao desenvolvimento de
novos meétodos anafiticos para uma matriz complexa de interesse comercial e
ambiental, mas também por assinalar novas informagdes sobre os méis do pais quse,
em contraste com a sua grande extensio geografica e diversidade floral, possui
poucos registros na literatura mostrando seus dados de composigéao mineral.



IV. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos anos tem sido disseminada a nogdo de que o consumo de
alimentos naturais € excelente para curar e prevenir algumas enfermidades e/ou
restabelecer a saude, porém muitas dessas divulgagdes nhdo apresentam base
cientifica.

Com relagéo ac mel de abelhas na saide humana, o seu mecanismo de efeito
tem sido constatado em varios estudos {32]. Estas comprovacgoes de resultados até
entac empiricos, possiveimente esta relacionada ac aumento do consumo deste
alimento. Alem disso, desde 1935 tem sido comprovado que abelhas, méis e polen
atuam como indicadores ambientais de metais [13]. Assim, o estudo desta matriz
apresenta interesse analitico e tem sido estimulado.

A Unigo Européia (EU) adotou uma proposta referente ao mel em que
normaliza a sua composicdo e produgao e encoraja ¢ desenvolvimento de métodos
analiticos que permitam a verificag&o e conformidade com as suas especificacdes de
quatidade [2,25]. No Brasil, a portaria 367/97 da Secretaria do Ministério do Estado
da Agricultura e do Abastecimento regulamenta a identidade e qualidade do mel, e

considera que este nac deve exceder os niveis maximos toleraveis de
| contaminagdes ou residuos tdxicos, estando em concordancia com a Norma Mundial
do Codex para o Mel [1]l. A despeito da norma brasileira prever possiveis
contaminagdes, ela ndo estabelece os niveis maximos toleraveis.

Neste capitulo sdo apresentados alguns aspectos sobre o mel de abelhas
comc produto alimenticio, os parametros estabelecidos pelas normas que
regulamentam sua qualidade, suas caracteristicas e alguns dos desenvolvimentos
metodologicos recentes, relacionados & busca de melhores indicadores para a
avaliacao da sua qualidade, onde sio exploradas mais efetivamente as
investigacdes relacionadas a metais. Em seguida, é feita uma abordagem sucinta
dos estudos desenvolvidos em méis brasileiros, dos principios basicos do ICP OES,
dos métodos de pré-tratamento de amostras de mel de abelhas e dos métodos
quimiométricos utilizados neste estudo.
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V.1 - MEL DE ABELHAS: CLASSIFICAGOES E CONTROLE QUIMICO
DE QUALIDADE

Uma das responsabilidades governamentais é assegurar a popuiacdo o
formecimento de alimentos seguros e saudaveis. Consegiientemente, um conjunto de
normas é definido e analises devem ser realizadas rotineiramente para a verificacao
do seu cumprimento e para avaliar possiveis adulteragbes efou contaminagdes do
produto.

A classificagdo do mel € feita de acordo com a sua origem (unifiorais,
polifiorais, de melato), com a sua forma de obtengio (escorrido, prensado,
centrifugado, filtrado) e com a sua apresentagao (liquido, cristalizado, em favas,
cremoso, processado). O mel processado sofre aquecimento e filtragdo para destruir
as leveduras e promover a dissolugdo de cristais de dextrose. A temperatura de
aquecimento deve ser entre 3240 °C, que é a temperatura média da colméia, e nio
afeta suas propriedades, se o periodo de aquecimento for curto. Porém, em atguns
casos, € feito um aquecimento a temperaturas superiores para liquefagao e
pasteurizacao [2,33].

De acordo com as normas estabelecidas, o conjunto de parametros que define
a qualidade do mei é [1}:

-caracteristicas sensoriais: cor (uniforme em todo o volume); sabor (caracteristica);
aroma (livre de aromas indesejaveis); consisténcia (fluida, viscosa ou
cristalizada).

-caracteristicas fisico-quimicas: aglcares redutores (calculados como acticares
invertidos); sacarose aparente; umidade; sélidos insoltiveis em agua; minerais
(cinzas), acidez livre; atividade diastasica; 5-hidroximetilfurfurai (HMF);
contetdo de pdlen.

-caracteristicas microbiolégicas: coliformes; salmonela; fungos e leveduras.

Atraves da determinac&o desses itens € possivel estimar a qualidade, origem
e adulteracao de méis, sabendo que & expressamente proibida a utilizagio de
qualquer tipo de aditivo.
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As técnicas comumente empregadas para a sua adultera¢io sio baseadas
em dois diferentes principios: diluicio em agua e acréscimo de xaropes de agicares.
Os xaropes mais comuns sdo de aglicares invertidos, de cereal ou a mistura de
cereal e frutose. Outras adulteragdes sdo devidas a alimentagio das abelhas com
agucares, xaropes ou mel artificial em uma misceldnea concernente 2 origem
geografica ou floral. As propriedades também podem ser afetadas pelo seu
processamento, armazenamento e, ainda, por contaminagdes de residuos quimicos,
como produtos usados para controle de doencas das abelhas, agrotxicos,
pesticidas, etc. [2,12,34].

Quando se tem o objetivo de determinar a qualidade sensorial de um alimento,
isto &, o resultado das sensagdes experimentadas pelo homem ao ingeri-lo, deve-se
perguntar a ele a resposta. Os provadores sdo profissionais bem treinados para
executar esta avaliagdo, mas as propriedades que resultam em estimuios sensoriais
s@o dificeis de serem medidas, visto que os mecanismos de integragao entre as
substancias que causam este tipo de estimulo e os receptores sdo extremamente
compiexos [35}].

O sabor e o aroma sdo muito dependentes de compostos organicos volateis e
semi-volateis presentes na matriz e no espaco em torno desta. A identificacdo e
quantificacao destes compostos séo dependentes das técnicas de andlise utilizadas,
sendo de grande importancia para a avaliagdo das mudangas de sabor ligadas ao
processamento, armazenamento e origem floral [2,35].

A cor do mel tem sido usada apenas para fixar pregos, embora seja um
parametro utl na caracterizacdo do produto. Alguns meéis sio coloridos e
transparentes, outros sao brancos apoés a cristalizagdo e a maioria dos polifiorais
vana do ambar claro ao escuro. O conteGdo de minerais, carotenos, xantofilos e
flavonois sdo responsaveis pelas cores. A concentracio de aminoacidos € maior em
méis escuros que em claros, ndo sendo encontrados tirosina e triptofano nos méis
claros. A cor pode ser alterada com o tempo, uma vez que a cristalizacio induz a um
escurecimento temporario. A avaliagdo da cor é feita por diferentes procedimentos
baseados na comparacgao visual de padroes [36].
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O contetido total de minerais indica a pureza do mel e é avaliado pela
calcinagio {(cinzas), aceitando-se o valor maximo de 0,2 % m/m, com uma tolerancia
de até 1 % m/m para méis poliforais. A variagio deste indice deve-se & origem do
mel e estende-se em uma ampla faixa, influenciando diretamente a sua cor; de 0,04
% m/m para méis claros até 0,6 % m/m para os escuros. Devido & sua pequerna
concentragao, a ingestao diaria de 100 g de mel ndo contribui, necessariamente, com
as necessidades minerais dietéticas. Entretanto, alguns metais podem ser
suficientemente tdxicos quando presentes em certas concentracdes. Sua
quantificacao € essencial, ndo somente quando o seu efeito tdxico é conhecido, mas
também para estabelecer seus limites e riscos de ingestdo. As concentragbes de
metais em mel, especialmente elementos tragos, séo indicadores da origem botanica
e geografica e do nivel de poluigdo ambientat [2,20].

Em relacdo aos carboidratos, os sacarideos estdo presentes em maiores
quantidades no mel. Os principais sdo os monossacaridecs, glicose e frutose. A
razao media da concentragio glicose:frutose & de 1,2:1, dependendo da origem
boténica. Podem ser determinados por varios métodos, baseados no uso de suas
caracteristicas fisicas, quimicas ou enzimaticas. A determinac¢do de sacarose & um
teste adicional para reconhecimento de adulteragio por xaropes, porém, quando sua
concentracao & inferior a 5 % m/m, somente pode ser detectada por instrumentos
com sensibilidade adequada, como por exemplo cromatografia liqguida de alta
eficiéncia (HPLC); além disso, sua concentracio pode diminuir durante o
ammazenamento, devido a presenc¢a da enzima invertase [2}.

Normalmente, existe no mel uma quantidade de proteinas menor que 0,5 %
m/m, enfre as quais incluem-se as enzimas invertase, diastase, glicose-oxidase e
catalase. O carater bacteriostatico do mel é atribuido também as atividades
enzimaticas, através da produgao e acumuio de peroxido de hidrogénio que atua
sobre os microorganismos ndo osmoéticos. A medida da atividade enzimatica esta
relacionada & exposicdo do mel ao calor e as suas condigcbes de armazenamento,
porem varia muito em diferentes amostras, uma vez que cada tipo de néctar requer
uma maior ou menor manipulacdo pelas abethas na coiméia, para obter a
consisténcia ideal. Por outro lado, a atividade diastasica, ou nimerc de disstase
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(a- amilase) é determinada pelo indice Goethe. As reages enzimaticas promovem a
formagdo de HMF, cuja concentragio indica a presenga de adicao de aguicdr
invertido. Porém, este ndo & um fator determinante, pois a presenca de HMF esta
associada a tratamentos de aguecimento ou armazenamento. Estes dois indicadotres
juntos s&o usados para julgar a adulteragio, o processamento e a conservagaoc do
mel {37}.

O teor de agua indica o tempo de armazenamento e o grau de maturidade do
mel, ou seja, se a sua extragdo da colméia foi feita precocemente. Os métodos
oficiais para determinacio de agua s30 realizados por medidas do indice de refragéo
ou determinacio da massa perdida, apds a secagem ao forno e o seu contetGdo nao
deve ser superior a 20 % m/m. Valores maiores podem ocasionar fermentacao,
perda de sabor e baixa qualidade. Uma outra consegiiéncia é o0 aumento da acidez,
devido aos processos de fermentagao que produzem acidos organicos {6,33].

Tradicionalmente, a determinacao da origem floral é feita por identificagdo e
quantificacao de grdos de podlen, através de exame microscopico
{melissopatinologico). Todavia, existem alguns problemas associados ao método:
diferentes espécies de plantas produzem diferentes proporgoes de polen que variam
de estacdo para estacgio; a cotheita do polen pode ser diferente em flores masculinas
e femininas; as abethas podem coletar pélen sem néctar; o pélen pode ser extraido
do met por operacgao de filtragdo; o pélen pode ser adicionado ao mel. Deste modo, a
avaliagdo da origem botanica deve levar estas questdes em consideragao,
associando estas informagdes as outras, obtidas pelos diferentes métodos [2].

A higiene no processamento de alimentos € uma norma imprescindivel.
Normalmente, s&o encontrados diversos microorganismos no mel, predominando as
leveduras osmofilicas: Saccharomyces, Shizosaccharomyces e Torula, que podem
iniciar o processo de deterioragio, através da fermentacdo. Devido as suas
propriedades terapéuticas, ¢ mel & comumente usado por ingestdo direta ou
aplicacdo locat. Deste modo, uma assepsia deficiente pode provocar danos ao
produto e a satide [38].

De um modo geral, é possivel associar a concentra¢io de acticares redutores,
a sacarose aparente e a umidade com a maturidade e o processamento do mel. Por
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outro lado, a acidez livre, 0 teor de HMF e 0 nimero de diastase relacionam-se com
o grau de deterioracéo, frescor e condigbes de armazenamento, enguanto que 6s
teores de minerais e sdlidos dissolvidos em agua indicam o grau de pureza do mel.

iV.2 - DESENVOLVIMENTOS RELACIONADOS AO CONTROLE DE
QUALIDADE DE MEIS DE ABELHAS

O controle de qualidade n3o € um sistema estatico e perfeito, necessitando
sempre da revisdo de seus parametros para methor entender o comportamento de
todas as varidveis, desprezando as desnecessarias e buscando méfodos
alternativos, no sentido de acompanhar as evolugbes, tendéncias e necessidades.

Assim, considerando o mei de abethas como uma amostra analftica complexa
e heterogénea, na andlise de qualquer resultado devem ser consideradas as
contribuictes provenientes do processamento, equipamentos ou contéineres, clima e
fatores sazonais, como precipitacao pluviomeétrica e insuficiéncia de certos elementos
em solos, rochas e agua [2,20,25]. Portanto, fatores fitossociologicos, ambientais e
de processamento sio refletidos na composicdo das plantas e, consegiientemente,
no mel.

Deste modo, algumas investigagbes vém sendo feitas, direcionadas a busca
de indicadores & métodos gue venham avaliar, o mais fielmente possivel, as
propriedades do mei de abelhas.

1V.2.1 - Processamento e Maturidade

Os efeitos do processamentc e de matundade tém atraido a atencio de
alguns pesqguisadores. A partir das diferencas de Iabilidade das enzimas e da
formagao de HMF, através da agdo combinada do tempo e da temperatura, pode-se
estimar a intensidade do tratamento témmico. Deste modo, através da atividade
enzimatica pode-se avaiiar o frescor de méis processados [39].
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Bonvehi e colaboradores {37} estudaram o comportamento da atividade de
invertase por diferentes processos de aquecimento, em 147 amostras de méis de
diferentes procedéncias botdnicas da Espanha e constataram uma variacao
semethante da atividade nas diferentes amostras.

Huidobro e colaboradores [40] acompanharam a variagso de etano aparente
em 33 amostras de mel comercial da regido da Galicia (Espanha) através de
medidas do indice de refragio a 20 °C, em intervalos de 90 dias, a partir da colheita.
Os resuitados obtidos mostraram a heterogeneidade do mel pela presenca das
leveduras esporadicas ou aleatbrias. Através de um monitoramento deste tipo é
possivet estimar um tempo médio de prateleira para o mel.

O teor de agua, além de indicar a maturidade, € critico para prevenir o
crescimento de microorganismos e a conseqiiente fermentacio do mel. Os métodos
oficiais de sua avaliacdo (indice de refragio ou secagem ao forno) apresentam
significantes variacbes de resultados para uma mesma amostra, quando feitos por
diferentes laboratorios, sob condigbes fisicas e de umidades distintas. Partindo
destas premissas, isengard e colaboradores {33} compararam quatro procedimentos
para determinar agua em 39 amostras de mel de diferentes origens geograficas e
botanicas: indice de refragdo, secagem ao forno, secagem por infravermelho e
tihuiacao Kart Fisher modificado (medidas feitas a 50 °C e secagem por
infravermetho). O uitimo procedimento, proposto pelos autores, apresentou maiores
concentragbes £ menores desvios-padroes, sugerindo a ocorréncia de menores
perdas do contetido de agua.

IV.2.2 - Higiene e Residuos Quimicos

Existe uma grande preocupagac com o controle higiénico-sanitario direcionado
nao somente para a presenga de microorganismos, mas também para residuos
quimicos, como os produtos utilizados nos apiarios, residuos de pesticidas,
agrotoxicos, etc.

O grau de contaminacdo microbiolégica e as propriedades organolépticas e
fisico-quimicas foram investigadas por Midgal e cotaboradores {38}, apos fratamento
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por irradiacio com 10 MeV por um acelerador de elétrons linear de 10 kW em dose
de 10 kGy, para diferentes tipos de meéis. Apos a irradiagéio, houve um decréscimo
de 99 % do total das bactérias presentes e um aumento médio de 1,8 a 2,5, do indice
de antibittico investigado, sem a mudanca de cor, sabor, nimero de diastase, acidez
e contetido de HMF. Uma vez que as leveduras sao responsaveis pela fermentacéo,
este tipo de tratamento aumenta a estabilidade e o periodo de armazenamento,
elevando muito a qualidade do mel pelo seu aito nivel de pureza microbiolégica. Um
produto submetido a este tratamento poderia ser destinado a usos especiais, como
para a dieta de pessoas com deficiéncias imunologicas.

Jiménez e colaboradores {41} determinaram residuos de 37 tipos de pesticidas
em mel, por cromatografia gasosa, apés extragdo em fase sdlida. As respostas
cromatograficas obtidas por cafibragio convencional apresentaram recuperagdes
muito acima do esperado, o que foi atribuido ao efeito de matriz, e que pdode ser
contornado pelo método de adicdo de padroes. Em um outro estudo {42], utilizaram
polidimetilsiioxano com 10 pm de espessura para a micro-extragio de 21 tipos de
pesticidas de diferentes familias quimicas, em 6 meéis polifiorais de origens diversas.
Os autores sugerem este procedimento para analises semiguantitativas,

Outra contribtiicdo de Jiménez e colaboradores [43] refere-se a residuos efou
produtos da degradacdo de clordimeforme, N-(4-cloro-o-toloil}-N, N-
dimetifformamida, utifizado no controle de acaros em apiarios. Através das técnicas
de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas e cromatografia
gasosa com detector de emissio atdmica, monitoraram a cinética da reacdo do
clordimeforme, durante 28 semanas, e identificaram a formacdoc de 4-cloro-o-
toiuidina e N-formil-4-cloro-o-toluidina. Através da linha de emissido do carbono,
deduziram o decréscimo do clordimeforme dopado no mel em 7,5 % da sua massa
inicial de 2 mg kg™.

A determinagio de anions em mel nao tem atraido a atencio dos
pesquisadores. Entretanto, o acido oxalico vem sendo usado para o controle de
doencas em abeihas. Det Nozat e colaboradores [14] investigaram as concentraces
de oxalato, sulfato e nitrato por cromatografia ibnica com deteccdo condutimétrica,
apds sua separacao e exiracdo em fase solida em uma coluna anidnica e eluicao
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com uma solugio de cromato a 0,01 mol L. Examinaram 99 amostras de mel de
abethas de diferentes ofigens botanicas, coletadas de uma mesma area, no periodo
de 1996 a 1998. Monitoraram também amostras de mel procedentes de colméias
tratadas todos os dias com uma solucdo de acido oxalico a 3 % mv, durante quatro
semanas. Foi encontrado sulfatc em grande parte das amostras, cujas
concentragoes (na faixa de 20 a 206 pg g~') variam de acordo com as estacées do
ano, o conteido de oxalato nos meis, aparentemente, nio é influenciado pelo
tratamento das coiméias.

IV.2.3 — Metais

Os metais estio presentes nos meéis de abelhas em baixas concentracdes,
com vailor maximo de 0,2 % m/m, porém sua avaliacdo € de grande importancia uma
vez que € um alimento consumidc como suplemento alimentar e coadjuvante
terapéutico em varias enfermidades.

Constituintes considerados essenciais a dieta humana (K, Na, Ca, Mg, P e S)
podem estar presentes no mel de abethas em concentragbes tais que podem
qualifica-lo como boa forte nutritiva. Por outro iado, a presenca de metais de
transicio, alguns indesejaveis por sua suposta toxicidade, mesmo em baixos niveis
de concentracio, pode estar relacionada com a origem geografica do mel e podem
assinalar poluicao ambiental {20].

A determinacio de metais em alimentos ricos em acticar tem sido um desafio
analitico, devido & interferéncia da matriz. A diluicio da amostra pode minimizar este
efeito mas, por outro iado, reduzir as concentractes dos metais abaixo do limite de
deteccdo. Assim, o pré-tratamento € usualmente necessario para destruir a matriz
organica efou extrair os ions metalicos ligados aos complexos organicos [20].
Obviamente, a sele¢do do procedimento deve, sempre, levar em conta as espécies
de interesse, a matriz e 0 tempo necessario para o emprego da técnica considerada
observando, também, que tanto o monitoramento ambiental quanto o controle de
quakdade requerem um grande ntimero de amostras para analise.
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A seguir sd0 apresentados alguns métodos propostos para a determinacao de
metais em meéis de abelhas, algumas aplicagdes no monitoramento ambiental e
determinagbes da sua origem geografica e/ou autenticidade.

IV.2.3.1 - Métodos Analiticos

Os métodos recentemente desenvolvidos para a determinagio de metais em
mel de abethas utilizam técnicas de analises que proporcionam determinacao
simultanea de espécies. Kump e colaboradores [29] compararam o desempenho das
técnicas de espectrometria de fluorescéncia de radioisotopos de raios-X,
espectrometria de fluorescéncia de reflexdo fotal de raios-X e espectrometria de
emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado para a detecgao de espécies
metalicas e ndo metalicas em mel, polen e abethas, apds mineralizagao, constatando
que os metodos sdo compativeis, desde gue as amostras sejam submetidas ao
mesmo pré-tratamento.

Lill e colaboradores [30] quantificaram metais em mel, por emisséo de raios-X
induzidos por particula, apos tratamento de pré-concentragao por uma calcinagio
programada, obtendo ganhos de sensibilidade e limite de detecgdo, que foram
atribuidos a reducdo da massa na composicio das cinzas residuais. A calibrago foi
feita com cinzas secas de varios materiais bioldgicos de referéncia certificados, onde
foi observado que os efeitos de matriz sdo negligenciaveis e que as amostras na
forma de cinzas sao mais homogéneas e resistentes aos raios catodicos. Os limites
de detecg@io, em geral, foram menores que 10 ng g, sendo detectada a presenca
das seguintes especies em mel: K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sre P.

A determinagio da concentracdo de 24 elementos em amostras de mel de
abelhas, produzidos em uma area recuperada de uma mina de uranio no Texas, foi
avaliada por Iskander [44], utilizando a técnica de analise de ativacdo por néutrons,
onde foram detectados Br, Co, Cr, Fe, K, Na, Rb, Sb, SC, Se, Sm, Zn e Zr. Apesar
desta técnica apresentar baixos limites de detecgdo, sua desvantagem esta no aito
custo para analises de rotina.
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Um meétodo para a determinacao simultanea de Cu, Pb, Cd e Zn em amostras
de mel mineralizadas por microondas, utilizando a voltametria de redissolucio
anddica por pulso diferencial foi proposta por Sanna e colaboradores [3]. Para evitar
a formagao de compostos intermetalicos de Cu-Zn, foi adicionada uma solucdo de
Ga (ll). Os resuitados obtidos foram comparados com aqueles obtidos por
espectrometria de absorcdo atdmica com atomizagio eletrotérmica mostrando
valores estatisticamente compativeis. Estes pesquisadores investigaram também a
possibilidade de especia¢cdo em amostras n&o mineralizadas, mas os resultados nao
foram satisfatérios devido a capacidade de complexacido da matriz e sua ala
viscosidade. Assim, foi feita a determinacao destes metais em solugses de met, onde
foram encontradas respostas satisfatorias para o Cu. Dois procedimentos para a
determinagdo de Cu livre foram feitos com diferentes diluigdes, obtendo-se
concentragbes completamente distintas. Deste modo, os autores enfatizam os
cuidados relativos a diluicdo que, apesar de ser uma operagio simples, pode afetar a
composigao, alterando drasticamente o equilibrio de complexagao da matriz.

Com o objetivo de reduzir as etapas de pré-tratamenio e minimizar os
interferentes, Buldini e colaboradores [20] compararam os efeitos da digestdo
assistida por fotélise UV e por microondas em mel de diferentes origens e variadas
composicOes, através de determinagbes simultaneas de Fe, Cu, Ni, Zn, Pb, Cd, Co,
Mn por cromatografia ibnica e por voltametria de redissolugdo catodica de puiso
diferencial. Os resultados obtidos, independentes das técnicas utilizadas, mostraram
que as espécies determinadas, com excegdo do Mn, ndo foram afetadas pela
radiacdo UV, apresentando uma recuperagdo entre 97-103 %. Na auséncia de
material certificado para o mel, as amostras foram analisadas por espectrometria de
absorcdo atdmica com atomizagio eletrotémmica, ETAAS, apresentando uma bhoa
concordancia de resultados. Os autores concluiram que ambas as técnicas sdo
convenientes para a determinacgéo de elementos tracos em mel, embora necessitem
de um tratamento prévio, e a digestio por fotdlise UV mostrou-se superior quando
comparada a digestdo por microondas, tendo em vista que as quantidades de
reagentes requeridas s&o menores.
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Um método proposto por Viflas e colaboradores [22] para a determinacgao de
Pb, Cd, Zn e Cu por ETAAS em amostras de mel de abelhas nao mineralizadas
consiste na diluicdo da amostra em peroxido de hidrogénio e acido nitrico e sua
introducdo no atomizador. Deste modo, a matriz organica é destruida durante a
etapa de pré-aquecimento, diminuindo ¢ sinal de fundo e a quantidade de residuos
no atomizador, melhorando a precisdo da determinagao. Os resultados obtidos para
¢ Pb, Zn e Cu apresentaram boa concordancia quando comparados com os obtidos
para amostras submetidas a caicinacao. Entretanto, o contetido de Cd determinado
pelo método proposto (1,2 a 5,4 ng g™') ndo pode ser comparado, uma vez que os
resultados obtidos pelo procedimento de caicinacio apresentaram valores elevados
de desvio padrao relativo (RSD).

Caroli e colaboradores [25] estudaram a concentragdo de varias espécies
metalicas {As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Pt, Sn, V e Zn) em mel de abethas de duas
origens boténicas diferentes, em diferenies estagios de producéo (fresco, selado,
extraido, maduro). Em fungdo das concentragGes de cada espécie, suas
determinagbes foram feitas por espectrometria de emissac atémica com plasma
indutivamente acopiado, espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado a um detetor quadrupolar ou a um espectrometro de massas de alita
resolugdo. O objetivo deste trabalho nao foi somente de quantificar possiveis
contaminantes em mel nas suas etapas de producdo, mas também de dar inicic a
uma campanha para a produg¢ao de um material de referéncia certificado (CRM). As
amostras foram coletadas de duas colméias de uma area considerada despoluida,
em Castelmuzio (Italia). As concentractes dos diferentes elementos foram similares
nas duas coiméias; as poucas excegdes notadas foram para as espécies As, Cu, Fe,
Ni e Zn que foram atribuidas as diferentes origens botanicas dos meéis.

Dando prosseguimento ao projeto de produgao de CRM em mel de abelhas,
Caroli e colaboradores [26,27] avaliaram a possibilidade de producdo de dois
materiais de mel de abelhas de diferentes estados fisicos. Para a preparagic do
material, 0 comportamento mais estavel foi obtido pelo encapsulamentoc de uma
solugdo aquosa de mel purgada com argdnio e submetida a radiacao y. A finalidade

da radiagdo é diminuir a atividade microbiolégica, que causa floculagdo e/ou
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desnaturacdo de proteinas e afeta os resultados anatiticos, pela variagdo da
composicao da matriz através da absorgdo de ions na solugio. O projeto foi
considerado um sucesso e os materiais foram submetidos aos critérios de
certificagdo do Instituto de Medidas e Materiais de Referéncia, Junta do Centro de
Pesquisa da Comissdo Européia (Institute for Reference Materials and
Measurements, Joint Research Centre of the European Commission, EC-IRC-
IRMM). Se este trabatho for aprovado, devera ocorrer um avango analitico
significativo, no que diz respeito a validagdo de métodos para a determinagao de
metais em mel de abelhas.

Packer e Giné [28] estudaram a determinagio de Ba, Cu, Zn e Pb em
amostras de mel de abethas, sem a etapa de digestao da amostra, usando o método
de diluigéo isotdpica e nebulizagdo por injegao direta por ICP-MS. Aproximadamente
0,6 g de mel foi diluido em 15 mL de agua desionizada, contendo 4 % viv de HNO; e
1 % miv de Triton X-100, agitadas durante 20 s, e injetadas para andlise. Os
parametros envolvidos foram ofimizados para a obtencdo de sinais transientes
estaveis. As razdes isotdpicas para o0 Ba, Cu, e Zn foram medidas em uma unica
injecdo, enquanto que a de Pb foi feita separadamente. Os resuitados apresentaram
uma boa concordancia, quando comparados com oS obtidos com amosiras
mineralizadas e calibradas com padrao externo. A analise é caracterizada por uma
otima precisao e reducdo da etapa de digestdo da amostra. Entretanto, uma das
desvantagens da técnica consiste na possivel penetracio de ions ou particulas
residuais, provenientes de reagdes no plasma, as quais podem causar avarias ao

quadrupolo.
1V.2.3.2 - Monitoramento Ambiental

A guantificagdo de metais em mel de abelhas geraimente é feita para garantir
a qualidade e sua autenticidade como alimento saudavel para consumo. Neste
aspecto, os teores de especies metalicas presentes atuam como um indicador
ambiental, sendo relacionados a situagao especifica de um dado momento. Assim,
investigactes relacionadas a qualidade tém, também, dado a sua contribuigao para
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um aumento do acervo de informagbes, quando caracteriza méis de diferentes
procedéncias. Entretanto, quanto ac seu uso no monitoramento ambiental, isto &,
acompanhando e avaliando os dados em um trabalho progressivo, sistemdatico e
seqgiencial, sdo observadas poucas coniribuigoes.

Leita e coloboradores [7] monitoraram as concentragbes de Cd, Pb e Zn na
superficie de abethas e ¢ acumulo destes metais nos seus alimentos, nas abelhas
mortas e nos seus meéis. Este estudo foi realizado durante 9 semanas, em 10
colméias localizadas a 50 metros de um cruzamento rodoviaric. As concentra¢oes
das espécies foram determinadas por ICP OES. Foram encontrados Cd e Zn na
superficie das abethas mortas, como conseqiiéncia de sua exposi¢io ao ambiente.
Entretanto, o Pb nas abelhas mortas foi, aparentemente, extraido com agua elou
acumulado no corpo do inseto. A geléia real e os méis apresentaram um alfo
conteudo destes metais. Foi encontrada uma relag¢ao linear entre as concentracGes
de Cd nos meis e nas flores. Estes pesquisadores sugerem que os produtos de
abelhas meliferas podem ser utilizados como marcadores ambientais e que medidas
em abelhas mortas podem ser uma ferramenta Giil para avaliar a dinamica do
acumulo de poluentes.

Um outro trabatho de monitoramento ambiental e avaliagdo de abelhas
meliferas e seus produtos como bioindicadores, foi realizado por Conti e Botré {45].
Foram avaliadas as concentracdes de Cd, Cr e Pb por ETAAS em abelhas meliferas,
méis, poiens, propolis e cera. As amostras foram coletadas por um periodo de 3
meses em apiarios especialmente construidos para minimizar contaminagdes por
metais e localizados em areas selecionadas, caracterizadas por impactos ambientais
diferentes, da cidade de Roma. Este estudo teve como cbjetivo especifico verificar a
possibilidade de detectar variagbes significativas nas concentragbes das espeécies
estudadas com os diversos tipos de amostras e areas. Os resuitados mostraram gue
as concentragOes dos metais nas areas consideradas “mais limpas” estavam abaixo
do relatado na literatura. Estes pesquisadores consideraram que pélen, prépolis, cera
e abelhas sd@o mais Gteis que somente 0 mei de abelhas, na avalia¢gdo do grau de
contaminacao, apesar do reduzido tempo de exposicao das matrizes e, consegiiente,
actimulo fimitado destes metais.



19

Uren e colaboradores {15] monitoraram as concentragbes das espécies
metalicas Pb, Cd, Fe, Cu, Zn, Mn, Ca, Mg e K em méis de abelhas produzidos em
diferentes regiGes da Turquia por espectrometria de absorgio atémica por chama
(FAAS), durante o periodo de 1992 a 1994. Foram coletadas 74 amostras, das quars
33 eram procedentes de uma area localizada entre 15-18 km de uma usina
termoeiétrica. Foram observadas consideraveis flutuagdes nas concentracdoes das
espécies, de acordo com a época de amostragem. As amostras procedentes da
vizinhanga da usina néo apresentaram contaminacio pelos metais estudados.

Um exempio tipico do uso do mel de abelhas como indicador ambiental & dado
pelo trabalho feito por Borawska e colaboradores [46] que, doze anos apos o
acidente nuclear de Chernobyl, investigaram os niveis de Cs-147 e K-40 em meéis de
abelhas procedentes daquela regido, por espectrometria de raios gama. Os
resultados obtidos foram comparados aos da época do acidente. Os autores
supunham que, passado todo esse tempo, a radioatividade presente nas amostras
estaria abaixo do limite de detecgao instrumental, o que nao foi o caso. Porém, os
resultados mostraram que os niveis de concentragdo das espécies estudadas
estavam bem abaixo do limite para alimentos, de acordo com a Comissdo
Internacional de Prote¢io Radiolégica.

Um estudo comparativo de diversos tipos de preparacéio de amostras em met
de abethas foi feito por Fodor e Molmar [24], usando {CP OES na determinacgio de
varias espécies metalicas. Estes pesquisadores relataram que as melhores
recuperagses foram obtidas para as digestdes acidas em bomba de PTFE e fomo de
microondas e aplicaram estes dois métodos em 7 amostras de mel de abelhas
procedentes da Hungria. Os resultados obtidos mostraram que, em geral, as
amostras procedentes de areas industriais apresentaram maiores teores de metais.
Apesar deste estudo abordar uma questao importante, relacionada a esta matriz, os
autores nao apresentaram os resultados relativos as recuperacdes e nio fizeram
uma comparacao estatistica dos resultados obtidos pelos dois métodos.

Milier-Ihii [9] avaliou as concentragdes de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn por AAS e
K e Na por espectrometria de emissio atdmica em amostras de mel de melado e
frutas. A preparacao das amostras foi feita por digestao com acido nitrico e peréxido
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de hidrogénio. Os resultados obtidos foram comparados com as definicbes da
Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos {(Food and Drug
Administration’s - FDA). Tantc o mel como diversas frutas foram considerados como
uma boa fonte de potassio.

Pesquisadores de varios paises tém tido a preocupagao de fazer
levantamentos de perfis fisico-quimicos e das concentragdes de algumas espécies
metalicas em diferentes tipos de mel de abelhas de origens botanicas e de regides
distintas, por diferentes métodos e técnicas. Em geral, os resultados sdo comparados
com os de outros paises, observando-se que muitas caracteristicas sio infrinsecas
da regiao de origem [16-19].

1Iv.2.3.3 - Origem Botinica/Geografica e Autenticidade

Uma énfase especial tem sido dada & determinacdo da origem botanica e
geografica do mel. A analise microscopica é limitada e a determinagio de simples
parametros tais como, HMF, cinzas, atividade enzimatica, mono e dissacarideos e
residuos de tratamentos quimicos permitem apenas o indicio da origem botanica
efou geografica.

Deste modo, a andlise de perfis de alguns parametros pode ser mais
conveniente. Os perfis mais convenientes para a indicagio da origem botanica sao:
oligossacarideos, acidos organicos, compostos aromaticos, flavondides, Acidos
fendlicos, distribuicdo de polen, ésteres, proteinas e razio isotépica estavel (D/H).
Para a indicacio da origem geografica tem-se: aminoacidos, compostos aromaticos,
fiavonsGides, minerais e elementos fragos, oligossacarideos, proteinas e razao
isotopica estavel ('°0/'°0). Todavia, a combinagio de métodos & uma aproximagio
promissora para a comprovagao da autenticidade, especialmente guando a avaliagao
é feita por técnicas estatisticas {2].

Existe uma forte tendéncia do crescimento comercial de méis. Assim, tanto a
caracterizacéo da origem floral, como o estabelecimento dos limites geograficos e de
produgao, direcionados & protecdo de areas que desenvolvemn uma marca com um
certo padrao de qualidade, sdo importantes para fornecer ao consumidor um critério
de escolha. Nestas circunstancias, o estabelecimento de procedimentos para a
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determinacdo da origem e autenticidade € muito importante. Na auséncia de um
tnico parametro identificador, métodos estatisticos véem sendo usados [10,11].

A maioria dos estudos feitos através de métodos quimiométricos direcicnados
ao reconhecimento da origem botanica tem utilizado alguns parametros quimicos
legais de qualidade e, para o reconhecimento geogréafico, tem-se usado também a
composi¢io mineral.

Paramas e colaboradores [11] fizeram uma analise quimiomeétrica, utilizando
13 parametros fisico-quimicos e as concentragbes de 12 cations e 4 anions de meéis
de abethas procedentes de seis areas produtoras das provincias de Salamanca,
Zamora e Caceres (Espanha). O objetivo deste estudo foi o de verificar a
possibilidade de diferenciacido entre os méis, para estabelecer os limites geograficos
de producdo de cada area e determinar, se possivel, as diferencas entre as areas
geograficamente e botanicamente diferentes dos distintos tipos/qualidades. Assim,
60 amostras de mel fresco foram coletadas das seis areas, no periodo de 1992 e
1994. Dados de interesse como localizagdo, data, procedimentos de extragéo,
tratamentos de aquecimento, temperatura, local de ammazenamento, dados
climatologicos e botanicos foram registrados. Os resultados obtidos na analise de
polen refletiram aproximadamente a proporgao de cada tipo de mel produzido em
cada area. A aplicagao da analise discriminante linear (LDA) permitiu a diferenciagao
entre 0s méis e entre as areas. Foram selecionadas 10 varidveis para as seis areas,
sendo uma combinacido de 3 parametros fisico-quimicos e de 9 elementos,
apresentando um resultado de 91,38 % de classificacao correta. Para {rés areas de
interesse especial, da regido da provincia de Salamanca, foram selecionadas 6
varnaveis, obtendo-se um resultado com 97,07 % de classificacdo correta.

Qutro método semelhante foi desenvoivido por Latorre e colaboradores [10},
com o objetivo de confirmar a autenticidade de méis de abethas produzidos na regido
da Galicia (Espanha), através de métodos multivariados. Foram feitas determinagbes
de 11 metais em 42 amostras diferentes, divididas em duas categorias: mel galiciano
natural e mel néo galiciano processado. Foram selecionadas as concentragbes de 3
elementos (Li, Mn, Cu) por LDA, as guais foram utilizadas para a diferenciacéo. Os
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resultados obtidos, por diferentes métodos, apresentaram bons niveis de confianca
para esta classificagao.

Deviliers e colaboradores [47] fizeram a analise elementar de 86 amostras de
mel de abelhas comercializadas na Franga por ICP OES. Os resuitados obtidos
foram submetidos a andlise de componentes principais (PCA) e analise de
agrupamentos hierarquicos (HCA) para melhor interpretagdo dos dados analiticos.
Foram encontradas relagbes entre os perfis metdlicos e as origens botanicas.
Algumas das amostras analisadas, produzidas em areas proximas as industrias,
apresentaram contaminacao por metais.

IV.2.4 — Estudos Desenvolvidos em Méis Brasileiros

Em contraste com sua grande diversidade floral, poucos registros da
composicao quimica de méis brasileiros sdo descrifos na literatura, sendo
encontrados alguns estudos académicos, como o trabalho ja citado de Packer e
Guiné [28], que utiliza o método de diluicdo isotopica e ICP-MS.

Bastos [{35] desenvoiveu um método para determinacgao de compostos volateis
em mel de eucalipto e de laranja pela técnica de isolamento “Headspace” dinamico e
separagao por cromatografia gasosa de alta resolugao. A identificagdo de alguns dos
compostos foi feita por espectrometria de massas e pelo indice Kovats. A
composicao de volateis diferiu de acordo com a origem floral do mel analisado. Foi
verificado também que tantc o processamento como as condigbes de
ammazenamento afetam a composigao dos volateis nas amostras.

Pamplona [48] estudou diversas amostras de mel de Apis mellifera
procedentes das regibes Sudeste, Sul e Nordeste, observando a origem floral,
algumas propriedades fisicoquimicas e algumas espécies metalicas determinadas
por ICP OES, com o objetivo de estabelecer relagGes entre estas propriedades. Os
resultados indicaram que a composigac quimica do mel varia de acordo com a
origem floral, clima e solo; pH, cor, conteido de agua, sabor e composicao metaiica
s&0 caracteristicos para cada origem floral.
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Costa e colaboradores [6] estudaram e compararam caracteristicas fisico-
quimicas de méis polifiorais e 11 tipos de monoflorais, procedentes de 14 estados
brasileiros. Seus resultados apontam algumas caracteristicas marcantes, as guais
podem vir a ser usadas na distingdo do mel das diferentes regides do pais. Dos
valores obtidos, 82 % estavam em concordancia com os regulamentos legais do
Brasil e com o Cadigo Europeu. Em um estudo posterior, este mesmo grupo de
pesquisadores [49] determinou o teor de 10 oligossacarideos em 70 amostras das
diferentes regides, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os
resuttados comprovaram que alguns destes compostos s30 Uteis na diferenciagio
das regides geograficas, e podem também ser usados para testes de autenticidade
de méis brasileiros.

Recentemente, Campos e colaboradores {50} compararam a aplicagdo da
equacao de Kirkwood e o metodo de White para a classificacao de 25 amostras de
méis florais e de melato procedentes de Santa Catarina. O estudo esiatistico indicou
que os metodos sac equivalentes e que ambos podem ser usados. Além desta
conclusdo, este estudo apresenta parametros fisico-quimicos utilizados na aplicacao
das equacgbes que contribuem para o acervo de informactes dos méis nacionais.

iV.3 - ESPECTROMETRIA OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO

Na técnica de ICP OES uma amostra é submetida a altas temperaturas e os
seus componentes nao somente sao convertidos a atomos gasosos ou ions
elementares, mas também ocorre excitagdo das espécies a altos estados eletrénicos.
A rapida relaxacdo das espécies excitadas &€ acompanhada pela producio de linhas
espectrais, ultravioleta e visivel, que séo Uteis na analise qualifativa e quantitativa.

As aitas temperaturas sao promovidas por um plasma de argbnio. Por
definicdo, plasma é uma mistura gasosa condutora de eletricidade que contém uma
concentracao significativa de cations e eléfrons, com uma carga total proxima de
zero {51]. O plasma de argdnio & formado e mantido por um fluxo de gas argdnio em
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um campo magnético de alta freqiéncia em uma tocha de quartzo, constituida de
trés tubos concéntricos.

A formacao do plasma da-se por uma centelha inicial, proveniente da bobina
de indugdo, descarregada no fluxo de gas argbnio, tornando-o condutivo, sob um
campo magnético. O tubo central conduz a amostra, na forma de aerossol,
procedente do rnebulizador; no tubo intermediario flui o gas auxiliar para a
estabilizacdo do plasma; no tubo externo flui o gas argénio que alimenta o plasma e
refrigera a tocha, prevenindo a sua fusdo, devido s altas temperaturas atingidas. A
Figura 4.1 apresenta a segdo fransversal da tocha e o plasma formado com suas
regides de femperaturas tipicas.
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Fig. 4.1 — Secao transversal de uma tocha e do plasma formado usado em ICP OES,
com suas regiées de temperaturas tipicas [Adaptac¢éo da ref. 31}

A regido do plasma em que s3o feitas as medidas da radiacdo de emisséo &
conhecida como zona analitica normal (NAZ), as quais podem ser observadas de
modo lateral, sob o raio (configurag@o da tocha radial) ou observada sob o eixo axial
(configuragao da tocha axial) do plasma [31].

A diferenga principal entre os dois modos de configuracdo da tocha consiste,
basicamente, no comprimento da regido observada. Em geral, o modo de
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observagao axial alcanga melhores limites de deteccdo e sensibilidade que o radial,
uma vez que a regido de observagdo do sinal analitico € maior. Por outro lado,
aumenta o risco de interferéncias espectrais e diminui a razao sinal/fundo. Em muitos
casos, onde a faixa de concentragdo do analito € elevada ou quando existe o
problema de matriz complexa, a escolha do modo de observacao radial pode ser a
mais conveniente, principalmente para espécies de baixo potencial de ionizagao
[31,52].

Alguns instrumentos combinam os dois modos de observagdo de tocha
(double vision) em uma unica unidade, onde a radiacdo & coletada por um foco 6tico,
tais como lentes convexas ou concavas, e as escolhas dos modos mais
convenientes sao feitas e controladas por um computador. A Fig. 4.2 apresenta,

esquematicamente, este tipo de mecanismo.
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Fig. 4.2 — Mecanismo de observagédo de tocha de instrumentos equipados com dupla
visdo, axial e radial [Adaptacéo da ref. 31].

O processo de nebulizagdo & uma etapa critica em ICP OES. Para este fim
existem varios tipos de nebulizadores no mercado. O sistema ideal de introdugdo &
aquele que transporta toda a amostra para o plasma, de forma que o plasma possa

reproduzir a dessolvatagdo, vaporizagdo, atomizacdo, ionizacdo e excitagdo. Os
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nebulizadores pneumaticos sdo os mais utilizados, devido & sua simplicidade de
construgao, boa reprodutibilidade, baixo custo e robustez.

No nebulizador de fluxo cruzado ou de fiuxo transversal (cross-flow), utilizado
neste estudo, o fluxo de argdnio & pempendicular ao fluxo da amostra. O contato do
fluxo de argdnio sobre o fluxo da amostra liquida provoca a sua ruptura em um fino
aerossol. Uma vantagem deste tipo de nebulizador sobre os demais é que, além da
minimiza¢do de problemas com entupimento, eles sdo mais resistentes a corrosio
ou ataques guimicos {31].

Atualmente, as fontes de plasma tém se tornado o método mais importante e
largamente utilizado na espectrometria de emissao, oferecendo muitas vantagens.
Uma dessas vantagens € a determinagao multiclementar, onde devem ser tomados
os devidos cuidados com as interferéncias espectrais, que € uma conseqgiéncia
direta das altas temperaturas. Bons espectros de emissao sao obtidos em um Gnico
conjunto de condigdes de excitagdo, como resultado, espectros de diversos
elementos podem ser registrados simultaneamente. Outra vantagem é que as fontes
de plasma s3o mais energéticas e permitem a determinagdo em baixas
concentragbes de elementos gque tendem a formar compostos refratarios, isto &,
compostos como Oxidos de boro, fosforo, tungsténio, uranio, zirconio e nidbio que
sdo altamente resislentes a decomposigdo térmica. Finalmente, os métodos

baseados em fontes de plasma oferecem amplas faixas de concentragéo finear {51].

iV.4 - PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS

Os meétodos de andlises espectroscopicas necessitam de uma etapa de pré-
tratamento de amostras, por mais simples que seja. Esta etapa é geralmente uma
das mais importantes nas analises, por ser responsavel por erros na analise. Isto é
mais critico para amostras solidas ou complexas, uma vez que os métodos
utilizados, geralmente, requerem uma solubilizacio para sua infroducéo no sistema.

Existem varios métodos de preparagdc de amostras para analise que séo
classificados em secagem ou oxidagdo a seco e digestdo Umida. A escolha do
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método mais adequado ndo € uma questdo facil de ser respondida. Cada um
apresenta suas vantagens e desvantagens em relacdo a uma amostra ou a um
problema de quantificagdo em particular.

Os meétodos de oxidagdo a seco sdo simples e sensiveis. Sio usadas
temperaturas elevadas a pressdo atmosférica, geralmente em forno mufla, para
assegurar a decomposicao e remogdo da matéria organica. O conteudo mineral da
matriz e transformado em carbonatos ou 6xidos, os quais sdo dissolvidos em um
acido apropriado. A principal desvantagem destes métodos esta associada a perdas,
devido a volatilizac&o de algumas espécies. Nestes casos, sao utilizados reagentes
oxidantes para prevenir a voiatilizagao e para auxiliar na velocidade do processo.

A remocao total da matéria organica é muitas vezes desejavel para a
determinacéo do analito, porém outras vezes isto € desnecessario, podendo-se
apenas extrair para a solugdo as espécies metalicas presentes na amostra. A
digestdo Gmida pode satisfazer estas duas opgdes. Estes métodos envolvem o uso
de alguns acidos combinados (nitrico, sulfGrico, perclorico, cloridrico, fluoridrico) e
peréxido de hidrogénio e podem ser conduzidos em sistemas abertos ou fechados.

Os métodos de digestdo acida em sistemas fechados sdo geraimente mais
eficientes que a oxidagao a seco em sistemas fechados, onde o fator limitante das
bombas de combustéo é a pequena quantidade de amostra permitida a ser tratada
53l

Os procedimentos de digestdo Umida em sistemas abertos ou fechados
assistidos por microondas parecem ser uma das tendéncias analiticas, uma vez que
0 seu aquecimento e sua velocidade de decomposicdo sao mais eficientes que os
sistemas convencionais para muitos tipos de amostras consideradas de dificit
solubilizagao. Além disso, tem-se um menor consumo de reagentes e menores riscos
de contaminagdo com maior precisao e repetibilidade.

As microondas sdo ondas eletromagnéticas que cobrem uma faixa de
freqiiéncia de 300 a 300.000 MHz do espectro eletromagnético. E uma radiagéio nio
ionizante que provoca movimento de moléculas polares e ions em solugdo, pela
migragao de ions e/ou rotagdes de dipolo, ocasionado pelo elevado nimero de vezes
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em que o campo eletromagnético se alterna, proporcionando o aquecimento da
amostra em meio acido [54].

Em um sisterna assistido por microondas as radiages sdc emitidas por um
dispositivo eletronico, denominado magnetrom, que converte a energia elétrica de
baixa freqliéncia em um campo eletromagnético e situa-se na cavidade de um formno
que serve para refietir as ondas. Dois tipos de sistemas sa@o usados: sistema fechado
(sob pressao) e focalizado (& presséo atmosférica). No sistema fechado, a pressio &
elevada e controlada, onde a energia de microondas é focalizada no frasco que
contém a amostra. No sistema de microondas focalizado, a digestiao é feita em
frascos, na forma de tubos, com capacidade para 50, 100 ou 250 mL a pressao
atmosférica [54,55].

Um dos métodos alternativos utilizados no pré-tratamento de amostras
consiste no uso da energia de ultra-som (sonicagio). A energia de ultra-som tem
freqiéncias mais baixas que a faixa audivel humana (1 — 16 kHz) e é diferente das
ondas eletromagnéticas (ondas de radio, infravermeiho, visivel ou ultravioleta, raios—
X e raios gama), que podem atravessar o vacuo. A energia de ultra-som passa
através da matéria quando o meio contido envolve ciclos de expansdo e
compressao. Neste caso, se a energia de ultra-som é suficientemente forte, formam-
se bolhas ou cavidades, cujo processo € conhecido como cavitagdo.

Os efeitos quimicos da sonicagio sao atribuidos ao processo de cavitacao
que gera aitas temperaturas (aproximadamente 5000 °C) pela a¢do mecanica entre
as particulas solidas e fluidas e que podem facilitar processos como dissociagae,
fuséo e lixiviagdo, sendo um modo efetivo de extragio de espécies quimicas em
diversos tipos de amostras. A eficiéncia da exiragio depende das variaveis que
influenciam o processo de cavitagdo (temperatura, viscosidade, presenga de
particulas sélidas, altura da coluna de agua, frequéncia e posicdo dos recipientes
usados para extragao, entre outros). Os mecanismos comumente empregados estao
na forma de banho ou sonda. Os banhos de ultra-som si&o mais populares;
entretanto, apresentam as desvantagens de baixa repetibilidade e reprodutibilidade,
em relagao a sonda de uitra-som que, por apresentar energia focalizada, promove de
modo mais eficiente o processo de cavitagio. Apesar das limitagdes, para muitas
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situagcbes analiticas a sonicagdo pode ser uma solugio eficiente e de baixo custo
[55a).

Matrizes ambientais variam sua composicdo desde puramente organicas a
puramente inorgénicas, mas geraimente encontram-se em uma combinagio
intermediaria entre os dois extremos. A sua total solubilizagdo nem sempre €
possivel em uma unica etapa, usando um (nico reagente. Deste modo, os cuidados
devem ser redobrados para que n&o ocorram contaminagdes. Isto é particularmente
importante na determinagao de constituintes em concentrages mais baixas [53).

Além dos cuidados relacionados a qualidade dos resuitados analiticos, a
questdo de seguranca deve ser observada, principalmente quanto a utilizagdo de
reagentes explosivos. Uma outra questdo polémica, relacionada tanto com a
seguranga como tambem com o meio ambiente, envolve os residuos gerados em
laboratorios que decorrem, em grande parte, da etapa de preparagdo da amostra
para analise; para muitos destes, ainda ndo existe uma aplicacdo efou descarte
apropriado.

Em ICP OES, as aitas temperaturas favorecem a decomposicao das matrizes
e diversos tipos de liquidos organicos ou suspensdes podem ser aspirados
diretamente [53]. Em geral, nestes casos, tem-se um menor niimero de reagentes e
etapas de manipulacdo das amostras. Entretanto, para esta aplicagdo deve ser
observada a possibilidade de efeitos de matriz, devendo-se tomar precaugdes para
que nao ocorram entupimentos ou obstrucdo no sistema de nebulizagdo, como
também a formacdo de compostos de carbono, devido ao alto contelido de matéria
organica, ou altas concentragbes de sais em solugdo que podem diminuir a razao
sinal/fundo, afetando drasticamente a sensibilidade instrumentai.

Os microrganismos, através de suas atividades enzimaticas, sdo responsaveis
por inUmeros processos na area de alimentos e medicamenios. As enzimas séo
catalisadores organicos, produzidos por células vivas, que governam as reagdes
quimicas nos processos vitais. Uma vez elaborada por uma célula, uma enzima
podera atuar independentemente da célula, se condigbes apropriadas forem
mantidas. Umas das propriedades relevantes das enzimas é a sua especificidade
sabre o substrato. As enzimas atacam um numero muito limitado de compostos e
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néo tém qualquer efeito sobre outros. Outras propriedades sdo a atividade em baixa
concentracao, a rapidez de a¢do e a nao toxicidade [56,57]. Alguns pesguisadores
vém utilizando estes principios propondo métodos alternativos de decomposicao de
matrizes organicas.

Morris e colaboradores [58] utilizaram o principio de fermentacio aicodlica,
para a decomposicdo de amostras de aglicares procedentes de refinarias, usando
fermento de p&o comercial {Saccharomyces cerevisiae), para a determinacéo de Pb,
Cd e Zn por ETAAS. Estes pesquisadores concluiram que o pré-tratamento utifizado
apresenta uma interferéncia na determinacdo de Pb, para o qual foram obtidos
resultados de 10 a 20 % maiores que o esperado;, nao foram observadas
interferéncias nas determina¢bes de Cd e Zn. Este comportamento deve-se,
possivelmente, a habilidade destes microrganismos absorverem seletivamente
algumas espécies metalicas. Bag e colaboradores [59] aproveitaram esta
caracteristica para o desenvolvimento de um método de pré-concentragio de ferro e
niquel utiizando, também, a Saccharomyces cerevisiae imobilizada com sepiolite,
um hidrato de magnésio mineral. O método demonstrou ser eficiente, apresentando
boas recuperacbes na determinacéo destas espécies em ligas metalicas, por FAAS.

Outros métodos vém sendo propostos utilizando diretamente certos tipos de
enzimas para a decomposicido de alimenios e quantificacdo de determinadas
espécies metdlicas [60,61]. Sabe-se que muitos fatores podem comprometer os
resultados, mas apesar do custo elevado associado a aquisicdo de alguns tipos de
enzimas, sua aplicacao analitica parece ser alternativa promissora no pré-tratamento
de amostras.

IV.5 - QUIMIOMETRIA

A sofisticagdo crescente das iécnicas instrumentais impuisionadas por
ferramentas computacionais no laboratorio gera uma grande quantidade de dados
analiticos. Entretanto, obter dados nao significa possuir informag&o, mas interpreta-

los e coloca-los em um contexto adequado para converte-los em informagao (il é o
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grande desafio da quimiometria, que trata de problemas de origem quimica,
utilizando métodos matematicos e estatisticos ou procedentes da logica formal para
alcancar esta finalidade [62].

Atraves dos metodos gquimiomeétricos, conhecidos como reconhecimento de
padrbes, & possivel extrair ou interpretar tendéncias efou relagoes de um conjunto de
dados, atendendo a sua natureza muttivarida. Dados multivariados correspondem a
uma matriz de dados m x n, cofrespondendo a m linhas (amostras ou objetos) e n
colunas (variaveis ou parametros). A guestdo fundamental reside em transformar a
informacao multidimensional em bidimensional {62,63}.

Os métodos quimiométricos para reconhecimento de padrdes sao
classificados em nao supervisionados e supervisionados. Nos métodos nao
supervisionados o objetivo é identificar classes ou agrupamentos naturais dos dados
sem a imposicao prévia de relagbes entre estes, independente do alvo da
modeiagem. Nos métodos supervisionados, o conhecimento das classes é usado
para desenvolver um modelo para classificar futuras amostras [64].

Os dois métodos nao supervisionados correspondem a Anadlise de
Agrupamentos Hierarquicos (HCA) e a Analise de Componentes Principais (PCA).
No método HCA, o aigoritmo atribui valores de similaridades entre as amostras
originais, através de calculos de distancias entre as mesmas, no espaco
multidimensional, obtendo-se uma matriz de similaridade. Os dados da matriz de
similaridade sao inspecionados e as amosiras com similaridade maxima séo
selecionadas e somadas, formando um centro de gravidade. Em seguida, um outro
par de amaostras, de maior similaridade, é selecionado; o0 processo continua até que
todas as amostras sejam contidas em um Unico agrupamenio. O resultado é
apreseniado na forma de um grafico bidimensional, chamado de dendograma
[64,65].

No método PCA os dados s&o, também, agrupados de acordo com as
similaridades encontradas, porém os dados multidimensionais sdo projetados em
dimensdes menores, através de combinagbes lineares das variaveis originais,
formando as componentes principais (PC). Para isto, a matriz de dados originais (m x
n) é decomposta em trés outras matrizes: a mainz de scores de m linhas de d
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colunas {corespondente ac numero de PC), a matriz de pesos ou loadings com d
linhas e n colunas e a matriz de residuos, com m linhas e n colunas, correspondente
& parte nao modelada. Como resultado, da analise por PCA obtém—se graficos bi ou
tridimensionais de scores e loadings.

O score corresponde a coordenada de cada amostra nas PCs; amostras que
apresentam valores de scores semelhantes sao consideradas semelhantes entre si,
pois apresentam as mesmas coordenadas no espago. Os valores dos loadings
indicam a contribuigao da variavel na PC e, portanto, quanto maior seu peso maior
sua importancia para explicar a variabilidade das amostras.

O numero de PCs a ser utilizado em um modelo é determinado pela variancia
maxima explicada por um certo nimero de PC. Cada PC descreve um maximo de
vanéncia que ndo é modelada pelas outras. Assim, os dados podemn ser visualizados
em graficos de scores ou loadings de uma PC em reiagéo a outra PC [65).

O uso dos dois meétodos HCA e PCA é recomendadc quando ndo se
conhecem bem os dados, uma vez que suas informagbes sac complementares e
proporcionam uma visao geral dos dados, tais como: se o conjunto de dados é
homogéneo ou nao; se uma amostra particular é discrepante (outlier) ou se um
conjunto de amostras € diferente das demais; quais parametros (variaveis) sao

€ssenciais para a correta interpretacio dos dados {62,64].
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V. MATERIAIS E METODOS

V.1 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram adquiridas no comércio.

Para o estabelecimento dos métodos foram usadas quatro amostras de mel de
abelhas diferentes (A, B, C e D), procedentes dos Estados de S&o Paulo (SP) e
Minas Gerais (MG).

Foram analisadas 81 amostras de mel de abelhas, das quais 69 s3o nacicnais
e 12 procedentes de diferentes paises.

Nos testes feitos utilizando o principic de fermentacdo alcodlica, foi usado
fermento de p&o instantaneo de marca comercial Fleischmann.

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica e a agua
utilizada foi desionizada com condutividade de 18 MQ cm, produzida por um sistema
Milli-Q (Mitlipore).

Todos os materiais utilizados (plasticos e vidros) foram previamente deixados
em banho de HNO; a 10 % (v/v) por 24 h, no minimo, enxaguados com agua
desionizada e secos.

Para todas as espécies estudadas, com excegao do K que foi diretamente
diluido no padrao muttielementar, as solugbes estoques foram preparadas nas
concentragdes de 1000 mg L™ a 2 % (v/v) de &cido nitrico. As curvas analiticas foram
definidas para quatro pontos a partir da diluicdo de um padrio multielementar com
1000 mg L™ de K, 200 mg L de Ca, Mg e Na, 20 mg L™ de Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e
Zn, 10 mg L de Cd em 2 % (v/v) de &cido nitrico.

Os equipamentos utilizados nos procedimentos de pré-tratamento das
amostras foram: forno de microondas fechado (Provecto Analitica — DGT 100); banho
de uitra-som (Unique — USC 1400); banho-maria (Fanem - 100).

Para a determinagdo simultanea das espécies metalicas foi empregada a
tecnica de espectrometria de emissdo otica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES). As especificagdes do espectrometro e as condigdes gerais de operagso
utilizadas sao apresentadas na Tabela 5.1.



Tabela 5.1 — Especificages e condi¢des gerais de operagao do ICP OES.

Espectrometro

Software
Detetor Muitielementar
Nebulizador

Gerador de radiofreqiiéncia

Cémara de nebulizagéo
Diametro do tubo injetor da tocha

Vazao de argénio

Perkin-Elmer
Modelo: Optima 3000 DV
PE Winlab
SCD
Fluxo cruzado
Freqiiéncia: 40 MHz
Poténcia de saida: 1,3 kW
Scott
2,0 mm
Auxiliar: 0,5 L min™
Principal: 15 L min™

Vazio de bombeamento 1,0 mL min™
Altura da visao radial 15 mm
Correcao de fundo 2 pontos
Tempo de integracio e de leitura 1-5s
30s
Numero de determinagdes 3

V.2 - METODOS

V.2.1 - Pré-tratamento das Amostras

Foram desenvolvidos dois métodos, classificados e apresentados de acordo

com o pré-tratamento dado as amostras: minerailizacdo assistida por microondas
{MW) e solucbes assistidas por ultra-som (US). Sao apresentados, também, os
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procedimentos feitos utilizando o principio de fermentagdo alcodiica para
decomposicido das amostras.

V.2.1.1- Mineralizacao Assistida por Microondas - (MW)

Aproximadamente 1,0 g de mel foi tratado com uma mistura de 2,0 mL de
HNOs (65 % m/v), 2,0 mL de HO, (30 % viv) e 0,5 mL de itrio (100,0 mg L), usado
como padrao interno. A solucao foi submetida ao programa de aguecimento em forno
de microondas fechado, cujas condigbes de operacac sio apresentadas na Tabela
5.2. A solugao resultante foi diluida para 25,0 mL e analisada por ICP OES.

Tabela 5.2 — Condigdes de operacdo para mineralizagdo em forno de microondas
fechado.

Etapas 1 2 3 4 5
Tempo (min} |1 2 5 5 5
Poténcia (W) 1250 {3 250 |405 | 575

A avaliacdo dos resuliados foi feita através de experimentos de adigdo e
recuperagao de analitos, em dois nivels de concentragdo, para quatro amostras (A,
B, C e D) de diferentes origens comerciais, com um numero de determinacgdes igual
atrés.

V.2.1.2 — Solugoes Assistidas por Ultra-som - (US)

As solugbes para analise foram preparadas pela adigcao de 0,5 mL de HNO;
65 % miv), 0,5 miL de itrio (100,0 mg L"), usado como padrao intemo, e
aproximadamente 1,0 g de uma solucdo aquosa de mel (50 % m/m) que foi
previamente filtrada em papel de filtro quantitativo (Whatman 40) e submetida a um
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banho de ultra-som por 20 minutos. A posigido dos recipientes com as quatro
solugdes de mel foram colocadas no centro da cuba do banho de ulira-som, o qual
foi preenchido com agua, no volume especificado pelo fabricante. A solugao final foi
diluida em agua para 25,0 mL.

A determinacdo das espécies deve ser feita 0 mais breve possivel, em um
intervalc de tempo inferior a quatro horas, para evitar a ocorréncia de possivel
floculacdo como conseqiéncia da desnaturacdo de proteinas e atividades
microbiologicas [26].

A avaliacdo dos resultados foi feita através de experimentos de adigdo e
recuperacao de analitos, em dois niveis de concentragdo, para quatro amostras (A,
B, C e D) de diferentes origens comerciais, com um nimero de determinagdes igual
a trés.

Como aplicacao, foram analisadas 81 amostras de mel de abelhas, das quais
68 sao nacionais e 12 procedentes de diferentes paises.

V.2.1.3 — Decomposicao por Fermentacio Alcodlica

i) Decomposicio utilizando fermento de pao comercial {Saccharomyces
cerevisiae) — (DF)

Os reagentes foram misturados em baldo volumétrico de 25,0 mL na seguinte
ordem e quantidades: 0.4 g de fermento, 8,5 g de agua desionizada, 8,0 g de uma
soiucao de mel (50 % m/m) e 3,0 g de solugdo tampao (acido acético/acetato de
sodio) com pH igual a 4,6. A mistura foi colocada em um banho-maria a 37 = 0,5 °C,
por 24 h. O volume da mistura foi diluido para 25,0 mL e transferido para um tubo de
centrifugagdo. Em seguida, uma aliquota de 5,0 mL do liquido sobrenadante foi
retirada e diluida para 25,0 mL para posterior analise, por ICP OES.

A avaliagao dos resuliados foi feita por comparacgao entre os dados obtidos
por este teste e os obtidos pelos métodos MW e US, em uma tinica amostra para as
espécies presentes (K, Ca, Mg e Mn).



37

ii) Decomposigao utilizando a enzima invertase (DE)

A invertase, utilizada neste estudo, foi obtida de acordo com o procedimento
adaptado, descrito por de Melo e colaboradores [66], para obtencao de uma solucac
de invertase parciaimente purificada. Foram triturados cerca de 10 g de fermento de
pao em um almofariz, transferindo-se a massa para um erlenmeyer de 125 mL com
adicao de 100 mL de agua. A mistura foi submetida a um banho de ulira-som por 15
minutos, para que o materiai citoplasmatico passasse para a solugdo, seguida por
uma filtracdo. O residuo foi descartado, sendo adicionado ao filtrado 100 mbL de
acetona, a aproximadamente -10 °C. A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos
e filtrada, descartando-se o filtrado. O residuo da filtragao, constituido por invefase,
foi diluido para 25,0 mb.

No tratamento da amostra, os reagentes foram adicionados em um baldo
volumétrico de 25,0 mL, na seguinte ordem e quantidades: 0,5 mL de solucao de
invertase, 14,5 mi de agua desionizada, 3,0 g de uma solucao de mel (50 % m/m) e
2,0 mL de solugido tampéo (acido acetico/acetato de sodio) com pH igual a 4.6. A
mistura foi colocada em um banho-maria a 37 °C, por 24 h. O volume da mistura fot
diluido para 25,0 mL, do qual uma aliquota de 5,0 mL foi retirada e diluida para 25,0
mi para analise.

A avaliagio dos resultados foi feita por experimentos de adicao e recuperagao
de analitos em dois niveis de conceniragdo, para uma unica amostra, que foram,
também, comparados com os resultados obtidos pelos métodos MW e US.

V.2.2 - Otimizag¢ao instrumental

A otimizacdo instrumental para os métodos MW e US foi feita utilizando a
amostra A, mediante as razoes de sinalfruido (S/R) e sinalffundo (S/F) para as
espécies presentes (K, Ca, Na, Mg, Mn, Fe e Zn) dos seguintes parametros
analiticos: vazao de nebulizagao, poténcia da radiofreqiiéncia (RF), configuracdo da
tocha e comprimentos de onda.
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A razbes S/R e S/F foram obtidas, através das médias de 10 determinacoes
dos sinais analiticos, de acordo com as expressoes dadas a seguir [67,68}:

S/R==&; (5.1)

S/F =40 (5.2)

em que % Ze }}; correspondem aos valores médios da estimativa do desvio

padrao da intensidade de emissao do analito no branco, da intensidade de emissao
do analito na solu¢do da amostra e na solugdo do branco, respectivamente.

Inicialmente fez-se a escolha da melhor vazio de nebulizagédo, através da
observagio dos sinais analiticos (S/R e S/F) nas vazdes de 0,4, 0.6 e 0,8 L min™ na
poténcia da radiofreqiiéncia de 1,3 kW. Com a vazéo de nebulizagdo selecionada,
foram avaliadas as melhores respostas analiticas para as poténcias de 1,1, 1,2e 1,3
kW. Os sinais analiticos foram avaliados em diversos comprimentos de onda e nos
modos de configuragido de tocha, radial ou axial. Sob as condigbes otimizadas,
foram determinadas as concentragbes das demais espécies nas amostras
estudadas.

V.2.3 —Figuras de Meérito e Validacdao dos Métodos

Os critérios adotados para a avaliagdo da eficiéncia instrumental foram:

- Desvio padrao relativo — RSD (para n=3);

- Limite de detecgao - LD;

- Limite de quantificagdo — LQ;

- Concentragao equivalente de fundo — BEC

Os LDs, e os BECs, para as espécies estudadas, foram determinados de
acordo com as expressdes dadas a seguir {67,68):
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LD = %’ﬁ (5.3)

BEC = —_—%a' The) (5.4)

em que a corresponde a inclinagdo da curva analitica e 1. e E aos vajores

medios de 10 determinagbes da intensidade de emiss&o do branco do método sem a
corfecdo de fundo do equipamento e da intensidade de emissdo do branco do
método com a corregéo de fundo do equipamento, respectivamente.

Os LQs, isto &, as menores concentragbes nas Quais medidas quantitativas
podem ser realizadas com seguranca, foram estabelecidos para cada método
considerando os RSDs, os LDs os BECs e as especificacbes do fabricante. Nos dois
métodos, ao LQ foi atribuido o fator de cem vezes o respectivo vaior do LD para
todas as especies, com excec¢do para o0 K, Ca e Mg, que & de dez vezes o valor do
LD.

Na auséncia de material de referéncia certificado (CRM) para metais em mel,
a avaliagao da exatid3o foi feita através de experimentos de adicdo e recuperacao
dos analitos para quatro amostras (A, B, C e D), em dois niveis de concentrag3o, em
uma ientativa de simular valores de possiveis concentragbes naturais [24,27],
seguindo o mesmo procedimento dado as amostras, com um numero de
determinacbes igual a trés.

V.2.4 - Comparagoes entre os Métodos

Com o objetivo de verificar se existem diferencas significativas entre os
resultados obtidos com MW e US para as espécies presentes nas quatro amostras
de mel comercial estudadas, utilizadas para a avaliacio da exatidao, foi feito o teste
F para comparar suas precisdes e o teste t emparethado para comparar os valores



40

médios das conceniragbes encontradas, conforme descrito por Baccan e
colaboradores [69] e Jeffery e colaboradores [70}.

V.2.5 - Analise Quimiométrica

Com o objetivo de melhor interpretar os dados analiticos efou avaliar a
possibilidade de classificagao de amostras de mel de abelhas de algumas regibes do
Brasil, foi feito um estudo guimiomeétrico por analise de componentes principais
(PCA) e por analise de agrupamentos hierarquicos (HCA), utilizando o programa
computacional Einsight 3.0 {7 1].

O conjunto total analisado foi de 64 amostras de mel de abelhas nacionais,
sendo 16 do Nordeste (NE), 16 do Sul (S) e 32 do Sudeste (SE). cujas
concentracdes das espécies metalicas foram determinadas através do método US.
As espécies utilizadas para este estudo foram K, Ca, Mg, Mn, Zn e Fe. Assim, a
matriz de dados originais apresenta a dimenséo de 64 x 6.

Para algumas espécies foram consideradas concentragdes aproximadas
{exatiddo + 90 %), isto é, concentragbes um pouco abaixo dos valores de LQ
estabelecidos pelo método, porém n&o menores que cinco vezes o LD, conforme
recomendado por Boss e Fredeen {31].

O pré-processamento utilizado foi o auto-escalamento em que os dados sao
centrados na média e divididos pelo desvio-padrio, de modo que todas as variaveis
passam a apresentar a mesma importancia, isto €, o mesmo peso [10,72].

Nas analises foram também atribuidas classes as amostras, de acordo com a
origem ou proximidade geografica, para melhor visualizar efou interpretar as
similaridades e/ou diferencas existentes.
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5.2.6 — Tratamento dos Residuos Gerados

O procedimento para o tratamento dos residuos gerados (solugdes metalicas
aquosas) nos experimenios executados & o adotade pelo Instituto de Quimica da
UNICAMP, o gqual & baseado no principio de separagao por precipitacdc em pH
controlado.

Os residuos gerados das solugbes padroes e das amostras enriquecidas
foram estocados em galdes de polipropileno para que fossem tratados ao término
deste trabatho.

O procedimento consistiu em {ratar a solugdo de residuos toxicos, contendo
Cd, Co, Cu, Ni, Pb e Zn, com NaOH comercial a 1 mol L™, a fim de estabelecer o seu
pH na faixa de 7 a 8. Em seguida, foi adicionado FeCl; comercial a 1 mol L, para a
co-precipitacdo das espécies com o Fe(OH)s ) formado. Os sais precipitados foram
separados da fase aguosa por filtracdo simples, empregando papel de filtro
quailitativo [73]. O filtrado foi descartado em agua corrente e o residuo sélido foi
mantido no papel de filtro utilizado, acondicionado em saco plastico, rotulado e
enviado para o deposito de residuos soélidos do Instituto de Quimica da UNICAMP.
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V1. RESULTADOS E DISCUSSOES

VL.1. MINERALIZAGAO ASSISTIDA POR MICROONDAS (MW)

Iniciaimente, foi considerada a maior quantidade possivel de amostra a ser
utilizada para a mineralizagdo, uma vez que isto corresponde a uma das limitagoes
do fomo de microondas utilizado neste procedimento. Além disso, a posterior
diluicao da amostra pode reduzir demasiadamente a concentragdo de aigumas
espécies metalicas presentes em niveis abaixo dos limites de deteccao instrumental.
Nestes testes iniciais, observaram-se também as meilhores combinagbes e
proporgbes dos reagentes, bem como o programa para mineralizagao.

Uma vez determinadas as melhores condigbes para a mineralizacdo, foi
verificada qual a melhor diluigio. Foi observado que embora as solugbes diluidas
para 10 mlL apresentassem maiores intensidades de emiss&o, sofriam maiores
flutuacées do sinal analitico, principalimente para os micro-elementos, tendo como
conseqiéncia um aumento dos valores dos RSDs.

Este comportamento ocorre, possivelmente, pela presenca de uma maior
concentracao de acido nitrico residual, que neste caso foi de aproximadamente 8%
(m/V), que afeta o equilibrio do plasma, promovendo maiores variagdes do sinal
analitico. Este efeito pode ser confirmado através de um ensaio variando a
concentracdo do HMNO; para uma mesma massa de amostra. Deste modo, foi
estabelecida a diluigdo para 25,0 mi, cuja concentragdo de acido residual,
determinada através do método titulométrico, é de aproximadamente 3 % (m/v) e
que mantém os valores dos RSDs em um intervalo aceitavel, abaixo de 10 %.

Do mesmo modo, verificou-se que a adicio de 2,0 mg L™ de itrio como
padrao interno, no comprimento de onda 371,030 nm com emissdo idnica, concorre
para uma melhora significativa dos resultados, diminuindo os efeitos de interferéncia
de matriz e flutuacdes do sinal analitico.

Uma das vantagens da técnica de ICP OES é a sua capacidade de excitar e
ionizar uma grande quantidade de atomos promovendo altas razdes de sinalffundo e
sinaliruido, para muitas linhas espectrais, ao mesmo tempo. Deste modo, o desafio
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consiste em vencer ou minimizar possiveis interferéncias espectrais, alcangando
uma melhor eficiéncia instrumental [31,67]. Os critérios adotados para este fim
levam em consideracdo um conhecimento prévio das espécies presentes nas
amostras.

Na etapa de otimizacdo das condigbes instrumentais, observou-se que as
razdes sinaliruido estdo com uma ordem de grandeza de 10° a 10?, enquanto que as
razoes sinal/fundo estdo entre 10° a 10° e que a melhor condigio observada para
uma determinada espécie naoc é, necessariamente, a mesma de ocutra.

De acordo com Montaser e Golightly [67], a otimizagio da razio sinal/fundo
favorece melhores limites de deteccdo para as espécies em baixas concentragdes.
Assim, uma vez que os valores obtidos para a razdo sinal/fundo foram inferiores,
optou-se pela sua otimizagao, de tal forma que satisfizesse um maior namerc de
constituintes, os quais foram Ca, Mg, Mn, e Fe. Deste modo, espécies em mencres
concentragdes foram contempladas também por esta selecio.

De um modo geral, os sinais analiticos obtidos, para as diferentes poténcias
da RF, sob uma determinada vazdo de nebulizagdo, variaram de forma nao
acentuada, para a maioria das espécies. Entretanto, sob uma mesma poténcia da
RF, em diferentes vazbes de nebulizagdo, as vanacgbes foram maiores,
principalmente para as espécies em concentragdes menores. A Figura 6.1 apresenta
as razbes sinalffundo obtidas para a poténcia da RF de 1,3 kW nas vazdes de
nebulizagio de 0,4, 0,6 e 0,8 L min™ (Figuras: 6.1a, 6.1¢c e 6.1¢) e para a vazio de
nebulizagdo de 0,6 L min"' nas poténcias da RF de 1,1, 1,2 e 1,3 kW (Figuras: 6.1b,
6.1d e 6.1f), para as espécies Ca, Mg, Mn e Fe.

Pode-se observar através da Figura 6.1 que as razbes sinalffundo para o Ca
nao sao afetadas pelas variacdes da vazao de nebuliza¢ao e/ou poténcia da RF; isio
se deve, possivelmente, aos seus baixos valores do potencial de ionizacdo e de
excitagdo. Entretanto, para o Mg, Mn e Fe, presentes em menores concentragdes,
as variaches sao maiores. Deste modo, o ajuste da vazdo de nebulizagdo em uma
dada poténcia representa um ganho significativo do sinal analitico, uma vez que se
trata do tempo de permanéncia das espécies no plasma. As condigdes instrumentais



44

estabelecidas neste estudo foram: vazio de nebulizagio de 0.6 L min™ e poténcia

de 1,3 kW.
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Fig. 6.1 — Razbes sinalfundo obtidas na otimizagdo instrumental para as espécies Ca
(317,933 nm, configuracio axial), Mg (279,079 nm, configuragio radial), Mn (257,610 nm,
configuragdo axial) e Fe (238,204 nm, configuragio axial). (a), (c) e (e) vazbes de
nebulizacdo na poténcia da RF de 1.3 kW, (b), {d) e (f} poténcias da RF na vazdo de
nebulizacio de 0,6 L min™.
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Como a maioria das espécies quimicas emite luz, nenhuma linha esta
completamente livie de outros sinais espectrais, porém algumas s&o menos
afetadas que outras. A selegdo do melhor comprimento de onda e do modo de
configuracdo da tocha, axial ou radial, para a determinacio de um analito, é
essencial para evitar sobreposicdo de linhas espectrais, principaimente para as
especies presentes em baixas concentragdes [31,67].

As concentracoes obtidas e as taxas de recuperagbes encontradas para as
espécies estudadas em quatro amostras diferentes de procedéncia comercial (A, B,
C, D), com seus respectivos tipos de linhas de emiss&o, atémica () e ibnica (l}),
comprimentos de onda, configuragdes de tocha, LQs e BECs, encontram-se
resumidos na Tabela 6.1.

O BEC, que € a concentragdo equivalente de fundo, corresponde a radiagao
que € produzida quando o analito ndo esta presente e depende da resolugio
instrumental e das condigdes de excitagao. Na pratica, esta radiagdo é subtraida do
total, uma vez que os instrumentos de ICP OES vém equipados com software que
permite fazer corregbes das radiagbes de fundo, embora sua eficiéncia ndo seja
absoluta. Assim, quando o sinal do analito € muito baixo, existe a incerteza do nive!
do BEC e a concentragdo do analito ndo pode ser estabelecida [67,68). Deste modo,
a estimativa do BEC foi mais um parametro utilizado na avaliacdo da eficiéncia
instrumental, principalmente para a determinagdo das espécies em baixas
concentracoes.

Foram observadas, também, as recomendacses feitas por Boss e Fredeen
{31], isto &, para quantificagdes com aproximadamente 10 % de incerteza, o LQ deve
ser de cinco vezes o valor de LD e, para medidas com uma incerteza proxima 2 %, o
LQ deve ser de cem vezes o LD. Deste modo, os LQs foram estabelecidos,
avaliando-se os RSDs e os BECs obtidos, de forma que nao ficassem muito abaixo
dos BECs, como foi considerado por Sousa [65].
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Tabela 6.1 — Resultados obtidos com o métode MW para quatro amostras (A, B, C,
D) de méis comerciais, utilizando 2,0 mg L de itrio, como padrao intemo* (n=3).

Espécies - Conf. da tocha

. L Concentracio
{Linha de emiss3o) - A {nm) = o
LQ {(mg L"i mg kg™ (RSD) Recuperagio % (RSD)
BEC (mg L")
Nivel de concentragéo adicionada 100mgL” 400mgl”
K - radial A: 9416 (0,5) A 852210 A 100,5 (4.3)
(i) - 766,491 B:357,2 (1,7 B: 94,2 (3,5 B: 95,1 (0.6)
16 C:<1Q C:102,3(2,9) C:96,7 (1,5
334 D: 419,0 (1,0) D: 934 (1,4) D: 95,9 (1,3)
Nivel de concentracio adicionada 20mgL” B0mgL”
Ca - axial A: 82,9 (0.2) A 96,1 (5.2) A 985 (3.4)
{Ih-317,833 B:416(1.2) B: 101,98 (2,7) B:98,5(1,3)
0.2 C: 40,1 (0,8) C: 103.3(7.9) C:984(16)
0,97 D: 26,6 (9,7) D: 98,0 (2,0) D: 99,1 (10.4)
Mg - radial A- 60,86 (0,7) A 964 (4.5) A 98,3 (4.4)
(I -279.079 B:.<LQ B:1025(2,0) B: 97,5 (0.8}
1.0 C:<1LQ C:101.8(3,7 C:o972{1.0}
6.2 D: 44,9 (5,3) D 97,2 (1,0} D: 97.8 (1,6}
Na - radial A <LQ A 99,7 (1,4) A 1011 (3.0)
(1) - 589,592 B: <LQ B: 103.9 (1.5) B: 1030 {0,1)
26 C:<LQ C: 108,3{0,7) C:103,7(1.7)
8.4 D:<1LQ D: 105,5 (1.8) B: 104.9 (0.6)
Nivel de concentragio adicionada 0,2mglL” 08mglL”
Mn- axial A:7.8{0,5) A 1005 2.1) Az 102,9 (3,6)
(1) - 257,610 B: 1.8 (1,6) B: 106,3 (1,8 B: 102,5{0.5)
, C:<LQ C: 1109 {3,2) C: 104809
0,02 D: 1,3 (5,8} D: 1085 (1.9) D: 106,1 {1,3}
Zn - axial A- 3.1 (0,5 A 998 (3.7 A 1059 (3.2)
(1) - 213,856 B:<LQ B: 96,5 (10,6) B: 98,5 (0.5)
0,09 C:<LQ C: 107.0 (4,1) C:161,2 (0.5)
0,06 D:<LQ D: 85,5 (7.8) D:102.2 {1.8)
Cu - axial A:<lQ A:102,2 (0,7 A: 1068 (2.9}
() - 324,754 B: <LQ B:1026{(1.8) B: 1042 (0,1}
0,16 C:<tQ C:105,1(0,1) C: 104.9 (0.2)
0,03 D:<LQ D 108,0 2,1} D: 107 8 (0.5)
Co - axial A <LQ A: 100,2 (4.9) A. 100,5 (3.5}
) - 228,616 B:<lQ B: 103,8 {1.8) B: 102,2 (0,5}
0,13 C:<LQ C: 106,38 {0,3) C:104,1{0.2)
0,13 D:<LQ P 106,3 {1,5) D:106,0 (1,1}
Ni - axial A<lQ A: 100,7 (0.5) A 105,7 (3,1)
(1) - 232,003 B:<LQ B: 1057 {(1.9) B: 103,3(0,2)
\ C:<LQ C:1087 3,1 C: 1064 2.4)
0,73 D:<LQ D: 1067,1 (8,1} £ 1065 0. 1)
Pb - axial A:<LQ A 96,2 (1,3) A: 984 (3.5}
() - 220,353 B:<1lQ B: 97,2 (3.1} B: 97,7 (1.4)
0,97 C:<LQ C: 101,5 {4,9) C:992 (1.9}
0,97 D:<LQ D: 95,7 (1.2) D: 99.8 {0,3)
Fe- axiat A <LQ A: 95,3 (6,5) A: 103401
(i} - 238,204 B <LQ B:99,9(1.9) B: 1034 (2,3}
0,13 C:<LQ C:100,7 (3.7} C: 103609
0,10 D:<1Q D: 102.9 (2,3) D: 106,2 (0,4)
Nivel de concentragao adicionada 0imgl” 04mglL”
Cd - axial A <LQ A:99.0 (1.6) A: 100,8 (3.4)
(i) - 214,438 B:<lQ B: 100,7 {1.6) B: 99,5 (0.4)
0,07 C:<LQ C:104,3{4,0) C:101,3(1.9)
0,04 D:<1Q D: 103,3 (1.9 D:101.7 (0,7}

=Y (H), configuragao axial, 371,030 nm.
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Observa-se que os valores de recuperacao para a maioria das espécies estao
na faixa de 93 a 107 %. Embora ndo tenha sido detectada a presenga de todas as
espeécies estudadas nas diversas amostras, em virtude de suas diferentes origens, as
taxas de recuperagao foram boas para todas as espécies, com RSDs para a maioria
das determinactes abaixo de 7 %.

Portanto, os dados obtidos mostram que os parametros adotados neste
estudo resultaram em medidas que contornam satisfatoriamente muitos dos efeitos
adversos observados.

V1.2 - SOLUGOES ASSISTIDAS POR ULTRA-SOM (US)

A concentragao da amostra para este procedimentc € limitada pelas condigbes
instrumentais do ICP OES, uma vez que um grande contetido de matéria organica
aumenta demasiadamente a viscosidade da solugao, podendo ocasionar obstrugao
do nebulizador de fluxo cruzado efou afetar a sensibilidade instrumental devido a
possibilidade de formagao de compostos de carbono. Assim, por precaugao, utilizou-
se uma solugdo com 2 % m/v de mel de abelhas, preparada a partir de uma solugao
aquosa de mel mais concentrada (50 % m/m), considerando a natureza heterogénea
da amostra e a pequena quantidade de massa utilizada.

A operagao de filtragdo da solugdo € recomendada, uma vez que se
encontram presentes na amostra pequenas particulas ou impurezas, como cera de
abelhas, que podem causar, eventuaimente, a obstrugaoc do nebulizador. O papel de
filtro quantitativo utilizado como meio de filtragio pode ser perfeitamente substituido
por outro meio que retenha as impurezas maiores sem a ocofréncia de eventuais
contaminagdes, como por exemplo, uma tela fina de nylon®.

A passagem da solug@o pelo banho de ulira-som contribuiu para uma maiof
homogeneidade da amostra, isto €, observou-se que esta etapa adicional concorre
para a obtencéo de valores menores de RSDs do que peia diluicao direta de 0,5 g da
amostra. Apesar da possibilidade de ocorréncia de outros fenémenos associados ao
uso do banho de ultra-som, nenhuma outra variacao foi observada nesta andlise.
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Do mesmo modo, a adigdo de 2,0 mg L™ de itrio, como padrao interno,
concotre para uma meihora significativa dos resuitados, diminuindo os efeitos de
interferéncia de matriz e flutuactes do sinal analitico.

Na etapa de otimizagdo das condigcbes instrumentais, observou-se que as
razdes sinalruido estdo com uma ordem de grandeza na faixa de 10° a 10°,
enquanto que as razdes sinal/fundo estio na faixa de 10° a 10°. Do mesmo modo
feito para o método MW, optou-se pela melhor condicio da razio sinal/fundo que
satisfizesse um maior nimero de constituintes. Neste caso, as espécies mais
favorecidas foram Ca, Mg, Mn, e Zn.

O comportamento observado para as espécies metdlicas na otimizacéo
instrumental utilizando o método US foi, de certo modo, semeithante ao observado
no método MW, isto &, as razbes sinal/fundo obtidas sob vazbes de nebulizactes
diferentes em uma mesma poténcia de RF, apresentaram maiores variagdes que
sob uma mesma vazdo de nebulizagido para poténcias da RF diferentes. As
condicoes instrumentais estabelecidas neste estudo foram: vazio de nebulizacio de
0,4 L min™ e poténcia de 1,3 kW.

A Figura 6.2 apresenta os graficos das razdes sinal/fundo na poténcia da RF
de 1,3 kW com as vazdes de nebulizacao de 0,4, 0.6 e 0,8 L min" (Figuras: 6.2a,
6.2c e 6.2e) e da vazao de nebulizagio de 0,6 L min™ nas poténcias da RF de 1,1,
1,2 e 1,3 kW (Figuras: 6.2b, 6.2d e 6.2f) para as espécies Ca, Mg, Mn e Zn,

Observa-se que as razdes sinalffundo para o Ca sdo mais afetadas pelas
variagoes da vazao de nebulizagdo e poténcia da RF do que no método MW. Alem
disso, para as espeécies consideradas (Ca, Mg, Mn e Zn), ocorre um aumenio
apreciavel das razbes sinal/fundo com a diminuigdo da vazao de nebulizacdo e na
poténcia da RF de 1,3 kW, sugerindo diferengas na composicdo final das amostras
tratadas por ultra-som, comparadas com aquelas em que se utiliza o pré-tratamento
por microondas.

A Tabela 6.2 apresenta os resultados obtidos para as espécies estudadas em
quatro amostras de diferentes procedéncias (A, B, C, D), com seus respectivos tipos
de linhas de emissao, comprimentos de onda, configura¢cdes da tocha, LDs e BECs.
Nota-se que, para a maioria das espécies, os valores dos RSDs sao inferiores a 10%
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e suas recuperacdes estao na faixa de 92 a 110 %, com excecéo do Na (amostras B
e C) e Zn (amostra A).
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Fig. 6.2 — Razbes sinalfundo obtidas na otimizacdo instrumental para as espécies Ca
(317,933 nm, configuragao axial), Mg (279,079 nm, configuragio radial), Mn {257,610 nm,
configuragio axial) e Zn (213,856 nm, configuragdo axial). (a), (c) e (e) vazbes de
nebulizacio na poténcia da RF de 1,3 kW; (b), (d) e (f} poténcias da RF na vazio de
nebulizacio de 0,4 L min™.
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Tabeia 6.2 — Resultados obtidos com do método US para quatro amostras (A, B, C,
D) de méis comerciais utitizando 2,0 mg L™ de itrio, como padréo intemo* (n=3).

Espécies-Cont. da tocha

(Linha de emisséo) -A(nm) Concentragio

LQ (mg L-1l mg kg" (RSD) Recuperagio % (RSD)
BEC (mg L")
Nivel de concentracéo adicionada 10,0mgL” 400mgL”
K- radial A 10423 (1,2) A: 98,7 (0,9) A: 956 (2.8)
(h) - 766,491 B: 440 .4 (6.0) B: 9232, B: 83,3 (2,8}
2.1 C: <LQ C: 1019 (4,6) C:98,6 (5,8)
45,7 D: 459 3 (3,2) D: 82320 D: 103,0 (56,5)
Nivel de concentracio adicionada 20mglL” 80mglL”
Ca - axial A 84,8 (0.7) A108.7 2.7) A: 1012 (3.8)
() - 317,933 B:475(3.1) B: 1010 (2.0) B: 99,7 (2.6)
0,04 C: 41,7 (3.2) C: 1057 @.7) C: 1057 (6.7)
0,031 D: 236 (3.4) D: 107.3 (1,5) D: 1079 (6.7)
Mg - radial A 57,7 (2.9 A: 1066 (9.1) Az 1001 (1,5}
(fy- 279,079 B: <LQ B: 99,6 (4.6) B: 88,3 (2,2)
0,95 C:<LQ C: 99,5 (2,6) C: 93,209
0,081 D: 43,3 (10,5) D: 984 (4,4) D: 100.,6 (7,0}
Na - radial A <LQ A: 94.0(5,6) A: 92,2 (6.8)
() - 589,592 B: <LQ B: 82,2 (3.9) B: 98,4 (15,7}
395 C:<tLQ C:81,7(©0.3) C: 884 (6,7
0,049 D: <LQ D: 88,6 (1,5} D: 836 (4.7)
Nivel de concentragio adicionada 0,2mglL” 0,8mglL’”
Mn - axial A 7821 A 1085 (1.7) A: 106.2 (0.7)
(I~ 257,610 B: 2,0 (6,5) B: 101,7 (2,8) B:1014(2.3)
, C: <LQ C:107.6 (4,2) C: 106.1 (1,8)
0,68 D:1,13.1 D: 106,9 (3,9) D 108.9 (5.6)
Zn - axial A 297,71 A 117,7 (3,3) A 111,5(1,2)
(1) - 213,856 B: <LQ B: 100.4 (2.9) B: 105.4 (1,8)
0,11 C:<Q C: 103.6 (6.9 C: 1128 (1.7
0,015 B <10 D: 109,9 (10,5} D: 1096 (7.2}
Cu - axiat A <LQ A 1045 (0. 1) A: 104,3 (0.9
() - 324,754 B: <t Q B: 1034 (1,0) B: 106,89 (3.6)
0.13 C:<LQ C: 1088 (3,9) C:1009 (2,2)
0,28 D <LQ D: 110,11 (0.9) D 109.1 (6.8)
Co - axial A <LQ A: 1060 (0,1) A-102,6 (1,8)
al) - 228,616 B: <LQ B: 1031 (1.8) B: 104,5 (2,0)
0,08 C: <LQ C: 1066 (6,2) C:108,8 (0.8)
0.28 D: <LQ D: 105.0 (0,9) D: 1101 7. 2)
Ni - axial A <LQ A: 1003 (5,2) A: 100,8 (0.3}
() - 232,003 B: <LQ B: 997 (1.2) B: 104.9(1.2)
0,624 C: <LQ C: 1104 (2.4) C: 108.4 {1,5)
0,28 D <LQ D: 102.8 {6,1) D: 109,7 (4.4)
Pb - axial A <LQ A: 954 (3.1) A: 100,0 (2,7)
Q) - 220,353 B:<iQ B: 99,5 (4,3) B: 103,3 (2,5)
1.1 C: <LQ C: 108,1 (1,9) C: 1051 (1.4)
0,54 D: <LQ D: 98,6 (2.6) O 108,1 (54)
Fe - axial A <LQ A 1024 (0,9) A 107,3(1,7)
() - 238,204 8:<LQ B: 1073 (1.8) B: 1054 2,00
0,08 C: <LQ C: 110,1 (b,2) C:108.1 (0.9
0,08 D: <LQ D: 110,9 (0,5) D: 110,0(8.8)
Nivel de concentragio adicionada 0,AmglL” 04mgl”
Cd - axial A <LQ A: 99,9 (0.8) A 1009 (3,47
(in-214,438 B: <LQ B: 1017 (2,3} B: 1054 2,0)
0.04 C:<1LQ C:110,1 (4.6 C: 1101 (1.0)
.24 D <L Q D: 106,86 (1,1} D: 103,56 (3.2)

*Y (i}, configuaragao axial, 371,030 nm.
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Para as amostras B e C, as recuperactes do Na no nivel de recuperagio de
20mg L, foram inferiores a 90 %. Para esta mesma espécie na amostra B, o valor
obtido do RSD, no nivel de recuperagdo de 8,0 mg L, foi acima de 10 %. Para o Zn,
no nivel de concentragdo 02 mg L', apenas a amostra A apresentou uma
recuperagaoc acima de 110 %.

De um modo geral, os dados obtidos mostram gque os parametros adotados
neste estudo resultaram em medidas que contomam satisfatoriamente os efeitos

negativos observados para a maioria das espécies estudadas.

V1.3 - DECOMPOSICAO POR FERMENTAGCAO ALCOOLICA

Vi.3.1 - Decomposicao Utilizando Fermento de P3o Comercial
(Saccharomyces cerevisae) — (DF)

Fermento de péo foi usado para decomposicdo do mel e os resuliados obtidos
no teste feito para as espécies K, Ca, Mg e Mn, mostraram ser seietivos, isto &,
houve o consumo total do K e do Mg e um consumo parcial do Ca e Mn, presentes
no branco do método e na amostra. Porém, as concentragbes obtidas parao Ca e
Mn, quando comparadas com as obtidas pelo método US, estdo muito abaixo do
esperado, correspondendo a aproximadamente 50 % e 25 %, respectivamente.

Lima e colaboradores [56] apresentaram a composi¢do mineral adequada do
mosto, utilizando a Saccharomyces cerevisae, para fermentagao alcodlica, na qual
estdo presentes as espécies em questdo. Os autores constataram que duranie a
fermentagdo ocorre o consumo das espécies estudadas pelas leveduras em
crescimento, o que pode explicar os resuitados obtidos.
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V1.3.2 - Decomposic¢io Utilizando a Enzima Invertase - (DE)

As condigdes instrumentais para a determinacgado das espécies metalicas, ncs
testes utilizando a invertase parcialmente purificada, para decomposigéo da amostra,
foram as mesmas utilizadas pelo método US. Com excecéo do Na, por estar em alta
concenfracao na solugdo da amostra analisada, iodas as espécies foram
quantificadas. A Tabela 6.3 apresenta os resultados médios obtidos para uma tinica
amostra (B), com um niimero de determinagdes igual a trés.

Tabeia 6.3 — Resultados obtidos pelo teste DE em um mel de abethas (amostra B) de
procedéncia comercial (n=3).

sci Concentragio
Espécies — Conf. da tocha _
(Linha de emisséo) - L (nm) mg kg™ (RSD) Recuperagio % (RSD)
Nivel de concentracio adicionada 10,0 mg L 40,0mlL"
K - radial
(1) - 766,491 377.7 (0.6) 922 (18,2) 108,2 (0.6)
Nivel de concentragio adicionada 20mgL’ 40mgL’
Ca - axial
an - 317,833 10,7 (5.8) 101.2 (21.6) 94,2 (3.4)
Mg - radial
() - 279,079 21,7 (5.5 1057 (22,11) 101,2 (36)
Nivel de concentra¢io adicionada 0,2 mg L 0,8 mg L
Mn- axiat
() - 257,610 174,70 101,5 (18,6) 94,7 (2,0)
Zn - axial
(1) - 213,856 <LQ 103,9 (27,7} 96,7 (2,9)
Cu - axial
(1) - 324,754 <LQ 90,9 (7.9) 852 (3,7)
Co - axial
al) - 228 616 <LQ 93,7 (13.4) 89,6 (2,9)
Ni - axial
(I} - 232,003 <LQ 86,8 (10,2) 88,7 (5.6)
Pb - axial
Ql) - 220,353 <LQ 422(237) 68,7 (1.1)
Fe- axial
ql) - 238,204 <LQ 74,2 (19,2) 76,7 (3,7)
Nivel de concentragio adicionada 0,1 mg TRy 0,4 mg i
Cd - axial

a1 - 214,438 <LQ 94,9 (25,9 87.4 (3,6)
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Os resultados apresentados mostram apenas as tendéncias do procedimento.
De um modo geral, as recuperacdes estao em um nivel razoavel, apesar dos RSDs
obtidos no nivel de concentragédo mais baixa, estarem acima de 10%. Isto demonstra
a necessidade de um ajuste nos parametros instrumentais.

Os resuitados mais criticos foram obtidos para as espécies Ca, Fe e Pb. Para
o Fe & 0 Pb as taxas de recuperagdes, nos dois niveis de concentragao, estdo muito
baixas, enguanto que para o Ca, o valor da concentra¢ao obtida para a amostra foi
77 % menor que a obtida pelo método US, apesar de suas recuperacoes alcangadas,
nos dois niveis de concentragao adicionada, estaremn em um nivel aceitavel de 101,2
% e 84,2 %, respectivamente. Isto demonstra que ha parametros a serem ajustados.

Estes resultados podem estar relacionados a especificidade da inveriase nas
condicbes estudadas. Assim, apesar dos resultados ndo serem conclusivos, 0s
testes apontam possibilidades de um tratamento para amostras ricas em acgucares,
com baixo consumo de reagentes e com um baixo grau de toxidez.
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V1.4 - COMPARAGAO ENTRE 0OS METODOS: MINERALIZACAO

ASSISTIDA POR MICROONDAS (MW) E SOLUCOES ASSISTIDAS
POR ULTRA-SOM (US)

A avaliagdo da exatiddo, dos métodos MW e US, foi feita através de
expenmentos de adigao e recuperagac de anaiitos em dois niveis de concentragao.
Ainda assim, nao existiu uma concordancia plena entre os resultados encontrados.

Deste modo, foram empregados os testes estatisticos F e t com o objetivo de
verificar se existiam diferencas significativas entre os dois conjuntos de resultados,
para as espécies determinadas, nas quatro amostras de mel.

As espécies determinadas através dos métodos MW e US foram K, Ca, Mg,
Mn e Zn. Uma vez que o nimerc de determinagdes foi sempre igual a trés, para
ambos os métodos, os valores de F calculados foram para dois graus de liberdade.
Nestas condigdes, para um nivel de confianga de 95 %, o vaior de F tabeiado é de
19,00 [69,70].

Para as espécies K, Ca, Mg e Mn, os valores de F calculados encontram-se
abaixo do valor critico de F tabelado. Entretanto, para o Zn, presente apenas na
amostra A, existe uma diferenca expressiva entre estes valores, mostrando que, para
esta espécie, as precisdes dos dois métodos diferem significativamente. A Tabela 6.4
apresenta os valores de F calculados para as espécies determinadas nas amostras
estudadas (A, B, C, D).

Tabela 6.4 — Valores de F calculados para as espécies determinadas nas amostras
A, B, C e D, através dos métodos MW e US (graus de liberdade igual a 2; F critico
igual a 19,00).

 Amostras | B (¢ |D
Espécies
K 7,06 17,46 |<LQ 12,30
Ca 12,80 (8,71 [17,27 |10,34
Mg 15,42 |<LQ |<LQ |3,65
Mn 17,68 18,78 [<LQ (4,78
Zn 194,25 |<1LQ |<LQ {<LQ
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E interessante observar, fambém, que para a maioria das determinacgbes o
metodo MW apresenta valores das estimativas de desvios-padriao menores, embora
os valores dos BECs para a maioria das espécies, com excec¢ao para o K, Mn, Cd,
Co e Cu, sejam maiores do que para o0 método US. Ou seja, 0 método MW apresenta
concentragbes de brancos superiores, com menores flutuagées do sinal analitico.
Este comportamento deve-se, possivelmente, ao tratamento de mineralizacao dado
as amostras que promove a liberagdo das espécies metalicas para a solucio,
diminuinde as interferéncias. A Tabela 6.5 apresenta, de modo comparativo, os
valores obtidos para os LDs, LQs e BECs com os métodos MW e LS.

Tabela 6.5 - LDs, LQs e BECs obtidos para 0s métodos MW e US.

Espécies ID(mgL") LQmglL") BEC(mgl')
MW: 0,16 MW:16 MW: 33 4

K Us: 0,21 Us: 2.1 US: 457
Ca MW: 0,02 MW: 0,2 MW: 0,97
US: 0,0046 US: 0,04 US: 0,031
Mg MW: 0,1 MW: 1.0 MW: 6,2
Us: 0,095 US: 0,95 Us: 0,081
Na MW: 0,026 MW:286 MW: 84
US: 0,0395 US: 3,95 US: 0,049
Mn MW:0,00009 MW: 0,008 MW:0,02
us: 0,00009 US: 0,008 US: 0,68
Zn MW: 0,0009 MW: 0,09 MW: 0,06
UsS: 0,0011 US: 0,11 Us: 0,015
Cu MW: 0,0016 MW: 0,16 MW: 0,03
Us: 0,0013 US: 0,13 Us: 0,28
Co MW: 0,0013 MW: 0,13 MW: 0,13
US: 0.0008 US: 0,08 US: 0,28
Ni MW: 0,0059 MW: 0,59 MW: 0,73
US: 000624 US: 0,62 Us: 0,28
Pb MW: 0,0097 MW: 0,97 MW: 0,97
us: 0,011 us: 1.1 Us: 0,54
Fe MW: 0013 MW: 1,3 MW: 0,10

US: 0,0008 US: 0,08 us: 0,08
cd MW: 0,0007 MW: 0,07 MW: 0,04
Us: 0,6004 US:0,04 us: 0,24
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Os resultados obtidos através do teste t emparelhado, para os valores das
especies presentes nas amostras estudadas (A B, C, D), estdo abaixo dos
respectivos valores de t tabelados para o nivel de confianga de 95 %, mostrando gue
os valores medios entre as concentragbes obtidas ndo diferern significativamente. A
Tabela 6.6 apresenta os valores obtidos no teste t emparethado para as espécies
determinadas nas amostras estudadas com os métodos MW e US.

Tabela 6.6 — Resultados obtidos pelo teste t emparelhado para as espécies
determinadas nas amostras A, B, C e D, através dos métodos de MW e de US.

. Graus de t t (tabelado com
Especies Liberdade ({calculado) 95 % Sie confiancga) [70}
K 2 4,16 4,30
Ca 3 0,88 3,18
Mg 1 1,85 12,71
Mn 2 0,17 4,30

Assim, pode-se concluir que os métodos nac apresentam diferencas
expressivas para a maioria dos resultados obtidos, porém, para a determinagao de
Zn o método MW € mais preciso que o método US.
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VI.5 - AVALIACAO DOS CONSTITUINTES METALICOS EM
AMOSTRAS DE MEL DE ABELHAS BRASILEIRAS

Atuaimente tem sido bastante discutido que uma alimentacido com um bom
valor nutritivo assegura e/ou promove o restabelecimento da salude. Do conjuntc de
nutrientes (organicos e inorganicos) que o organismo necessita, alguns devem ser
adicionados a dieta, uma vez que ndo podem formar-se no organismo, sendo
denominados essenciais. Os nutrientes {(organicos) que podem ser formados no
organismo sao chamados de ndo essenciais.

A principio, todos os minerais sa3o essenciais. Os macro-elementos Ca, P, S,
K, Na, Ci e Mg devem estar presentes em maiores quantidades na dieta para cobdir
as necessidades corporais, embora muitos outros elementos sejam essenciais, em
determinadas concentragoes, sendo também responsaveis pela vida, conservacio
da saude e reproducao.

Dada a grande variedade e diversidade de um determinado tipo de alimento, é
desejavel o conhecimento da composicio média dos elementos essenciais. Este tipo
de informacéao é itil ndo somente aos profissionais da saude, como também aos
consumidores em geral, que poderao optar por um certo alimento considerado como
uma boa fonte nutritiva de elementos [9,74).

Diante das poucas informagbes da composigio mineral de mei de abelhas, foi
feita a analise, através do método US, de 69 amostras comerciais procedentes das
varias regides do Brasil.

A Tabela 6.7 apresenta os resultados das conceniragbes das espécies
determinadas e o seu somat6rio, em mg kg™'. As amostras s3o denominadas com um
prefixo de acordo com a regido {Ceniro-Oeste — co; Norle — n; Nordesie — ne;
Sudeste - se e Sul - s), o Estado (Mato Grosso — MT; Amazonas — AM; Alagoas —AL;
Bahia — BA; Ceara — CE; Pernambuco — PE; Rio Grande do Norte — RN; Sergipe —
SE; Minas Gerais ~ MG; Séo Paulo — SP; Parana — PR; Rio Grande do Sul~RS e
Santa Catarina — SC) e Territorio (Fernando de Noronha — FN) de origem.
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Tabela 6.7 — Concentragbes e somatorio médio, em mg kg", das espécies metalicas
determinadas nas amostras de mel brasileiras (n=3).

Amostras | K ! Ca | Mg i Mn Zn Fe | Zeoncentr.
Centro-Oeste
coMT1 33529 18,8 57,2 2.2 <LQ 0.7 34318
CoMT2 1255,7 17.8 48,2 0.9 <LQ 4.4 1327,0
coMT3 6722 379 50,1 1.9 <LQ 3.3 765,4
Norte
nAM1 8997 14.6 37.8 16,8 <LQ <LQ 969.0
nAM2 15101 208 529 1.1 13,6 1,9 1609,4
Nordeste
neAL1 3726 7.6 239 0,8 9.5 0.9 415,4
neAL2 357,7 6,8 22,2 0,8 10,4 1.0 399.0
neBA1 1401.,9 214.3 245.5 31 <LQ 34 1868,2
neBA2 1328,1 2106 2481 3.1 <LQ 3,6 17935
neCE1 4545 106 <LQ 1,2 9.8 1.6 487.7
neCE2 452 9 9.9 <LQ 1,2 96 1,6 485,2
neFN1 7217 1075 368 <LQ <LQ 0,5 866.5
neFN2 590.0 102,6 254 <LQ <LQ 0,5 7185
nePE1 487.9 10,2 <LQ 1.5 12,5 1,2 513,3
neSE2 4417 10,5 247 05 7.5 0.5 4354
neRN1 1061,3 48,4 <LQ 52 <LQ 3.1 1118,0
neRN2 9634 36,8 <LQ 4.8 <LQ 3.7 10087
neRN3 4211 335 <LQ 1.1 <LG 09 456.6
neRN4 1052,9 33,3 255 45 <LQ 26 1118,8
nePE2 495,2 97 <LQ 1,5 8,7 0,9 517.0
neSE1 446,1 99 24,7 0,6 8,6 <LQ 489,9
Sudeste
seMG1 4191 30,1 <LQ 1.4 <LQ 1.6 452,2
seMG2 442 3 30,6 <iQ 1.3 <LQ 1,8 476,0
seMG3 8423 75,1 81.9 47 <LQ 0,3 1004,3
seMG4 835.5 76,0 73,7 6,7 <LQ <LQ 991,9
seMG5 603,2 84,9 60,3 39 6,1 <LQ 758, 4
seMG5 603,5 94,0 63,4 4.4 6.7 <LQ 7720
seMG7 4651 62,4 <LQ 0.6 6,3 <LQ 5344
seMGB 9375 31,0 144 4 52 <LQ 9.7 1127.8
seMG9 885,56 33,8 110,2 6,6 <t Q 0.8 1495,2
seMG10 7745 232 43,5 2,3 <LQ 1,6 845,1
seMG11 336,7 52 <LQ 1,2 <LQ 1.4 344.5
seMG12 393,2 7.6 25,0 08 <LQ 2.5 4291
seMG13 451,98 15,3 254 1,8 <LQ 0,7 4951
seMG14 1381,56 47,1 143,2 10,4 <LQ 0,7 1582,9
seMG15 451,2 63,5 <LQ 0,6 6,5 <LQ 5318
seSP1 18244 2337 207,7 11,7 <L.Q <LQ 22775
seSP2 18053 2257 2242 17,2 <LQ <LQ 2272 4
seSP3 1904 .8 187,89 188,5 10,7 <LQ 14.6 2306,5
seSP4 166,86 70,2 <LQ 1,0 <LQ 0,6 2384
seSP5 <LQ 417 <LQ <LQ <LQ <LQ 41,7
seSPe 553,9 141,3 879 24 0,0 5,5 791,0
seSP7 2098,6 148.4 174 3 11,3 56 24 24406
seSP8 1042,3 84,8 57,7 7.8 28 <LQ 11955
seSP9 4404 47.5 0,0 2,0 <LQ <LQ 489,9
seSP10 467,5 59,5 0,0 1,1 <LQ 1.1 529,2
seSP11 977,3 150,7 81,8 53 <LQ 4,5 1219,6
seSP12 364.8 11.8 23,8 47 <LQ 0,9 406,0
seSP13 7427 202 411 3.6 <LQ 1,9 809,56
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Continuagao da Tabela 6.7.
Amostras | K | Ca ] Mg | Mn | Zn Fe | Zconcentr.
Sudeste
seSP14 654.7 15,4 90.8 3.2 <LQ 2.9 807.0
seSP15 15757 58,7 189,4 11,8 <LQ 34 18400
seSP16 2500,5 604 66,7 11,6 <LQ 1,7 26409
seSP17 22407 71,3 3735 242 6.3 25 2718,5
Sul
sPR1 24208 203 58.5 25 <LQ 3,7 2505.8
sPR2 1625,0 17,4 36,6 1,6 <LQ 24 1683,0
sPR3 1597.3 35,7 41,9 0.8 <1Q 14,7 16590.4
sPR4 20999 20,0 43,0 3.4 <LQ 3.3 2169,6
sPR5 23255 337 55,5 1,8 <LQ 1.6 24181
sPR6 29505 43,0 70,3 24 <LQ 2.2 3068 .4
sPR7 1980,8 215 34,5 1.7 <LQ 2,2 2040,7
sRS1 1630,9 1332 64,0 55 <LQ 1,9 1835,5
sRS2 3442 27,2 <LQ 0,9 <LQ 1,2 3735
sRS3 17756 196,6 149.8 8,7 <LQ 06 21313
sRS4 921,1 100,3 81,0 41 <LQ 1,8 1108,3
sRS5 549,7 43,8 41,4 1.9 <LQ 1,7 638.5
sRS6 16244 201,2 195,3 11,1 <LQ 0,7 20327
sSC1 1346,2 34,2 63,1 2,1 <LQ 37 14493
sSC2 1012,6 205 44,2 33 <LQ 2,8 1083,3
s35C3 2418,2 208 80,5 4,3 10,8 1.9 2536,56

RSDs menores que 10 %, para a maiona das determinacdes

Uma vez que os macros elementos foram detenminados nas amostras de mel,
0 seu somatorio representa, de modo aproximado, o conteGdo total dos minerais
presentes e indica o grau de pureza do mel. O valor maximo admitido para este
parametro é de 0,2 % m/m [2,20]. Assim, de acordo com os dados da Tabeia 6.7,
observa-se que aproximadamente 80 % do total das amostras encontram-se dentro
deste limite. Além disso, os teores de Pb e Cd, considerados potencialmente toxicos,
estao abaixo dos LQs para estas especies.

O orgao responsavel pela administragido de alimentos e medicamentos dos
Estados Unidos (Food and Drug Administration’s - FDA) classifica um alimento como
uma boa fonte nutritiva quando contém de 10 a 19 % dos valores de referéncia
diarios recomendados (VRD), e como uma fonte rica quando contém mais de 20%
dos VRD para um determinado nutriente [75]. Deste modo, fazendo uma comparacao
entre os resultados obtidos com os VRDs de ingestdo dos minerais presentes de
acordo com a FDA e com os valores recomendados pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) [75,76], aproximadamente 80% dos méis analisados podem ser
considerados como uma boa ou rica fonte de Mn. Os demais elementos estaoc abaixo
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de 10 % dos VRDs. A Tabela 6.8 apresenta os VRDs para as espécies determinadas
e a classificacio das amostras analisadas (%) que podem ser consideradas como
uma boa ou rica fonte elementar. Os calculos foram feitos para a ingestao diaria de
170 g de mel de abelhas por dia, conforme Miller-thli [9].

Tabela 6.8 - Valores de referéncia diarios (VRD) e nimero de amostras {%) que
podem ser classificadas como uma boa ou rica fonte elementar.

VRD N2 de amostras (%
Elementos (mg dia") __Classificagio )
K 3550° 13,0 Boa
Ca 40° 20 Boa
Mg 4002 532 293
a , ica
Mn 2 246 Boa
Fe 24° 1,5 Boa
Zn 15° 13,0 Boa
(a)I75]
(b){76]

O contetido dos constituintes metalicos determinados nas amostras de mel
nacionais esia em concordancia com as faixas de valores encontrados para méis de
outras nacionalidades {10,11,18,19], isto &, as espécies em maiores concentragbes
sao o K, Ca e Mg e, em menores concentracbes, o Mn, Zn e Fe.

Entretanto, tentar comparar resuliados obtidos por diferentes métodos e
técnicas para amostras de mel € uma farefa complexa, uma vez que sao bastante
distintos, principalmente quando se leva em consideracio o modo de preparacio da
amostra [24]. Por outro lado, € interessante analisar amostras de mel procedentes de
outros paises e avaliar a composigdo mineral em relacio aquela dos méis nacionais.

Assim, foram analisadas 12 amostras procedentes de diversos paises e seus
resuitados foram comparados com os valores médios das concentraces obtidas, por
regido, para os meis de abelhas nacionais. A Tabela 6.9 apresenta as faixas de
concentragbes minimas e maximas, além das concentracOes médias das espécies
metalicas determinadas, por regiao geografica, para os méis de abelhas nacionais e
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a Tabela 6.10, os resultados obtidos para as amostras internacionais, as quais sao
denominadas com um prefixo de acordo com o pais de origem: Argentina — ARG,
Alemanha — ALE, Bélgica - BEL, Franga — FRA, ltalia - iTA.

Tabela 6.9 — Faixa (minima e maxima) e média da concentracao e do somatorio, em
mg kg, das espécies metalicas determinadas nas amostras brasileiras, por regiso
geografica (n=3).

Regiso :mgznas Faixa de concentragdo (mg kg') | Concentragéo media (mg kg™)
K. 672,22 33529 K: 1760,3
Ca:178a379 Ca: 248
Mg:48,2a572 Mg: 51,8
Centro-Oeste 3 Mn:09a22 Mn: 1.7
Zn: <iQ Zn: <LQ
Fe:0,7a3,3 Fe: 28
Zconc.: 7854 a 3431.8 Zconc.: 1841.4
K: 899,7 a 15101 K: 1760,3
Ca: 146 a29,8 Ca 222
Mg: 37.8a529 Mg: 45,3
Norte 2 Mn: 1,1a 16,9 Mn: 9,0
Zn: <iQa136 Zn. 6.8
Fe:<iQa1,9 Fe: 1,0
Tconc. 969,0 a 1609.4 zconc.: 12892
K 357,7a 14019 K: 6948
Ca:6,8a214.3 Ca: 53,9
Mg: <lQ a 245,5 Mg: 42 3
Nordeste 16 Mn: <iQab2 Mn: 1,9
In: <iQa125 Zn: 49
Fe: <iQa37 Fe:16
Zcong,: 399,0 a 1868,2 zconc.: 796.4
K. 344,22 29505 K: 1663,9
Ca 17,4 a201,2 Ca: 60,6
Mg: <IQ a 195,3 Mg: 66,2
Sul 16 Mn:08a 111 Mn: 3,6
Zn: <iQa 108 n: 07
Fe:0,7a 14,7 Fe: 29
Tcong.: 373,5 a2 3068 4 Tconc.: 1797.8
K: 166,6 a 2500,5 K: 888,8
Ca: 52a2257 Ca: 71,3
Mg: <IQ a 373,56 Mg: 79.6
Sudeste 32 Mn: <IQ a 24,2 Mn: 7.0
Zn:. <lIQak7 Zn: 2,7
Fe: <iQ a 146 Fe: 3,4
Zconc.: 41,7 a2718,5 Zconc.: 10526
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Tabela 6.10 — Concentracbes e o somatorio médio, em mg kg', das espécies

metalicas determinadas em amostras de mel procedentes de diversos paises (n=3).

Amostras|{ K Ca | Mg | Mn | Zn | Fe Pb Cu [T concentragoes
ARG1 5379 17,9 257, 07 <LQY 23 <L <LQ 584,1
ARG2 536,71 17.8 2421 0,7 <LQj 23 <Ll <LQ 581,7
ALE1 740,20 247 33,9 1,5 10,7 4.1 <LQy <LQ 8151
ALE2 7144 243 34,7 1.5 10,4 428 <LQf <LQ 789.7
ALE3 581,71 19,3 21,9 0.8 533 3.6 46 10,3 680,6

BEL1 9637 23,8 30,5 11 87 371 <LQ <LQy 1032.5
BEL2 0589 221 27,8 1,1 95 38 <lQ <L 10229
FRA1 328,84 57 <LQ 01 7.8 <LQ <LQ <LQ 3421
FRAZ 3250 7.5 <LQ 0,1 84 <LQ <L <LQ 3411
1ITA1 423,24 237} <L 0,3 0,0 1.9 <Ll <LQ 448.7)
ITA2 37468 133 <L 04 83 <LQ <LQ <LQ 396,

ITA3 381,24 13,3] <LQY 0,4 19,3 1,3 <LQ <LQ 425 5

RSDs menores que 10 %, para a maioria das determinaces

Na Tabela 6.8 observa-se que as faixas de concentragéo dos constituintes

presentes nas amostras brasileiras, considerando-se a regido geografica, sado amplas
e se intercalam. Por outro lado, comparandc os resultados das Tabelas 6.9 e 6.10,
apesar do reduzido niimero de amostras internacionais, estas apresentam o teor de
Zn mais elevado e o somatorio das concentragbes metalicas € mais baixo que a
média de concentragbes obtidas para as amosiras brasileiras. Estas diferencas
podem estar relacionadas as diferentes origens.

De um modo geral, os resultados obtidos assinalam novas informagdes sobre
0$ Meis nacionais que, eventualmente, poderao ser Uteis para a formagao de uma
base de dados de sua composigao minerai.
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Vi.6 — ANALISE QUIMIOMETRICA

Os metodos quimiomeétricos vém sendo muito utilizados na interpretagao de
dados obtidos por diferentes técnicas analiticas em alimentos, tanto para o controle
de qualidade, como também para obter 0 maximo de informagdes provenientes de
dados analiticos. Deste modo, foram feitas analises utilizando os métodos PCA e
HCA para methor interpretar os dados analiticos obtidos e avaliar similaridades efou
diferencas entre um conjunto de amostras de meis de abelhas procedentes de
diversas regides do Brasil.

O metodo PCA proporciona um estudo muitivariado dos dados experimentais,
facilitando a visualizagao e a correlagdo entre amostras e variaveis e o método HCA
possibilita verificar as semeihancgas entre as amostras, através do calculo do grau de
similaridade [64].

Os dados utilizados para a analise quirniométrica sdo aqueles apresentados
na Tabela 6.7, onde as amostras brasileiras representam os objetos e as
concentragdes, em mg kg, as variaveis. Uma vez que o nimero de amostras
procedenies das regides Norte e Centro-Oeste sdo pouco representativos, estas
amostras foram retiradas do conjunto de dados para a analise. Deste modo, a matriz
de dados iniciais apresenta a dimensédo de 64 x 7.

Assim, foi feita uma analise por PCA em que foram atribuidas classes as
amostras das regioes Nordeste, Sudeste e Sul. As amostras foram pre-processadas
por auto-escalamento, uma vez que as suas concentra¢des diferem em ordem de
grandeza.

Numa primeira analise, em que foram utilizadas todas as variaveis, nao houve
uma boa separagaoc entre as classes de amosiras, sendo observada, apenas, uma
tendéncia a sua formacgio. Na visualizagio dos graficos de variavel versus variavel
verificou-se que o Zn, versus todas as outras varidveis, € aquela que melhor
concorre para esta tendéncia de separagao de classes. A Tabela 6.11 apresenta a
contribui¢do de informacgdes dadas pelas varidncias para cada PC utilizada.
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Tabela 6.11 — Variancia (%) e variancia acumulada (%) para cada PC, obtidos por
PCA das amostras procedentes das regides Nordeste, Sul e Sudeste.

Variancia
PC Variancia (%)
Acumulada (%)

1 51,79 51,79
2 16,24 68,04
3 13,77 81,81
4 10,07 91,88
5 6.08 97,96
6 2,04 100.00

A Figura 6.3 apresenta o grafico dos scores (PC3 versus PC2), onde se pode
observar a tendéncia de formacao dos trés grupas:
(1) algumas amostras do Nordeste, em vermelho;
(2) algumas amostras do Sul, em azul;
(3) amostras do nordeste, do Sul e do Sudeste.

3.5 y
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1] » ] 1 1 I - ] I
-4.8 -2.4 -8.8 8.8 2.4

Fig. 6.3 - Grafico dos scores: as amostras em vermelho, verde e azul pertencem as
regides Nordeste, Sudeste e Sul, respectivamente.
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O comportamento observado nesta andlise deve-se as composigées das
amostras, sendo explicado através do grafico dos loadings, apresentado na Figura
6.4, onde € possivel verificar que a formacdo dos grupos se relaciona,
principalmente, com as variaveis:

(1) Mg e Mn;
(2) K e somatodrio das concentragdes, representado por “Soma”;
(3) Mg, Mn e Ca.
O distanciamento das amostras sSC3 e sPR3, deve-se as suas altas

concentragbes de Zn e Fe, respectivamente.

B8.784
<n
8.40 - K
+ Soma
’ + e
0 8194
g .
o . Mn
#Hg
—8.28 -
-8.56- 'l'CQ
T 1 1T 771 1. v 1 L1
—.78 —8.48 -#.18 8.28 8.58
PC 2

Fig. 6.4 - Grafico dos loadings para o conjunto de amostras do Nordeste, Sul e
Sudeste.

A separagdo das amosiras por regido ndo foi nitida devendo-se,
provaveimente, a grande extensao do pais como um todo. Deste modo, com o
objetivo de explorar outras possibilidades de classificagao, foram feitas as analises

para as amostras por regiao, separadamente, as quais sdo apresentadas a seguir.
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VL.6.1 - Regiao Nordeste

Inicialmente, foi feita uma analise por PCA com o conjunto de resultados
obtidos para a regido Nordeste utilizando, também, o pré-processamento das
amostras por auto-escalamento. Para cada estado e/ou territério foram atribuidas
classes, correspondendo a um total de 7.

Verificou-se que duas variaveis, concentracdo de Ca e somatdrio das
concentragdes, nao contribuem, significativamente, para uma classificagao. Portanto,
a matriz de dados foi reduzida a dimensdo 16 x 5. Nesta analise, a primeira,
segunda, terceira e quarta PCs sdo responsaveis por 69,68 %, 16,98 %, 11,54 % e
1,28 % do total da variancia dos dados.

Com as variaveis selecionadas observou-se uma separagao de 4 grupos de
amostras, apresentados através do grafico dos scores (Figura 6.5, PC3 versus PC1),
pertencentes aos seguintes estados e/ou territério:

(1) Alagoas (AL), Ceara (CE), Pernambuco (PE) e Sergipe (SE);

(2) Fernando de Noronha (FN) e uma amostra do Rio Grande do Norte, neRN3;
(3) Bahia (BA);

(4) Rio Grande do Norte (RN).

Blg_
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Fig. 6.5 - Gréafico dos scores para as amostras procedentes da regiao Nordeste.
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A Figura 6.6 apresenta o grafico dos loadings para esta andlise, onde
podemos verificar as seguintes relacdes entre as variaveis e os grupos formados:
(1) maiores concentragdes de Zn e menores concentragbes das outras espécies;
(2) auséncia de Zn com menores concentracoes de K, Fe e Mn;
(3) auséncia de Zn com maiores concentragdes de K e Mg;
(4) maiores concentragbes de Mn, concentracdes intermediarias de K, MgefFee
auséncia de Zn.

A amostra neRN3 apresenta na sua composicdo teores de Fe, Zn e K
semelhantes aos das amostras de Fernando de Noronha, pertencendo ao mesmo
grupaq.

T s Zn
A8
A6
om =
8.4
i M e
8.24
« Mn
8.0 - =K
¥ : 1 v 1 T 1 ol 1 v ¥ L ¥ * 1 M E ¥ T
-8.4 8.2 0.8 0.2 8.4

PC 1

Fig. 6.6 - Grafico dos loadings para as amostras procedentes da regiao Nordeste.

O método HCA aplicado a estes dados, utilizando a distancia Euclidiana para
o calculo de similaridade e o método de agrupamento pelo vizinho mais proximo,
Single Linkage, confirmou e complementou as informacgbes dadas através do método
PCA, apresentando a mesma formagio dos grupos. A Figura 6.7 apresenta @
dendograma e a Tabela 6.12 apresenta as similaridades obtidas, nesta analise, para
amostras pertencentes ac mesmo grupo e entre os grupos distintes.
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Fig. 6.7 - Dendograma para as amostras da regido Nordeste.

Tabela 6.12 — Similaridades (%) obtidas pelo método HCA para as amostras e

grupos formados.

Similaridades (%) Similaridades (%)
Grupos
Amostras do mesmo grupo enfre grupos
(1) Al, Ce, Pe, Se 80
(2) FN e neRN3 70 49 com (1)
(3) RN 78 3 com (1), (2)
(4) Ba 91 0 com (1), (2), (3)

Estes resultados devem estar, provavelmente, associados as similaridades

caracteristicas existentes entre os solos, dos quais estas amostras sdo procedentes

[7].
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IV.6.2 - Regido Sul

Neste estudo, foi dado o mesmo fratamento feito para a regifio Nordeste.
Neste caso, verificou-se que o magnésio nao contribui significativamente para uma
classificagdo. Deste modo, a matriz de dados ficou reduzida a dimenséo 16 x 6. Para
cada estado foram atribuidas classes, comrespondendo a um total de 3. Nesta
analise, foram utilizadas 5 PCs. A Tabela 13 apresenta a contribuigio de
informagoes dadas pelas varidncias para cada PC utilizada.

Tabela 6.13 — Variancia (%) e variancia acumulada (%) para cada PC, obtidos por
PCA das amostras procedentes da regido Sul.

. Variancia
Variancia
PC Acumulada
(%)
(%)
1 37,40 37,40
2 33,78 71,18
3 16,21 87,39
4 11,66 80,05
5 0,94 99,99

Com as variaveis selecionadas, através do grafico dos scores (PC4 versus
PC2), apresentado na Figura 6.8, foi possivel cbservar:

- a formacdo de 2 grupos, nos gquais encontram-se reunidas a maionias das
amostras do Parana e do Rio Grande do Sul, respectivamente;

- duas amostras procedentes de Sania Catarina (sSC1, sSC2), intermedidrias
entre os dois grupos formados;

- duas amosiras procedentes de Santa Catarina e do Parana (sSC3 e sPR3),
afastadas das demais.
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Fig. 6.8 - Grafico dos scores para as amostras procedentes da regido Sul.

Através da Figura 6.9, que apresenta o grafico dos loadings para esta analise,
podemos verificar:

(1) o grupo formado por amostras do Parana apresenta concentragbes maiores
das variaveis K e somatodrio das concentragses;

(2) o grupo formado por amostras do Rio Grande do Sul apresenta maiores
concentragdes de Ca e Mn;

(3) as amostras de Santa Catarina, sSC1 e sSC2, apresentam concentragoes
intermediarias entre os dois grupos formados;

(4) a amostra do Parana, sPR3, apresenta concentragdo de Fe mais elevada que
as demais;

(5) a amostra de Santa Catarina, sSC3, € a Unica que apresenta Zn.
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Fig. 6.9 - Gréfico dos loadings para as amostras procedentes da regiao Sul.

O afastamento das duas amostras, sPR3 e sSC3, do restante das amostras
do mesmo grupo, pode ter sido ocasionado por contaminacgbes de processamento.
De qualquer modo, neste estudo foi possivel obter uma separagdo nitida das
amostras procedentes dos estados do Parana e Rio Grande do Sui.

A Figura 6.10 apresenta o0 dendograma obtido através da andlise por HCA
para as amostras desta regiao, onde podemos observar que os resultados obtidos
por esta analise ndo confirmaram todas as informagbes obtidas através da analise
por PCA. O grupo formado pelas amostras do Rio Grande do Sul, ficou dividido em
dois, com as seguintes amostras: (1) sRS 4, sRS5 e sRS2; (2) sRS1, sRS6, sRS3.
Estes subgrupos apresentam uma simiiaridade de 27 % entre si. A divisao observada
entre as amostras do grupo do Rio Grande do Sul deve-se as grandes diferencas de
concentragbes entre as vanaveis do mesmo grupo.

As amostras de Santa Catarina, sSC1 e sSC2, foormam um subgrupo que
apresenta maior simitaridade (65 %) com o subgrupo do Rio Grande do Sul, formado
pelas amostras sRS4, sRS5 e sRS2. As amostras sSC3 e sPR3, também se
encontram afastadas das demais, apresentando uma similaridade de 9 % entre si.
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Fig. 6.10 - Dendograma para as amostras da regido Sul.

Os resultados obtidos pelos métodos HCA e PCA diferem, uma vez que na
analise por HCA todas as informagdes estdo contidas em uma Unica representacao
grafica, enquanto que na analise por PCA, foram consideradas apenas as
informagdes da melhor representacao grafica obtida, PC4 versus PC2. Neste caso, a
contribuicéo das informagdes dadas pelas variancias a essas PCs é de 55,4 %.

Vi.6.3 - Regido Sudeste

Uma vez que foi observado, nas analises anteriores, separacbes entre
amostras de um mesmo grupo, procedente dos mesmos Estados, o que implica em
areas muito extensas, optou-se em fazer um estudo das amostras procedentes da
regido Sudeste, classificando-as por sub-regides. Assim, amostras pertencentes a
Estados diferentes, porém de regides proximas, foram atribuidas a mesma classe,

perfazendo um total de 5 classes. A classificacdo dada as amostras é apresentada
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na Tabela 6.14 e a Figura 6.11 apresenta um mapa da regido Sudeste do Brasii com

as classes das amostras.

Tabela 6.14 — Classes atribuidas as amostras da regido Sudeste.

Classes Amostras
seMG1, seMG2, seMG8, seMGS, seMG10,
(1) Regido de fronteira entre MG e SP  seMG11, seMG12, seMG13, seMG14, seSP13,

seSP12, seSP14

(2) Regido de Belo Horizonte (MG)

seMG3, seMG4, seMG5, seMG8, seMG7, seMG15

(3) Regido de Angatuba (SP)

seSP1, seSP2, seSP3

(4) Regiao de Campinas (SP)

seSP4, seSP5, seSP6, seSP7, seSP8, seSPg,
seSP10, seSP11

{5) Regido de Embu-Guagu e Atibaia

seSP18, seSP15, seSP17
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Figura 6.11 - Mapa com a classificacdo por sub-regiées das amostras procedentes

da regido Sudeste do Brasil.
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Nesta andlise, todas as variaveis foram utilizadas, de modo que a matriz de

dados apresenta a dimensao 32 x 7. O numero de PC utilizadas foi de 5. A Tabela
6.15 apresenta a contribuigdo de informagbes dadas pelas variéncias para cada PC

utilizada.

Tabela 6.15 — Variancia (%) e variancia acumulada (%) para cada PC obtidos por

PCA das amostras procedentes da regiao Sudeste.

Variancia
Variancia
Acumulada
(%}
(%)
1 60,31 60,31
2 17,32 77,63
3 999 87,62
4 8,59 96,21
5 3,32 99,53

A partir dos graficos dos scores, PC4 versus PC2 (Figuras 6.12 e 6.13), nos

quais as amostras estdo representadas na forma de pontos e com suas respectivas
denominagdes, sendo possivel verificar:

a formagao de 4 grupos de amostras;

as amostras seSP3, seSP17 e seMG8 pertencentes as classes (3), (1) e (5),
respectivamente, encontram-se afastadas dos demais grupos;

0 grupo | contém as amostras da classe (1) e as amostras seSP15 e seSP16
que pertencem a classe (5);

o grupo H contem amostras pertencentes a classe (2);

o grupo i contém amostras pertencentes a classe (3);

as amostras pertencentes a classe (4) estao divididas em trés subgrupos
classificados, na Figura 6.11, como Va, Vb e IVc. O subgrupo Va contém
quatro amostras pertencentes a classe (4) e duas pertencentes a classe (2). O
subgrupo Ve encontra-se proximo ao grupo H. C subgrupo IVa estad mais
préximoe do grupo L.
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Fig. 6.12 - Grafico dos scores, onde as amostras procedentes da regido Sudeste

estao representadas por ponios.
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Fig. 6.13 - Grafico dos scores para as amostras procedentes da regido Sudeste.
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De acordo com o observado, através dos scores, com excegio para as
amostras da classe (5), os grupos formados estdo de acordo com a classificagao
feita para as amosiras.

De acordo com o grafico dos Jjoadings (Figura 6.14), o afastamento das
amostras seSP3 e seMG8 devem-se as suas altas concentragoes de Fe e para a
amostra seSP17, a alta concentragdo de Zn e Mn. Estas amostras nio podem ser
consideradas outliers, uma vez que podem ter sofrido contaminacdo por estas
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Fig. 6.14 - Grafico dos loadings para as amostras procedentes da regiao Sudeste.

A Figura 6.15 apresenta o dendograma para as amostras procedentes da
regido Sudeste, no qual pode-se observar a foormacao de um grupo de amostras
pertencentes a classe (1) apresenta um grau de similaridade com as amostras do
grupo Vb de 72 % e a amostra seSP8, periencente a classe (4) apresenta uma
similandade de 66 % com este grupo. A amostiras seSP3 apresenta uma similaridade
de 24 % com as amostras pertencentes ao seu grupo (seSP1 e seSP17).
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Fig. 6.15 — Dendograma das amostras procedentes da regido Sudeste.

Os resultados obtidos na analise por HCA, do mesmo modo que o observado
para as amostras procedentes da regido Sul, nao confirmaram todas as informacgbes
obtidas pela analise por PCA, onde nesta Gitima, a melhor representagéo grafica
obtida foi para a PC4 versus PC2, em que a contribuicio das varidncias a essas
PCs é de 25,91 %.

De um modo geral, a classificagdo das amostras por regides de extensoes
menores, mostrou ser mais expressiva. Isto sugere que a classificagao quimiométrica
pode ser otimizada com um maior numero de variaveis a serem determinadas.
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Vil. CONCLUSOES

Os metodos estabelecidos neste estudo demonstraram ser eficientes para a
quantificagdo das espécies estudadas em mel, apresentando vantagens e
desvantagens, um em relagdo ao outro, que s&0 caracteristicas inerentes dos seus
respectivos processos. Os testes estatisticos utilizados apontam o meétodo de
mineralizacio assistida por micro-ondas como o mais preciso. Porém, o método de
soiugbes assistidas por ulira-somm € mais simples, com menos etapas de
manipulacao e requer menores quantidades de reagentes.

A escolha do método dependera, essenciaimente, da precisao requerida para
a analise, mas deve-se levar em consideragdo também a etapa de ofimizacio
instrumental, considerando as concentragbes das espécies presentes nas amostras
€ o tipo ou modelo do eguipamento a ser utilizado.

Apesar dos resuitados obtidos nos testes utilizando o principio de fermentacéao
alcodlica nao serem conclusivos, o uso da invertase parcialmente purificada &,
aparentemente, o mais promissor, além de utilizar poucos reagentes com baixo grau
de toxidez. Isto significa que existe uma possibilidade do uso desta enzima no pré-
tratamento de amostras ricas em aglcares, embora algumas variaveis devam ser
controladas e alguns obstaculos devam ser contomados.

Através do estudo das 69 amostras comerciais de mel de abelhas nacionais
foi possivel verificar que as faixas de concentragbes dos constituintes presentes (K,
Ca, Mg, Mn, Zn e Fe) por regido geografica s&o amplas e se intercalam. Outra
observagdo importante € que o0s méis comercializados ndo apresentaram
contaminagdo de elementos potenciaimente t6xicos, considerando os limites de
quantificacdo e que, aproximadamente 80 % das amostras, estdo dentro do intervaio
estabelecido de pureza para metais. Além disso, aproximadamente 80% das
amostras podem ser consideradas como uma boa ou rica fonte de Mn. Estes dados
representam novas informacdes sobre os meéis nacionats.

Os testes estatisticos e os métodos quimiométricos utilizados demonstraram
ser ferramentas teis na comparagao entre os resuitados obtidos e na visuatizacio
das similaridades e/ou diferengas entre méis nacionais. Entretanto, com as varidveis
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estudadas, no estudo gquimiométrico nao foi alcangada uma classificagio conclusiva
das amostras por regido geografica. Foi constatada, apenas, uma tendéncia & sua
formacgao. Esta tendéncia é fortalecida quando o numero de amosiras por regiao é
maior, com dimensdes regionais menores. isto sugere que a classificacdo
quimiométrica pode ser otimizada com um maior numero de varaveis a serem
determinadas.
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