an
'«..\" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Instituto de Quimica
Departamento de Quimica Analitica

"AVALIACAO DE TECNICAS DE DECOMPOSICAO ENZIMATICA E FOTOLISE
OXIDATIVA NO PREPARO DE MEL PARA ANALISE POR ESPECTROMETRIA
DE EMISSAO OPTICA EM PLASMA DE ARGONIO COM ACOPLAMENTO
INDUTIVO”

DISSERTACAO DE MESTRADO

Thiago Marcelo Ribeiro Gianeti

Orientadora: Profa. Dra. Solange Cadore

Campinas, Sao Paulo
Dezembro de 2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE
QUIMICA DA UNICAMP

Gianeti, Thiago Marcelo Ribeiro.

G348a Avaliacio de tecnicas de decomposicio enzimatica e
fotdlize oxidativa no preparo de mel para analise por
espectrometria de emisséo optica em plasma de argdnio
com acoplamento indutivo / Thiago Marcelo Ribeiro
Gianeti. - Campinas, SPF: [5.n], 2008.

Crientadora: Solange Cadore.

Dissertacdo - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Quimica.

1. Mel. 2. Fotolise oxidativa. 3. Constituintes
inorganicos. 4. ICP OES. |. Cadore, Solange.
Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quimica. lll. Titulo.

Titulo em inglés: Evaluation of techniques of enzymatic decomposition and oxidative
photolysus in honey sample preparation for the analysis by inductively coupled plasma
optical emission spectrometry

Palavras-chaves em inglés: Honey, Oxidative photolysis, Inorganic constituents, ICP
OES

Area de concentragdo: Quimica Analitica
Titulagao: Mestre em Quimica na area de Quimica Analitica

Banca examinadora: Solange Cadore (orientadora}, Nivaldo Baccan (1Q-UNICAMPY),
Julio Cesar Jose da Silva (DQ-UFJF}

Data de defesa: 11/12/2008

1



Dedico

A meu filho Gustavo.

A minha esposa e companheira,
Tatiana

Aos meus pais,
Diégenes, Maria das Gracas e irmaos Rodrigo e Eric.

v



AGRADECIMENTOS

A Prof2. Solange Cadore pela oportunidade de realizagdo deste projeto,
pelo incentivo, orientacdo e apoio em todos 0s momentos;

Ao prof. Carlos Roque por ter me aberto as portas no Instituto de Quimica e
por acreditar em minha formacao, independentemente das adversidades;

Em especial ao Prof. Nivaldo Baccan, pela importante contribuicdo ao
trabalho e pelas prazerosas conversas sobre Quimica Analitica;

Aos demais docentes do Instituto de Quimica pela contribuicdo em minha
formacao;

A técnica Helena, pela ajuda ndo somente nas andlises, mas também na
compreensao sobre questdes humanas e amizade;

Ao Paulo, técnico do laboratério, pelo esforco, dedicacao e sabias sugestoes;

A Greice, pelo apoio em novas idéias, pela contribuicdo nas otimizagées e
planejamentos experimentais do trabalho, além da amizade e companheirismo;

Ao Rafael que me incentivou desde o inicio a incorporar o GEATOM, pelas
entusiasmadas discussées sobre ICP OES, pela importante contribuicdo ao
trabalho, pela amizade;

A Taise pela ajuda e importante contribuicdo ao trabalho. Sua vontade de
aprender foi um grande incentivo para as finalizacbes dos experimentos;

Aos demais colegas do laboratério: Lorena, Mariana, Mario, Mirian, Rita,
Erika, Sabrina e Heitor por proporcionarem um agradavel ambiente de trabalho;

Ao pessoal da Central Analitica, especialmente & Daniela e Erica, pelo apoio
e dedicacdo, aos professores da comissdo gestora Lauro Kubota e Paulo
Imamura, aos colegas Fabio, Gislene, Enrico, Newton, Fabiano, Seu Joao,
Jurandir, Sabrina e Cintia;

Aos funcionarios e grandes amigos que fiz no Instituto de Quimica, Pimpim,
Ricardo, Fontana, Claudio, Mario, André, Bel, Tido, pessoal da CPG, pessoal da
faxina, informatica, oficinas, biblioteca, xerox, etc;

Aos amigos de Republica, especialmente o Leonardo, Rémulo, Rodrigo (boi)
e Renato;



Ao Instituto de Quimica da Unicamp, pelas facilidades, e a todos que
contribuiram para a realiza¢ao deste trabalho.

vi



“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, é primitiva e

infantil, no entanto, é a coisa mais preciosa que temos.”

Albert Einstein

vii



SUMULA CURRICULAR

Thiago Marcelo Ribeiro Gianeti

Formacao:

2002 - Bacharelado em Quimica pela Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da
Universidade de Sao Paulo — FFCLRP USP Ribeirdao Preto

2002 - Licenciatura em Quimica pela Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da
Universidade de Sao Paulo — FFCLRP USP Ribeirdo Preto

Atividades Profissionais:

2009 — Especialista de Vendas — PerkinElmer do Brasil LTDA.

2006-2009 — Especialista de Vendas de Instrumentos Analiticos Varian Industria e
Comércio LTDA.

2004-2005 — Quimico. Fundagdo de Desenvolvimento da UNICAMP - convénio
Central Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP.

2003-2004 — Vendedor técnico. Micronal Ind. e Com. LTDA. Vendas de

equipamentos e materiais de consumo em contas publicas da regido de Campinas
e Piracicaba.

Atividades Académicas:

2001 — Monitoria Académica da disciplina Analise Quimica Quantitativa do curso
de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da USP de Ribeirdo
Preto.

2002 — Programa de reciclagem dos professores do ensino médio das escolas da
rede publica de Ribeirdo Preto através do depto. de Educacdo e depto. de
Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da USP de Ribeirdo Preto

1999 a 2002 - Iniciacao Cientifica no Laboratério de Sintese de Compostos
Organocalcogéneos

2003 — Professor eventual no ensino médio para escolas da rede publica de
Campinas.

viit



Trabalhos em congressos:

DABDOUB, M. J., GIANETI, T. R. “Zincatos Vinilicos de Baixa Ordem. Geracéao e
uso de Novos Reagentes Vinilicos de Zinco Através de Reacgbdes de
Transmetalacdo” In: 90 Simpoésio Internacional de Iniciagdo Cientifica da
Universidade de Sao Paulo (SIICUSP), 2001, Sao Paulo.
CD ROM do 9° Simpésio Internacional de Iniciagdo Cientifica da Universidade de
Sao Paulo (SIICUSP). Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, 2001. — PREMIO
MENCAO HONROSA.

HURTADO, G. R., BARONI, A. C. M., LENARDAO, E. J., GIANETI, T. R,
GUERRERO JR, P. G., Dabdoub, M. J. “Sintese de (Z)-tiobutenoinos através da
Reacéao de Hidrossulfurilagcao de 1,3-butadiinos simétricos e ndo simétricos”, In: IX
Encontro Regional de Quimica-SBQ, Londrina. Livro de Resumos. Londrina,
Sociedade Brasileira de Quimica. Regionais PR, SC e RS, 2001. p. Q0061 -
QO061

HURTADO, G. R., BARONI, A. C. M., LENARDAO, E. J., GIANETI, T. R,
DABDOUB, M. J. “Sintese de (Z2)-1-Fenilseleno-1,4-diorganoil-1-buten-3-inos.
Hidroselenacao de 1,4-Diorganoil-1,3-butadiinos Simétricos e nao Simétricos” In:
IX Encontro Regional de Quimica - SBQ, 2001, Londrina.

DABDOUB, M. J., DABDOUB, V. B., MARINO, J. P., CATANI, V., GIANETI, T. R.
"Novas Formulas de Vinilzincatos de Litio. Zincatos Vinilicos de Baixa ordem pela
Transmetalagéo Direta Tellrio/Zinco no Butilteluroeteno”. In: 252 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2002, Pocos de Caldas

DABDOUB, M. J., MARINO, J. P., GIANETI, T. R. “Zincatos Vinilicos de Baixa
Ordem. Geracao e uso de Reagentes Vinilicos de Zinco através de Reacdes de
Transmetalagdo” In: 54 Reunido Anual da SBPC (Sociedade Brasileira para o
Progresso da Ciéncia), 7-12/07/2002 Goiania.

CADORE, S.; GIANETI, T. M. R.; MACAROVSCHA, G. T., “Construgdo e emprego
de um reator fotodigestor Lab Made para determinacao de espécies metalicas em
amostras de mel de abelhas por ICP OES”. In: 30* Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, Aguas de Lindoéia. Livro de Resumos da 30* RASBQ, 2007.
p. 43-43.

MACAROVSCHA, G. T., FRANCO, C. M., GIANETI, T. M. R., SOUSA, R. A,
CADORE, S., “Otimizagao dos fatores experimentais de um reator de fotdlise
oxidativa para determinacdo de espécies metalicas em amostras de mel de
abelhas por ICP OES”. In: 30% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Aguas de Lindéia. Livro de Resumos da 302 RASBQ, 2007. p. 138-138

ib:e



GIANETI, T. M. R.,, MACAROVSCHA, G. T., CASTRO, T. S., CADORE, S.,
“Fotélise Oxidativa versus Digestao Acida no preparo de amostras mel de abelhas:
Figuras de Mérito dos diferentes métodos.” In: XI ENCI — Encontro Nacional Sobre
Contaminantes Inorganicos, 22-24/10/2008 Campinas.

Publicacoes:

DABDOUB, M.J., BARONI, A.C.M., LENARDAO, E.J., GIANETI, T.R., HURTADO,
G.R.,“Synthesis of (Z)-1-phenylseleno-1,4-diorganyl-1-buten-3-ynes:
hydroselenation of symmetrical and unsymmetrical 1,4-diorganyl-1,3-butadiynes”.
Tetrahedron 57: (20) 4271-4276, 2001

DABDOUB, M. J., DABDOUB, V. B., GIANETI, T. R., AGUIAR, F. B., MARINO, J.
P., “Desenvolvimento de novas férmulas de vinilzincatos de litio. Zincatos vinilicos
de baixa e alta ordem pela transmetalacao direta telurio/zinco no butilteluroeteno”.
Revista de Iniciacao Cientifica. Sao Carlos, SP: v.4, 87-92, 2002



RESUMO

"AVALIACAO DE TECNICAS DE DECOMPOSICAO ENZIMATICA E FOTOLISE
OXIDATIVA NO PREPARO DE MEL PARA ANALISE POR ESPECTROMETRIA
DE EMISSAO OPTICA EM PLASMA DE ARGONIO COM ACOPLAMENTO
INDUTIVO”

Autor: Thiago Marcelo Ribeiro Gianeti
Orientador: Profa. Dra. Solange Cadore

A determinacao de elementos metélicos em alimentos ricos em agucar € um
desafio analitico devido a interferéncia da matriz. Diluicdes das amostras podem
minimizar este efeito, por outro lado, podem reduzir as concentracbes dos
elementos metalicos abaixo do limite de deteccdo. Assim, o pré-tratamento é
usualmente necessario para destruir ou transformar a matriz organica e extrair os
ions metélicos ligados aos complexos organicos buscando, ainda, minimizar os
residuos gerados nas etapas de preparacao e analise quimica.

Este trabalho descreve diferentes tratamentos de amostras de mel, como a
digestao &cida, fotdlise oxidativa e digestdo enzimatica, alternativas “limpas” no
preparo de amostras para a determinagcdo de Mn, Cd, Pb, Zn, Ba, Cu, Co, Fe, Al,
Cr, Ni e As por ICP OES Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma de
Argbnio com Acoplamento Indutivo. Os resultados obtidos com os diferentes
tratamentos foram avaliados levando em consideracdo o tempo, facilidade de
operagcdo e desempenho dos parametros analiticos. O método de fotdlise
oxidativa mostrou-se viavel para a anélise deste tipo de amostra uma vez que os
resultados analiticos mostraram exatiddo e precisdo adequadas, além de néao
gerar residuos quimicos no final do tratamento. O fator custo também foi favoravel

a este tratamento, e o equipamento pode ser construido no laboratério.
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ABSTRACT

"EVALUATION OF TECHNIQUES OF ENZYMATIC DECOMPOSITION AND
OXIDATIVE PHOTOLYS:iS IN HONEY SAMPLE PREPARATION FOR THE
ANALYSIS BY INDUCTIVELY COUPLED PLASMA OPTICAL EMISSION
SPECTROMETRY”

Author: Thiago Marcelo Ribeiro Gianeti

Supervisor: Prof. Dr. Solange Cadore

The determination of metals in foods with high sugar has been an analytical
challenge, due to interference of the matrix. Dilutions of the samples can minimize
this effect, but may also reduce the concentrations of metals below the limit of
detection. Thus pre-treatment is usually necessary to destroy or convert the
organic matrix and extract the metal ions bounded to organic complexes. It is also
desirable to use a procedure that minimize residuals in order to not affect the
environment.

This work deals with the investigation of different kind of treatment for
honey, like the acid digestion, the oxidative photolysis and enzymatic digestion.
The last two procedures act as an alternative "clean" in sample preparation of
honey for the determination of Mn, Cd, Pb, Zn , Ba, Cu, Co, Fe, Al, Cr, Ni and As
by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry. The results
obtained with the different sample treatment were evaluated considering time, easy
of operation and performance of analytical parameters. The oxidative photolysis
showed to be adequate for this complex sample with good results related to
accuracy and precision besides not to generates chemical residuals. This
procedure is also not expensive and the reactor used may be manufactured at the

laboratory.
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1. INTRODUCAO

Nutricdo € o conjunto dos processos biolégicos através dos quais os seres
vivos utilizam, transformam e incorporam em seus organismos substancias

procedentes do meio em que vivem, garantindo a sua subsisténcia’'.

Os processos nutritivos possibilitam obter: (i) energia, para satisfazer o
metabolismo basal e repor energia gasta devido as atividades, e (ii) materiais
necessarios para a formacao e renovagao das estruturas organicas e regulagem

dos processos metabélicos’.

O funcionamento dos organismos vivos depende dos nutrientes que
chegam as suas células. Existem cinco tipos de nutrientes: carboidratos, lipideos,

proteinas, vitaminas e minerais. Os carboidratos, lipideos e proteinas sao
denominados macronutrientes, enquanto as vitaminas e 0s minerais sao

denominados micronutrientes’.

Depois do carbono, oxigénio e nitrogénio, as espécies quimicas que devem
estar presentes em maior quantidade na alimentacdo humana sao: Ca, P, S, K,
Na, Cl e Mg. Estes elementos sdo denominados macroelementos, devido as
quantidades relativamente altas dos mesmos, que sdo necessarias para cobrir as
necessidades corporais, e por serem encontrados em concentracées altas nos

alimentos'2.

Existem também os micronutrientes minerais, que sao: Fe, Zn, Cu, Mn, |,
Se, Mo, Co, Cr, Si, Ni, V, Li, Sn, As e F. Estes elementos sdo componentes
minerais minoritarios dos alimentos e da agua potavel, e devem ser considerados
sob dois aspectos: (i) essencialidade, onde sdo necessarios para a realizacao do
metabolismo humano e formagao das partes constituintes do corpo; e (ii) toxidez,
quando alteram o metabolismo, provocando disfun¢ées organicas'*.



Alguns elementos, mesmo em pequenas quantidades sao toxicos e nao
devem ser ingeridos, como no caso do Chumbo. Entretanto, aqueles considerados
essenciais (Fe, Zn, Cu, Mn, |, Se, Mo, Co e Cr) também prejudicam a saude e
podem causar até mesmo a morte, quando ingeridos em altas concentragdes®>.
Portanto, na maioria dos casos, a diferenca entre toxidade e essencialidade € uma

questéo de concentragao.

Em outras palavras, o carater toxico ou essencial de cada micronutriente
pode ser definido por um intervalo de concentracdo. Os elementos que
apresentam um intervalo entre essencialidade e toxidez mais estreito sdo
normalmente considerados sob 0 aspecto toxico e aqueles que apresentam um

intervalo mais extenso sdo considerados sob o aspecto essencial .

Investigando o histérico da industria alimenticia, de uma década atras,
observa-se que nao existiam muitas informagdes no Brasil sobre a composicéao
dos alimentos. As tabelas de composi¢ao de alimentos utilizadas eram geralmente
desatualizadas, pouco confidveis (em funcdo da metodologia utilizada), incluiam
produtos pouco ou ndo mais consumidos e muitas vezes, sb consideravam a
composi¢cao dos alimentos no estado cru, sem levar em conta possiveis
modificagdes durante o seu preparo®. Hoje, existem mais dados disponiveis para
os alimentos brasileiros. Considerando 0os macro e micronutrientes inorganicos
ainda ha muito para ser feito, mas alguns dados ja estao disponibilizados, apés o
extenso trabalho realizado pelo Grupo TACO (tabela brasileira de composicao de
alimentos), coordenado por docentes da Unicamp®.

Entre os produtos naturais pode-se destacar o mel, que é um alimento
saboroso e de alto valor energético, utilizado como adocante e que é conhecido
por suas propriedades terapéuticas®. O mel é também usado externamente devido
as suas propriedades antimicrobianas e antissépticas, ajudando a cicatrizar e a
prevenir infecgbes em feridas ou queimaduras superficiais, além de ser
largamente empregado na area cosmética (cremes, mascaras de limpeza facial,

ténicos, etc.) devido as suas qualidades adstringentes e suavizantes®”’.



No Brasil, era comum o fornecimento direto de mel por pequenos
produtores artesanais. Nos ultimos anos, porém, verifica-se um aumento na
industrializacdo deste produto e, neste caso, pode ocorrer alteragées no seu valor
nutricional devido a fontes de perda e/ou contaminacgéo inerentes ao processo®,
além da contaminacdo ambiental®*".

Tendo em vista esses aspectos, estudos relacionados ao monitoramento de
espécies presentes em mel sdo importantes para investigar sua composi¢ao
quimica e nutricional. Diversos trabalhos foram publicados, mas a maioria aborda
os macronutrientes. Além disso, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria)'? exige das industrias apenas a indicagdo dos teores de Ca, Fe e Na,
nos roétulos dos alimentos. Por outro lado, estudos sobre as espécies inorganicas,
incluindo micronutrientes minerais, também devem ser considerados, pois estas
espécies possuem um valor téxico ou essencial, dependendo da concentragdo em

que se encontram no mel 2.

A determinacdo de elementos minerais no mel utilizando técnicas de
analise multielementares, como a espectrometria de emissao Optica em plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), viabiliza procedimentos rapidos e simples
para monitorar macroelementos e micronutrientes minerais neste produto,
podendo ser empregados em estudos sobre a sua composi¢cao quimica. A técnica
de ICP OES pode ser usada também para um controle de qualidade mais

minucioso, visando obedecer a normas e exigéncias necessérias para exportacao.

Do ponto de vista da quimica analitica, o mel € uma mistura de carboidratos
bastante complexa. A determinagcdo de componentes inorganicos em produtos
alimenticios ricos em agucares € um desafio analitico devido a interferéncia da
matriz, o qual pode ser contornado através de diluicbes sucessivas. Neste caso,
entretanto, a diluicdo pode reduzir a concentragdo dos elementos de interesse
abaixo dos limites de deteccao, inviabilizando a determinagéo.

Pré-tratamentos de amostras sao requeridos para a destruicdo da matéria

organica e/ou para extrair os ions metalicos ligados a complexos organicos.
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Obviamente, a sele¢do do procedimento adotado deve levar em consideragao os
analitos de interesse e a técnica instrumental que sera utilizada. Muitas técnicas
de pré-tratamento sdo propostas para a determinagcédo de impurezas metalicas em
mel, acucares e alimentos em geral, sendo que na maioria dos casos € necessaria

a mineralizacdo da matriz' '3,

As técnicas instrumentais mais utilizadas para a determinacdo de
elementos metdlicos em amostras de mel sdo a Espectrometria de Absorgcéo
Atémica com chama (FAAS)®'%'*'5  Espectrometria de Absorcdo Atémica com
Atomizacdo Eletrotérmica (ETAAS)'*'® e a Espectrometria de Emissdo Optica em
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES)''"'°) mas outras técnicas, como

Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)%*

Fluorescéncia de Raios-X com Reflexdo Total*! 22,23

, Voltametria e Cromatografia
de fons?® também sdo utilizadas. Todas requerem o tratamento da amostra, que
envolve etapas de diluicdo acida, extragdo ou decomposi¢cdo por via umida,
necessaria para evitar problemas relacionados a altas concentragdes de matéria

organica no atomizador/tocha.

A literatura descreve muitas pesquisas dedicadas a elaborar formas
alternativas de pré-tratamento de matrizes complexas. Vifas et al. utilizaram um
procedimento de digestdo enzimatica para promover a analise de especiacédo de
arsénio em produtos alimenticios usando a técnica de geracao de hidretos apds a
separacdo das espécies de As por cromatografia liquida (LC-HGAAS)?.

loannidou e colaboradores publicaram um método para a analise de tracos
de elementos metédlicos de carater téxico em meéis e acucares por ICP OES
apenas diluindo as amostras, porém foi relatada recuperacao insuficiente para Pb
e Zn®.



Mendes e colaboradores estudaram diversas formas de pré-tratamento de
mel, de diferentes regides do Brasil para analise por ICP OES, concluindo que o
uso de um banho de ultrassom, permite a determinacdo de diversos elementos

com boa precisdo e exatiddo'® 2.

Buldini et al. aplicaram a fotélise utilizando radiacao ultravioleta (UV) em
amostras de mel para posterior andlise por voltametria, cromatografia de ions e
ETAAS. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com mineralizacao
assistida por microondas, verificando que a fotdlise oxidativa por UV mostrou-se

superior a mineralizacdo por microondas, pois exige menor quantidade de

reagentes®.

Neste trabalho, estudou-se o tratamento da amostra para a determinagéo
de Mn, Se, Zn, Cu, Co, Fe, Al, Mo, Mg e Ca em amostras de mel, por serem
possiveis constituintes da matriz, além de avaliar eventuais contaminagdes das
amostras por elementos potencialmente téxicos como Cd e Pb, Cr, Ni, As e Ba. A
presenca de Na e K também foi avaliada nas amostras, porém, com menor
énfase, pois a presenca destes macroelementos na matriz ja € bastante explorada

na literatura & 7 2728,



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espectrometria de emissao 6ptica em plasma indutivamente
acoplado

Um dos grandes avancgos na Quimica Analitica foi o desenvolvimento da
técnica de Espectrometria de Emissdo Optica utilizando plasma como fonte de
excitagdo. O plasma € um gas parcialmente ionizado a altas temperaturas,
variando em um gradiente de ~ 10.000 a 6.000 K com numeros aproximadamente
iguais de elétrons e cations, tornando-o eletricamente neutro. Contudo, o plasma
apresenta a capacidade de conduzir corrente elétrica e de interagir com campos
magnéticos®*®'.

A técnica de ICP OES baseia-se nas observacdes de emissdes radiativas
dos elementos constituintes da amostra, em um plasma, geralmente de argdnio.
No plasma obtém-se atomos e ions livres que podem ser detectados e
determinados quantitativamente em fungdo das intensidades de emissdo em
comprimentos de onda especificos. A vantagem do uso de um plasma como fonte
de excitagdo, quando comparado com uma chama, é a obtencao de temperaturas

mais altas e ambientes quimicamente menos reativos®?',

Um espectrémetro de emissao optica com plasma de argénio indutivamente
acoplado constitui-se, basicamente, de um gerador de radio freqiéncia, um
sistema para introdugdo da amostra, uma tocha, um sistema de gas argbnio, um
sistema Optico para a deteccao do sinal analitico e um sistema computacional para

29-31 (

controle do equipamento Figura 1).



O gerador de radio-freqiiéncia (RF) é um dispositivo elétrico empregado
como fonte de poténcia que tem a funcdo de manter o plasma®. O sistema de
nebulizacdo € composto, em geral, por um nebulizador e uma camara de
nebulizacdo. O nebulizador produz um aerossol da amostra, que é conduzido ao
plasma pela camara, a qual favorece a introducao apenas das gotas de menor

tamanho®’.

Optica de
Transferéncia

Gerador de

Radiofreqiiéncia | Espectrometro

Detector

Nebulizador
Oy Camara de Microprocessador|
Amostra _y. nebulizacao e eletrénica
|| .
Descarte
Argoénio

| Computador

Figura 1: Esquema de um instrumento de ICP OES®'.

Existem dois tipos de nebulizadores usualmente empregados nos
equipamentos de ICP OES: os pneumaticos e os ultra-sénicos, sendo 0s primeiros
os mais comuns. Dentre a variedade de nebulizadores pneumaticos os
concéntricos sdo mais eficientes e, por isso, os mais populares. Entretanto, séo
suscetiveis de entupimento. Ao contrario, os nebulizadores cross-flow e cone
spray sdo menos suscetiveis, uma vez que apresentam um diametro maior do

capilar de amostra®'.



No nebulizador cross-flow o fluxo do gas nebulizador (Ar) € perpendicular
ao fluxo da amostra e no cone spray a amostra flui sobre um orificio por onde
passa 0 gas nebulizador, sendo mais adequado para amostras viscosas e com
elevadas concentracdes de sais e/ou solugdes com particulas em suspensao.

Neste trabalho, empregou-se apenas o nebulizador de fluxo cruzado

(cross-flow) (Figura 2).
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Figura 2: Nebulizador tipo Cross-Flow*".

A tocha é um dispositivo de quartzo onde o plasma é formado. E constituida
por trés tubos concéntricos por onde passam os fluxos do argénio principal,
auxiliar e nebulizador. O fluxo do argénio principal € responsavel pela manutencéo
do plasma e protecédo das paredes da tocha contra a fusdo; o fluxo nebulizador
introduz a amostra no plasma e o fluxo auxiliar tem a funcdo de direcionar o
aerossol da amostra para dentro do plasma®. A Figura 3 mostra uma tocha, com
o plasma formado em sua extremidade, e o gradiente de temperatura do mesmao.
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Figura 3: Tocha de quartzo e o gradiente de temperatura do plasma®'.

Entre as partes constituintes do espectrémetro, a mais complexa € o
sistema Optico. Existem dois tipos de sistemas: um para medidas sequienciais do
sinal e outro para medidas simultdneas, e a observagdo do sinal pode ser

realizada de duas formas: na configuracéo radial ou axial da tocha®®®',

Na configuracao radial sdo captadas as emissdes que ocorrem no raio da
tocha, em uma dada altura de observagao, enquanto as emissées que ocorrem no
eixo da tocha sdo captadas na configuragao axial, como ilustrado na Figura 4.

Os instrumentos que fazem a leitura do sinal apenas em uma das
configuragdes operam de maneira sequencial ou simultdnea, enquanto os
instrumentos de dupla visdo operam de maneira seqliencial, em relacdo ao modo

de observagao do sinal, e simultanea na realizagao da leitura®®*".
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Figura 4: Visualizagcdo da tocha em instrumentos equipados com dupla viséo,
axial e radial e representacdo esquematica do espectrometro Echelle®'.

Como na configuracao axial toda a regiao ao longo do eixo do plasma é
observada, obtém-se, em geral, maiores sensibilidades e melhores limites de

231 Entretanto, o uso da

deteccdo (LOD) em relagdo a configuracdo radia
configuracdo axial € mais suscetivel a interferéncias, devidas, em especial, aos
processos de auto-absorcdo e recombinacdo que ocorrem na extremidade do

plasma®.

Nos instrumentos comercialmente disponiveis existem diferentes recursos
para eliminar a regido mais fria do plasma como o uso de uma interface gasosa,
de N2 ou Ar, posicionada a 90° em relacédo a tocha, chamado de “shear gas” ou
gas de corte. Porém, as interferéncias sdo apenas minimizadas e nao

eliminadas®.
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Logo, o desempenho analitico das configuragdes radial e axial pode variar
com o tipo de amostra e com o0s elementos a serem determinados, sendo
desejavel avaliar experimentalmente a configuracdo mais adequada, de acordo

com os objetivos da analise®**°.

Atualmente, existem aplicagcbes para a técnica de ICP OES em
praticamente todas as dareas de analise quimica (amostras geoldgicas,
agronOmicas, biologicas, aguas, cosméticos, polimeros, aco, entre outros). Seu
sucesso maior deve-se a capacidade multielementar, rapidez analitica e
simplicidade de operagéo, razdes pelas quais muitos laboratérios de analise estao

equipados com um instrumento de emissao 6ptica **.

Outras caracteristicas da técnica sao: excelente fonte de emissao,
relativamente livre de interferéncias quimicas, devido a alta temperatura
alcangada; curvas analiticas lineares com até seis ordens de grandeza; limites de
deteccdo geralmente baixos, na faixa de pgL™'; satisfatérias precisdo (desvios

relativos na faixa de 1 %) e exatidd0?>%,

2.2. O mel e sua origem

O mel é um produto natural produzido por abelhas a partir do néctar das
flores, secrecbes de plantas e excregdes de insetos parasitas que se alimentam
de seiva. Estes liquidos acucarados s&o procurados e colhidos pelas abelhas e
armazenados em colméias onde passam por processos enzimaticos até a

maturagéo®.

Basicamente, o mel é uma solucédo saturada de uma mistura de acucares
em agua. Entretanto, variaveis como as floradas de origem e as espécies de
abelhas, juntamente com outros componentes conferem a este produto um

elevado grau de complexidade”'®.
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Dentre os principais componentes do mel, podemos destacar os
monossacarideos frutose e glicose, que somados compdéem 80% da quantidade
total de acucares presentes. J& os dissacarideos, como sacarose e maltose,
somados podem chegar a até 10% da composicao total de agucares; em menores
quantidades ja foi constatada a presenca de acgucares incomuns como isomaltose,

nigerose, leucarose e turanose .

Durante o processo de producdo, ocorre a adicdo, pelas abelhas, de
enzimas ao néctar, causando mudancas quimicas que aumentam a quantidade de
acucar, 0 que nao seria possivel sem essa agao enzimatica. A enzima invertase
adicionada pelas abelhas transforma 3/4 da sacarose inicial do néctar coletado
nos agucares invertidos glicose e frutose, ao mesmo tempo em que acgucares
superiores sao sintetizados, ndo estando presentes no material vegetal original.

Sua agdo é continua até que o "amadurecimento" total do mel ocorra’.

Dessa forma, pode-se definir o amadurecimento do mel como a inversédo
da sacarose do néctar pela enzima invertase e sua simultdnea mudanca de
concentragdo. A enzima invertase ira permanecer no mel conservando sua
atividade por algum tempo, a menos que seja inativada pelo aquecimento. Mesmo
assim, o conteudo da sacarose do mel nunca chega a zero. Essa inversdo de
sacarose em glicose e frutose produz uma solugdo mais concentrada de agucares,
aumentando a resisténcia desse material a deterioracdo por fermentacéo,
promovendo, assim, o armazenamento de um alimento altamente energético em

um espaco minimo’.

Diversas outras enzimas, como diastase, catalase, alfa-glicosidase,
peroxidase, lipase, amilase, fosfatase 4cida e inulase, j4 foram detectadas no mel

por diferentes autores® .
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A diastase quebra o amido, sendo sua funcéo na fisiologia da abelha ainda nao
claramente compreendida, podendo estar envolvida com a digestdo do polen.
Como a diastase apresenta alto grau de instabilidade frente a temperaturas
elevadas, sua presenca ou auséncia se faz importante na tentativa de detectar
possiveis aquecimentos do mel vendido comercialmente, apesar de que também
em temperatura ambiente ela pode vir a deteriorar-se quando o armazenamento

for prolongado®.

A catalase e a fosfatase sdo enzimas que facilitam a associacao acgucar-
alcool, sendo um dos fatores que auxiliam na desintoxicagdo alcodlica pelo mel*.
Entretanto, a catalase presente no mel se origina do pdlen da flor e sua
quantidade depende da fonte floral e da quantidade de pdlen coletado pelas

abelhas*'.

A glicose-oxidase, que em solugdes diluidas é mais ativa, reage com a
glicose formando acido glucénico (principal composto acido do mel) e peréxido de
hidrogénio, esse Ultimo capaz de proteger o mel contra a decomposicédo
bacteriana até que seu conteudo de acucares esteja alto o suficiente para fazé-
lo?’.

Segundo White et al.*?, a principal substancia antibacteriana do mel é o
peroxido de hidrogénio, cuja quantidade é dependente tanto dos niveis de glicose-
oxidase, quanto de catalase, uma vez que a catalase destréi o perdxido de
hidrogénio.

Uma das propriedades relevantes das enzimas € a sua especificidade
sobre 0 substrato, uma vez que atacam um numero limitado de compostos e nao
tém qualquer efeito sobre outros. Também sao importantes a atividade, mesmo

em baixas concentracées, a rapidez de acdo e a nio toxicidade®.

13



O conteddo mineral do mel é de aproximadamente 0,17 %, mas pode variar
bastante conforme a sua origem. Desde 1984, quando Crane?’ publicou os
primeiros resultados a respeito do conteudo mineral de elementos metalicos de
méis coletados em colméias préximas ou distantes de rodovias, este alimento é

considerado também como um indicador de poluigdo ambiental.

Um exemplo consideravel foi um estudo conduzido na Suécia apods o
acidente de Chernobyl, para monitorar os niveis de Césio radioativo em um grupo
de alimentos, inclusive o mel. As abelhas, em sua busca por alimento, podem
carregar junto com o néctar qualquer contaminante que esteja depositado sobre

as flores *°.

Caroli e colaboradores estudaram o conteudo mineral de uma série de
amostras de mel por ICP OES e ICP-MS, diretamente apds a coleta e também
apbés o processamento e envase. Os autores observaram que pode ocorrer a
contaminacao de diversos elementos-tragos de diferentes formas, nem sempre
faceis de identificar, com destaque para as concentragdes de Cr, Pb e Sn que em
amostras de mel processadas apresentam valores maiores do que nas amostras

recém coletadas “+*°.

Além disso, a determinacdo de ions metédlicos de carater téxico e de
micronutrientes é muito importante para o controle de qualidade dos alimentos de

uma forma geral.

2.3. Caracteristicas de elementos que podem ser encontrados em

mel

A seguir, sdo apresentadas algumas caracteristicas e propriedades de
elementos que podem ser encontrados em mel. Quando disponiveis, sao

reportados valores diarios de ingestdo recomendados.
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OBS: A ANVISA refere-se aos valores diarios recomendados para ingestao
de nutrientes utilizando como fonte de referéncia os valores estabelecidos pela
USDA (“United States Department of Agriculture”)'?.

- Aluminio: E pouco absorvido pelo organismo, sendo eliminado pelas fezes. E

um elemento presente em alimentos por ser abundante na litosfera®.

- Calcio: E necessario para o crescimento e desenvolvimento normal do esqueleto
e dentes. Esta envolvido em varios processos metabdlicos como a coagulagéao
sanglinea e a contracdo muscular. A ingestdo elevada de Ca pode levar a
calcificacdo excessiva dos 0ssos e de tecidos moles como os rins®. O valor diario

(VD) de ingestao recomendado para Ca é de 1000 mg*.

- Cobre: Participa da sintese da hemoglobina na oxidagédo do ferro, no plasma
sanguineo, através da ferroxidase. Esta presente nas enzimas responsaveis pela
sintese de elastina e colageno e na enzima citocromo oxidase, que catalisa a
reducdo do oxigénio molecular para agua, na célula. Intoxicagdo por este
elemento é caracterizada pelo seu acumulo no figado, causando nauseas e
vomitos*”. O VD recomendado para ingestdo de Cu é de 2 mg*®.

- Ferro: Atua principalmente sobre a hemoglobina, prevenindo a anemia, e sobre
as enzimas citocromo oxidases, envolvidas na produgdo oxidativa de energia

(ATP). E metabolizado na presenca de cobre*’ e o VD é de 18 mg*.
- Magnésio: Participa de varios processos bioquimicos e fisiolégicos, como o

metabolismo da glicose, a sintese de proteinas, a atividade e a transmisséo
neuromuscular®. O VD de Mg recomendado para ingestdo é de 400 mg*®.
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- Manganés: Atua como cofator de varias enzimas, como a carboxilase. E
necessario para a sintese de mucopolissacarideos, relacionados com a sintese de
polissacarideos e glicoproteinas. A deficiéncia de manganés inibe a sintese do
colesterol e pode causar infertilidade. Além disso, tanto o excesso quanto a
caréncia de Mn podem afetar o cérebro*’. O VD para ingestdo é de 2 mg de Mn“®.

- Potassio: E o principal cation do liquido intracelular. Regula a pressdo osmética
e a transmissdo de impulsos nervosos®. O VD é de 3500 mg*°.

- Selénio: Interage com metais pesados, como cadmio € mercurio, reduzindo o
efeito toxicolégico dos mesmos®. O VD para ingestdo é de 70 ug*.

- Sodio: Esta presente em todos os liquidos corporais e tecidos e é o componente
principal do liquido extracelular. Mantém a pressdo osmotica dos liquidos
corporais, preserva a irritabilidade dos musculos e a permeabilidade das células®.
O VD recomendado para a ingestdo é de 2400 mg de Na*

- Zinco: E um dos constituintes da anidrase carbdnica, da fosfatase alcalina e de
uma série de desidrogenases e peptidases. E necessério para a sintese de RNA e
de outras proteinas. E essencial para o crescimento e desenvolvimento normal do
esqueleto®. O VD para ingestdo é de 15 mg*.
2.4. Conceitos de Fotoquimica
2.4.1. Definicao e campos de estudo

Fotoquimica € a ciéncia que estuda todos os fenébmenos quimicos e fisicos

que ocorrem apdés a excitacao eletrbnica da matéria provocada pela radiagao
eletromagnética®®. Assim, a fotoquimica engloba estudos*®:
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- de processos de criacdo do estado excitado, como a excitagcao por luz ou outra
radiacdo eletromagnética ou ionizante apropriada e a quimiexcitagdo ou criacdo
de estados excitados por intermédio de rea¢des quimicas altamente exotérmicas;

- da dinamica de relaxacao e da redistribuicdo da energia de excitacdo entre
estados excitados da molécula imediatamente apds a excitacao;

- dos diversos processos de luminescéncia através dos quais os estados excitados
decaem ao estado fundamental com a emissdo de um féton, tais como a
fluorescéncia e fosforescéncia, a quimiluminescéncia, a radioluminescéncia e a
eletroluminescéncia;

- de todos os processos que desativam o estado excitado através da conversao da
sua energia diretamente em calor (conhecidos como transicées nao radiativas);

- dos mecanismos de transferéncia da energia de excitacdo de uma molécula
doadora para uma molécula aceptora;

- das transformacgdes quimicas sofridas pelo estado excitado, que resultam na
formacao de novas espécies quimicas. As transformacdes quimicas tipicas de
estados excitados incluem a fragmentacédo homo- ou heterolitica da molécula, com
a producdo de intermediarios reativos (radicais livres, carbenos, cétions),
rearranjos estruturais da molécula, reacées bimoleculares como substituicdo ou
dimerizacao e reagdes de éxido-reducgéo.

2.4.2. Alguns aspectos teoricos e praticos sobre processos fotoquimicos

A radiacdo ultravioleta compreende a regido do espectro eletromagnético
entre 400 e 100 nm. O Comité Internacional de lluminagdo (“Comission
Internacional de |'Eclairage”) recomenda a classificagdo em UV-A (400-315 nm)
chamado de ultravioleta préximo, UV-B (315-280 nm) e UV-C (280-100 nm)

denominado como ultravioleta extremo ou de vacuo*®*°.

A denominagéo ultravioleta de vacuo deve-se a necessidade de eliminar o
ar atmosférico quando se trabalha nesta faixa, pois o O, absorve a radiagdo em A

< 200 nm*.
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Os mecanismos fotoquimicos de reagdao envolvem varias etapas que

podem ser agrupadas em processos primarios e secundarios. Nos processos

primarios ocorre a interacdo direta entre a radiacdo e as espécies quimicas

presentes no meio, sejam elas proprias os alvos da reacdo, sejam outras

substancias adicionadas ou presentes naturalmente (como O dissolvido)*.

O primeiro passo € sempre uma transicdo eletronica, ou seja, a passagem

para um estado excitado. A reatividade de espécies excitadas eletronicamente é,

evidentemente, bem diferente daquela de moléculas no estado fundamental e,

portanto, sua subsequiente evolucao através de mecanismos proibidos as reacgoes

térmicas as leva a formar produtos que seriam impossiveis alcangar a partir da

molécula no estado nio excitado*® 4°.

As espécies excitadas (AB*) logo evoluem de véarias maneiras:

Dissociacao
AB* - A +B

lonizacao
AB* — AB" + €

Reacao com outras espécies
AB* + E — ABE
AB*+E - AE +B

Isomerizacao
AB* — BA

Transferéncia de energia intra ou

intermolecular

AB* — AB**
AB* + CD — AB + CD*

Luminescéncia (fluorescéncia ou
fosforescéncia)

AB* — AB + hv

“Quenching”
AB* + M — AB
(a energia é dissipada por M na forma de

energia vibracional ou translacional)
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Os processos secundarios sao reacbes térmicas convencionais, que
permitem converter espécies intermediarias geradas durante a primeira etapa e
sdo fotoquimicos somente no sentido de que envolvem espécies formadas por
efeito da radiacdo. Tais intermediarios incluem espécies que sao tipicas das
reagcoes fotoquimicas, como &atomos e radicais livres, que apresentam uma

reatividade elevada e peculiar, gerando rea¢des em cadeia. Por exemplo:

Re + O, — ROO-
ROOQO-« + RH — ROOH + Re

Neste contexto, destaca-se o papel do O, e a formacdo de espécies
altamente reativas como o radical hidroxila, apontado como o maior responsavel
no processo de destruicao de moléculas organicas:

Oz + hv — 20

02+ 0 — O3

O3 + H2O — Hx02 + O2
H-O2 + hv — HO-

ou, ainda, o radical superoéxido:

H202 s HOQ- + H+

HO, + 03 > 03 *+HO» S Oy e+H'

Aqui, merece destaque a formacdo intermedidria de oxidantes
caracteristicos, como H2O; e Os.

Foram evidenciados diversos esquemas de acao envolvendo HO-, seja de
propagagao radicalar, adicdo ou substitui¢do:

HO+ + RH — Re + H.0
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Processos fotoquimicos empregados para a decomposicao de amostras
organicas fazem parte de uma tendéncia da quimica analitica que se iniciou entre
a década de 1960 e 1970. Segundo Golimowski e Golimowska®, autores de
ampla revisdo sobre o assunto, no ano de 1966 foi publicado o trabalho pioneiro
que utilizou radiagdo ultravioleta para promover a decomposicdo de matéria
organica em agua do mar visando a determinagdo de elementos e compostos

inorganicos.

Nos anos seguintes essa metodologia foi aplicada com grande freqiéncia
em amostras de aguas naturais (rios, lagos, chuva, neve, mar, orvalho, etc.) para

a determinacdo voltamétrica do contetido de elementos metalicos**>2.

3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método para o pré-tratamento
de amostras de mel e posterior quantificacdo dos elementos metalicos por ICP
OES.

Este estudo propde a investigacdo da decomposicao enzimatica e da
fot6lise oxidativa que serdo comparadas com o método de digestao por via Umida,
utilizando acidos minerais tradicionalmente empregados para preparo de amostras

de méis e agucares.

Para as medidas por ICP OES foi avaliada a influéncia da utilizagdo de
padrao interno em cada um dos diferentes métodos, assim como a precisao e
exatidao para as diferentes espécies.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e Métodos

Foi utilizado um espectrdbmetro de emissao 6ptica, ICP OES Perkin-Elmer,
modelo Optima 3000 DV, com configuracao de tocha axial e radial, equipado com
uma fonte de radio frequéncia (RF) de 40 MHz, um detector multielementar de
estado sélido do tipo SCD (segmented array charge coupled device), uma bomba
peristaltica, uma camara de nebulizacdo duplo-passo do tipo “Scott”, um
nebulizador com ranhura em V (“cross-flow”), e um tubo injetor da tocha com 2,0

mm de diametro interno. O sistema é totalmente controlado por computador, com

o software “PE Winlab”.

Empregou-se argbnio com 99,996 % de pureza (White Martins). As

condicoes experimentais de operagao do ICP OES estao descritas na Tabela 1.

E valido ressaltar que para o presente estudo optou-se por fixar o método

otimizado por Mendes® para analise de mel e apenas variar as diferentes formas

de preparo das amostras.

Tabela 1: Condicdes experimentais utilizadas no ICP OES?

Poténcia de RF (kW)

Vazao de nebulizagao (L min™)
Vazao do argénio auxiliar (L min™)
Vazao do argénio principal (L min™)
Vazao de bombeamento (mL min™)
Altura da visao radial (mm)
Correcao de fundo

Tempo de integragéao (s) e leitura (s)
Numero de replicatas

Elementos (comprimentos de onda /nm)
| — Linha atémica ou
[l — Linha iénica

1,3
0,6
15,0
0,5
1,0
15
3,0 pontos
1-5; 30
3
Ca(317,933?% 315,887)ll, K(766,490)I, Mg(279,553)ll,
Mn(257,610)I1, Cd(214,438)ll, Pb(220,353)ll,
Se(196,026)1, Zn(213,856)1, Ba(233,572)ll,
Cu(324,754)1, Co(228,616)ll, Fe(238,204)ll,
Cr(205,560)I1, Ni(232,003)1, As(193,696)I,
Mo(202,031)I1, Na(330,237)l, Y°(371,029)Il

() Comprimento de onda utilizado apenas na quantificagéo de Ca nas amostras.
(°) Utilizado como padrao interno (1 mg L) nas analises de mel.
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Solucbes-estoque de Mn, Cd, Pb, Se, Zn, Ba, Cu, Co, Fe, Al, Cr, Ni, Tl, As,
Sb, Mo, V, Na, Mg, Ca e K na concentracdo de 1000 mg L' em HNO; 2 % v/v
foram empregadas no preparo de padrdes multielementares contendo os
elementos de interesse e diluidos em HNO3; 1 % v/v. Para tal, foi usado HNO;
concentrado (Merck, P.A.) e agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Milipore,
Bedford, MA, USA), apresentando condutividade de 18,2 MQ cm.

Todas as curvas analiticas foram preparadas de acordo com o
procedimento de cada experimento. Ou seja, foram usadas curvas na mesma
matriz da solugao final de cada protocolo analitico estudado para evitar efeitos de

matriz.

Foram utilizadas 02 amostras de mel (laranjeira), certificadas pelo IB-
USP/SP durante todo o desenvolvimento do trabalho. Amostras de outras origens
foram analisadas apds a otimizagcédo do procedimento de tratamento da amostra.

4.2. Decomposicao Enzimatica utilizando a enzima Invertase

A invertase, utilizada neste estudo, foi obtida de acordo com procedimento
adaptado, descrito por Mendes® para obtencdo de uma solucéo de invertase.

Foram triturados 20,0 g de fermento de pao liofilizado em um almofariz,
transferindo-se a massa para um erlenmeyer de 125 mL com a adi¢cdo de 80 mL
de 4gua deionizada. A mistura foi submetida a um banho de ultrassom por 30
minutos para que o material citoplasmatico passasse para a solucdo. Em seguida
centrifugou-se a solucédo, descartou-se o residuo sélido e ao sobrenadante
adicionou-se 100 mL de acetona a -10 °C. A mistura foi deixada em repouso por
aproximadamente 5 minutos e filtrada, descartando-se o filtrado. O residuo da
filtragdo, constituido por um mosto enzimatico rico em invertase foi pesado e

diluido para 25,0 mL com agua deionizada.

22



No tratamento da amostra, os reagentes foram adicionados em um baldo
volumétrico de 25,0 mL na seguinte ordem e quantidades: 3,5 g de uma solucao
de mel aproximadamente 50 % (m/m), 14,5 mL de agua deionizada, 2,0 mL de
uma solugao tampao (acido acético/acetato de so6dio) com pH igual a 4,6 e 1,0 mL
da solucao de enzima invertase parcialmente purificada. A mistura foi colocada em
banho maria, a 37°C, por 24 horas. O volume da mistura foi ajustado para 25,0 mL

e diluido cinco vezes para a analise.

A avaliacdo dos resultados foi feita em experimentos de adicdao e
recuperacao dos analitos em dois niveis de concentracdo, para uma unica
amostra de mel e foram também comparados com os resultados de leituras de mel
preparado apo6s diluigdo simples em agua ultrapura, mineralizacdo em &acido
sulfarico e procedimento de fotdlise oxidativa.

4.3. Mineralizacdo com Acido Sulfarico

Em um béquer de 250 mL, previamente limpo, pesou-se cerca de 6,0 g do
mel de abelhas utilizado nos estudos e adicionaram-se os reagentes na seguinte
ordem e quantidades: 0,25 mL de uma solugéo de Y* 100 mg L™ (utilizado como
padréo interno) e 10 mL de HNOs. As solugbes foram mantidas em pré-digestéo
por cerca de 8 horas com posterior adicdo de 2,5 mL de H»,SO4. Os béqueres
foram levados a 80 °C, em chapa de aquecimento, para a reducao do volume das

solugdes até aproximadamente 20% do volume inicial (aproximadamente 4 horas).

As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, adicionaram-se 5,0
mL de H2O, e retomou-se o aquecimento a 80°C, por mais 2 horas. As solugdes
foram transferidas para baldes de 25,0 mL.

A avaliacdo dos resultados foi feita por experimentos de adicdo e
recuperacdo de analitos em dois niveis de concentragcédo, para a mesma amostra

utilizada na conducéao de todos os trabalhos.
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4.4. Fotolise Oxidativa

No estudo de fotdlise oxidativa, utilizou-se um reator construido no préprio

laboratério, com a possibilidade de trabalho em poténcias de 125 W ou 400 W.

O fotoreator foi construido utilizando para o corpo principal um cilindro de
aco inoxidavel com 38 cm de altura e 12,5 cm de didmetro interno. O controle de
temperatura do sistema foi projetado para resfriar o tubo de ago através de uma
serpentina de circulacdo ao redor do corpo do reator e por um microventilador
(110/220V, 15 W) na parte inferior do tubo, que forga a circulagdo de ar dentro do
equipamento (Figura 5).

. z
lampada vapor Hg tampa de vidro

alta pressao sem
o bulbo

tubo de base de metal
guartzo -
conversor do
bobina ventilador
resfriamento
externo —
Pl - reator da lampda
e suporte de madeira - i
ventilador pé de metal

Figura 5: Representacao esquematica da construcao do reator.

As fontes de radiacao ultravioleta usadas para o reator foram de lampadas
de vapor de mercurio (Philips, 220V), uma com poténcia de 125 W e outra de 400
W. As lampadas tiveram seu bulbo externo retirado e a mudanca no tipo da
lampada é feita com a troca do conjunto soquete + lampada. Tanto o sistema de
ventilagdo quanto o reator da lampada possuem controles acionados por chaves
independentes.
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Para a digestao da amostra, cerca de 60 g de mel foram pesados e diluidos
para um baldao volumétrico de 100 mL. As aliquotas foram transferidas para os
tubos de quartzo utilizando uma pipeta volumétrica de 10 mL. Os padrées foram

adicionados nas amostras utilizando-se micropipeta Gilson (100 — 1000 u L ™).

As amostras receberam, entdo, os volumes adequados de perdxido de
hidrogénio (Carlo Erba 30%) e HNO3 concentrado (Merck, P.A.), equivalente a
cada experimento. Além disso, foram testados experimentos sem a adicdo de

acido nitrico.

As amostras foram transferidas para tubos de quartzo com 11 cm de altura
e 1,2 cm de didmetro (capacidade de 10 mL) ou 2,0 cm de diametro (capacidade
de 25 mL).

Foi desenvolvido um sistema simples de refluxo individual em cada um dos
tubos para evitar perda dos elementos volateis e evaporagdo do solvente da
solucédo contendo a amostra. Para esta finalidade, prepararam-se tampas de vidro
com formato cbnico, que evitavam perda por projecao de respingos e
condensavam de maneira eficiente os vapores gerados durante o procedimento

de exposicao a radiacao.

Foi construido um suporte de aco para os tubos (Figura 6), que possibilita a
disposicao radial das amostras ao redor da lampada. As dimensdes permitem o
pré-tratamento simultdneo de 9 frascos de amostras para os tubos de 25 mL ou de
13 frascos, para os tubos de 10 mL.

Outros aspectos do fotoreator estdo detalhadamente descritos no capitulo

de Resultados e Discussao.
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Figura 6: Suporte construido para acomodar frascos de quartzo contendo as
amostras de mel (60 % m/v)

4.5. Determinacao do Conteudo de Carbono

Para a determinagdo do conteudo de carbono nas amostras (Total TOC-
5000, Shimadzu), preparou-se uma solucao diluindo aproximadamente 60 g da
amostra de mel para 100 mL, com agua deionizada. Esta solugdo foi denominada
de solugéo intermediaria.

Transferiu-se 10 mL da solugcdo intermediaria para os tubos de quartzo,
pesou-se, em seguida adicionaram-se 6,0 mL de perdxido de hidrogénio 30% e
homogeneizou-se. Os tubos foram acomodados na estante do reator e iniciou-se a
contagem do tempo de exposicao a radiacdo. Cada determinacéo foi realizada em

triplicata.

A curva analitica foi construida utilizando-se 3 curvas para carbono
inorganico (IC) e 3 curvas para carbono total (TC), para 10, 100 e 300 mg L. Foi
feita a verificacdo da curva analitica utilizando padrdo misto cuja validade € de

aproximadamente uma semana, para checagem da analise.

Os estudos mais detalhados de conteudo de carbono residual foram feitos
apenas para avaliar o procedimento da fotdlise oxidativa.
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4.6. Irradiacao das amostras

Para melhor compreensdo dos processos que ocorrem durante a

decomposicao da amostra por radiacao UV, foi utilizado um espectrofluorimetro,

montado em laborat6rio, com os seguintes componentes (figura 7):

- Monocromador Hamamatsu, modelo 6256 B

- Conjunto de filtros de absorcao/barreira/neutros/interferéncia, da Oriel

Eletrooptics
- Eletrometro Keithley 510C

- Amplificador “lock-in” EG&G Princeton Applied Research 5290 / obturador

eletromecanico (chopper) EG&G 129

Para o registro dos resultados foi utilizado um microcomputador HP

Vectra/VL2 (AT 486 66MHz) equipado com placa de comunicacdo GPIB e

software Microsoft Basic 3.0 Professional Version.

i Lockin i

eletr

computador )

| Fotomuiti-
i | plicadeora

HMeonscromador
M Spexhld

jang

Figura 7: Esquema de montagem do espectrofluorimetro utilizado.
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4.7. Figuras de Mérito

Os limites de deteccao (LOD) e de quantificagcdo (LOQ) foram calculados
para os diferentes elementos e diferentes métodos de preparo de amostra de

acordo com Thomsen et al.>3:

Lop = 3XBECxrsd . ;o 10XBECXrsd . pp Csr. qpp  Isr—1Ib
100 100 SBR

Sendo:

BEC = Concentragéo equivalente ao sinal de fundo.;

Csr = Concentragéo da solugéo padrao utilizada na calibracao;

Isr e Ib = Intensidade de sinal da solugcdo padrao utilizada na calibragao
(referéncia) e Intensidade de sinal da solugao do branco, respectivamente;

rsd = Desvio padréo relativo para 10 medidas da solugdo do branco

analitico do método.

Os LOD’s para os diferentes procedimentos de preparo de amostra foram
calculados multiplicando-se 3 vezes o desvio padréo relativo para 10 medidas do
branco analitico pela concentracdo equivalente ao sinal de fundo e dividindo-se o
produto por 100. Os LOQ’s foram calculados multiplicando-se 10 vezes o desvio
padrdao relativo para 10 medidas do branco analitico pela concentracdo

equivalente ao sinal de fundo e dividindo-se o produto por 100.

Em virtude de ndo haver materiais certificados de referéncia para amostras
de mel, avaliou-se a exatidao dos diferentes métodos de tratamento das amostras
através de experimentos de adicdo e recuperacao dos analitos, estudados em

dois niveis de concentracao.
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Todos os valores calculados foram obtidos utilizando as condigdes

experimentais descrita na Tabela 1.

4.8. Aplicacao analitica

Apés a avaliagdo das figuras de mérito dos métodos estudados, promoveu-
se a andlise de mel proveniente de diferentes regides do pais. Para isso, foi
utilizado o método da fotdlise oxidativa na condigdo otimizada de irradiagdao no
pré-tratamento e nas condi¢des instrumentais descritas na Tabela 1.

Com os dados obtidos, espera-se acumular novas informacdes sobre a
composicao mineral do mel de diferentes origens, pois no Brasil ainda sao poucos

os registros contendo este tipo de informagao %4,
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4.9. Tratamento dos residuos gerados

O procedimento para o tratamento dos residuos gerados nos experimentos
executados é aquele seguido no Instituto de Quimica da Unicamp, o qual adota o
procedimento de separacao por precipitacdo em pH controlado.

As solugdes de amostras enriquecidas e os residuos das solu¢des-padrao
foram estocados em galdes de polipropileno para que o tratamento e o descarte
fossem feitos de uma unica vez, ao término deste trabalho.

O procedimento consistiu em tratar residuos aquosos que contém varios
metais e separa-los da fase aquosa, por precipitacdo controlada. Residuos acidos
contendo Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Al, Ni, Pb e Cd foram tratados com solugéao de
NaOH (1 mol L) até a faixa de pH entre 7 a 8 e FeCls (1 mol L™"); desta forma, os
elementos metalicos em solucao co-precipitaram na forma de hidréxidos com o
Fe(OH)s )"

Os sais precipitados foram separados da fase aquosa por filtracdo comum,
empregando papel de filtro qualitativo. A solucao restante foi condicionada em pH
7, aproximadamente, com o auxilio de solugdo de H>SOsa 1 mol L™ e a ela foi
adicionada uma solucdo de NayS (78 g L™"). Nesta etapa, precipita o selénio que,
por filtracdo, foi retirado da fase aquosa, a qual foi posteriormente descartada
diretamente na rede de esgoto®.

Os residuos sélidos obtidos foram mantidos nos papéis de filtro utilizados e,
depois de secos, foram enviados para o depdésito de residuos sélidos do Instituto
de Quimica da UNICAMP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Decomposicao Enzimatica

Inicialmente, foram avaliados o desempenho e a potencialidade da
decomposicado enzimatica, comparando os resultados obtidos com amostras sem

tratamento algum, utilizando os mesmos fatores de dilui¢cdo.

Para a reducao de possiveis problemas ocasionados pela heterogeneidade
da matriz no ato da amostragem, uma solucado de mel 60% (m/v) foi preparada e
homogeneizada em banho de ultrassom, por 30 minutos, utilizando-se 3,25 ¢
desta solugcdo intermediaria da amostra de mel para a bateria de testes de

digestdo enzimatica.

A maior dificuldade deste estudo foi obter a enzima invertase parcialmente
purificada, pois o material isolado sofre rapida oxidagéo, além de ser de dificil
manipulagdo. A solugdo gerada a partir do mosto enzimatico também néo poderia
ser estocada e reutilizada por longos periodos, pois a mesma sofre deterioragao,

ficando escura e turva em menos de 48 horas.

Outra consideragdo importante relaciona-se ao ambiente propicio para o
crescimento de fungos criados nos frascos de amostras que sofrem o tratamento
enzimatico, fato esperado para uma solucao rica em acucares que € mantida em
temperatura fisioldégica, em pH controlado. Observou-se o surgimento de cepas de
fungos néo identificadas além de precipitagdo das solugdes submetidas a
periodos de digestdo superiores a 24 horas, termostatizadas em 37 °C.

31



Apoés a otimizacdo das condigdes de preparo, foi avaliada a influéncia da diluicdo
das amostras que sofreram tratamento enzimatico para determinar o melhor fator
de diluicdo, levando em consideracdo a taxa de recuperagdo e os RSD'’s.
Observou-se que sem diluicdo, as amostras apresentam RSD’s maiores para
alguns elementos e taxas de recuperagdo menores na maioria dos casos, fato
esperado pela complexidade do ambiente espectral gerado no plasma, em fungéo

da utilizagdo de solugédo tampé&o no preparo das amostras.

5.1.1 Limites de deteccao, quantificacao e resultados para a digestao
enzimatica:

Para cada procedimento estudado, foram determinados experimentalmente
os valores de LOD e LOQ, com o método descrito no item 4.7.

Na Tabela 2 encontram-se descritos os valores obtidos para o método da
digestdo enzimatica.

Tabela 2: Limites de deteccdo e limites de quantificagdo para o método da
digestdo enzimatica:

Elemento (A hm) LOD (mg L) LOQ (mg L)

Mn (257,610)l 0,003 0,01
Cd (214,438)ll 0,003 0,010
Pb (220,353)ll 0,05 0,2
e (196,026)l 0,05 0,2
Zn (213,856)l 0,2 0,5
Ba (233,527)ll 0,005 0,02
Cu (324,754)l 0,004 0,01
Co (228,616)ll 0,004 0,01
Fe (234,204)Il 0,02 0,06
Ca (317,933)ll 0,02 0,07
K (766,490)| 0,1 0,4
Al (396,153)! 0,07 0,2
Cr (205,560)lI 0,005 0,02
N| (232,003)l 0,02 0,06
g (279,553)l 0,01 0,04
As (193,696)l 0,08 0,3
Mo (202,031)Il 0,01 0,03
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Os resultados obtidos para os experimentos de decomposicao enzimatica

encontram-se organizados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados obtidos para a analise de mel usando o método de
decomposicao enzimatica (n=3).

Elemento Concentracao |Nivel Adigao | % Recuperagéo | Nivel Adicdo | % Recuperagéao
(\,nm) (Mgg”) (RSD) | (mgL") (RSD) (mgL7) (RSD)
Mn (257,610)l1 4,00 (1,1) 0,053 94,5 (2,0) 0,26 89,0 (0,7)
Se (196,026)l | 1,45 (21,5) 0,13 99,0 (6,9) 0,65 97,5 (1,2)
Zn (213,856)l | 0,65 (6,7) 0,11 96,1 (6,9) 0,53 85,2 (1,3)
Ba (233,527)Il | 0,19 (69,3) 0,13 119,2 (11,0) 0,65 90,3 (0,5)
Cu (324,754)I 0,075 (0) 0,27 93,1 (2,0) 1,32 91,8 (1,3)
Co(228,616)Il | 0,088 (49,5) 0,53 94,3 (0,5) 2,66 97,2 (0,3)
Fe (238,204)ll | 1,93 (5,9) 0,27 94,8 (1,7) 1,33 88,4 (1,3)
Ca (317,933)ll | 109,8 (0,7) 0,53 141,4 (8,5) 2,66 89,0 (1,1)
Al (394,091)l 2,67 (10,2) 1,32 102,2 (5,5) 6,6 93,1 (0,8)
Mg (279,553)Il | 67,9 (0,1) 0,40 2225 (26,2) 2,0 89,4 (0,6)
Mo (202,031)II | 0,1 (43,3) 0,26 88,2 (4,7) 1,3 90,4 (0,9)
Cd (214,438)ll <LOD 0,13 92,4 (4,9) 0,65 96,5 (0,5)
Pb (220,353)lI <LOD 1,33 84,0 (1,1) 6,64 87,9 (0,7)
Cr (205,560)lI <LOD 0,53 96,0 (4,4) 2,6 98,8 (0,2)
Ni (232,003) <LOD 0,53 88,0 (1,3) 2,6 89,8 (0,6)
As (193,696)! <LOD 0,8 93,5 (4,2) 3,98 102,8 (0,6)

Os valores das recuperacdes obtidas ficaram entre 88 e 96% e RSD’s, em

sua maioria, abaixo de 10%. Contudo, observou-se que os elementos Se, Ba, Mg,

Mo, Cu e Co ndo apresentaram RSD’s aceitaveis nem resultados analiticos que

pudessem ser considerados seguros, pois todos estdo presentes na matriz em

baixa concentragdo, com excec¢ao do Mg.

A Tabela 4 mostra os resultados do experimento de decomposicao

enzimética, avaliando-se o emprego de padrao interno (1 mg L™ Y*). Observa-se
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que a utilizacdo do padrdo interno promoveu um acréscimo nas taxas de

recuperacao (obtidas entre 93 e 98%, para a maioria dos elementos) e reducéo

dos RSD’s para alguns elementos.

Tabela 4: Resultados obtidos com 0 método de decomposi¢do enzimatica com a
utilizacdo de Y* padrao interno (n=3).

Elemento Concentracdo |Nivel % Recuperacdo |Nivel % Recuperagéo
(A, nm) (ug g") (RSD) |adicéo ) (RSD) adicdo ) (RSD)
(mg L7) (mg L)
Mn (257,610)ll 4,35 (5,0) 0,053 93,3 (3,0) 0,26 97,2 (0,5)
Se (196,026)I 0,39 (44,7) 0,13 99,7 (10,4) 0,65 106,2 (0,9)
Zn (213,856)! <LOD 0,11 89,6 (6,9) 0,53 91,4 (1,1)
Ba (233,527)Il | 0,15 (86,6) 0,13 123,8 (14,9) 0,65 98,5 (0,4)
Cu (324,754)I <LOD 0,27 93,0 (4,9) 1,32 99,5 (0,5)
Co(228,616)lI <LOD 0,53 87,4 (1,3) 2,66 88,5 (0,7)
Fe (238,204)lI 1,88 (6,9) 0,27 97,9 (4,2) 1,33 96,6 (0,3)
Ca (317,933)Il | 116,1 (4,9) 0,53 133,5 (8,9) 2,66 97,5 (0,9)
Al (394,091)l 2,5 (4,6) 1,32 106,1 (4,9) 6,6 101,6 (0,9)
Mg (279,553)Il | 69,7 (4,9) 0,40 217,4 (24,6) 2,0 97,9 (0,4)
Mo (202,031)ll <LOD 0,26 90,7 (9,5) 1,3 98,6 (0,7)
Cd (214,438)ll <LOD 0,13 86,4 (1,4) 0,65 87,9 (0,7)
Pb (220,353)ll <LOD 1,33 90,1 (5,0) 6,64 96,5 (0,6)
Cr (205,560)lI <LOD 0,53 89,8 (1,5) 2,6 90,0 (0,4)
Ni (232,003)I <LOD 0,53 93,6 (4,0) 2,6 98,4 (0,4)
As (193,696)! <LOD 0,8 87,9 (1,2) 3,98 93,8 (0,8)

A utilizacdo de padrdo interno promoveu uma melhora significativa nos

resultados para este experimento, minimizando flutuacées do sinal analitico.
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Podemos observar também que os elementos Ba, Ca e Mg (alcalinos
terrosos) possuem valores de recuperagdo perturbados em ambos o0s
experimentos. Possivelmente tais perturbacées sdo ocasionadas por efeitos
ambipolares que sao os efeitos de alteracao nas propriedades no plasma quando

ha uma alta populacao de elementos facilmente ionizaveis.

Elementos facilmente ionizaveis causam uma reducdo na temperatura de
excitagdo ou promovem uma difusdo dos analitos para fora da regido analitica do
plasma.

Contudo, a reducao na massa de amostra nas solucdes finais pelas etapas
de diluigao prejudicou a quantificacdo de elementos que estédo presentes na matriz
em baixas quantidades, tais como o Zn e Cu.

A principal tendéncia atual no desenvolvimento das opera¢des em quimica
analitica é a simplificagdo do processo, com a redugdo maxima dos custos
envolvidos, com o objetivo de obtengdo de mais quantidade e qualidade da
informacao desejada.

O processo enzimatico envolve algumas variaveis de dificil controle, como
por exemplo, a quantidade de enzima extraida, a cinética da reagao envolvida,
além do conhecimento em processos bioldgicos que deve ser desenvolvido pelo
operador. Tais parametros, quando ndo controlados com o rigor necessario,
resultam em desvios entre as medidas e baixa reprodutibilidade do método,

inviabilizando sua utilizacao em operagdes de rotina.

Pensando desta forma, apesar dos resultados promissores obtidos com a
digestdo enzimatica, foi avaliado um procedimento alternativo para o tratamento

da amostra.
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5.2 Decomposicao com acido sulfurico e HNO;

O método mais utilizado para o tratamento de amostras de aglcares e mel
€ o0 procedimento classico por via Umida, empregando uma mistura &cida
contendo HxSOy4, H2O2 € HNOs.

A digestdo acida foi conduzida de forma branda para evitar o
superaquecimento das solugdes e, consequentemente, perdas de amostra por
projecao.

Os frascos foram cobertos com vidros de relégio para manter o refluxo da

solucao e evitar a contaminacao das solugdes por particulas de poeira (Figura 8).

A temperatura da digestdo foi monitorada com amostras-controle, situadas
em diferentes posi¢cdes sobre a chapa de aquecimento. Os experimentos foram
conduzidos de maneira que nao fosse superada a temperatura maxima de 85 °C

prevenindo, desta forma, a perda de elementos com caracteristicas volateis, como

0 Se e As.

Figura 8: Amostras em processo de digestao acida
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O uso de massa maior de amostra foi adequado para o0 monitoramento das
concentragdes dos elementos minoritarios como o Mn, Cu e Zn, mas inviabilizou a
determinacao de Mg e K, na configuracdo axial da tocha, pela saturacao das
linhas. Ou seja, existem casos onde a visualizagdo radial ainda € melhor. O Sddio
pode ser determinado com boa precisao e exatidao usando este método.

5.2.1 Limites de deteccao, quantificacao e resultados para o método da
decomposicao acida:

Os valores de LOD e LOQ, para o método da decomposicao acida, foram
determinados (como descrito no item 4.7) e estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Limites de deteccdo e limites de quantificacdo para o método da
decomposicao acida:

Elemento (A nm) LOD (mg L) LOQ (mgL)

Mn (257,610)l1 0,0007 0,002
Cd (214,438)l 0,001 0,002
Pb (220,353)ll 0,008 0,03
Se (196,026)| 0,009 0,03
Zn (213,856)| 0,2 0,5
Ba (233,527)Il 0,003 0,01
Cu (324,754)| 0,002 0,006
Co (228,616)ll 0,002 0,006
Fe (234,204)Il 0,02 0,07
Ca (317,933)ll 0,02 0,07
K (766,490)l 0,1 0,4
Al (396,153)| 0,15 0,5
Cr (205,560l 0,003 0,01
Ni (232,003)! 0,02 0,05
Mg (279,553)l1 0,01 0,04
As (193,696)| 0,02 0,06
Mo (202,031)l1 0,00 0,01
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A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para os elementos de interesse

apds a decomposicdo das amostras de mel usando o procedimento de digestéo

acida.

Tabela 6: Resultados obtidos com o método da mineralizagdo acida.
Experimentos de adicédo e recuperacao em dois niveis, sem padrao interno.

Elemento (A) |Concentragcdo |Nivel Adicdo | % Recuperacdo |Nivel Adicdo | %Recuperagao
(ugg™) (RSD) |(mgL") (RSD) (mg L) (RSD)
Mn (257,610)ll 4,09 (0,7) 0,02 342,5 (1,6) 0,26 120,6 (1,0)
Se (196,026)I 0,05 (20,4) 0,05 120,0 (14,5) 0,65 87,8 (8,6)
Zn (213,856)I 0,87 (1,0) 0,04 103,8 (1,6) 0,53 95,4 (2,8)
Ba (233,527)I | 0,84 (12,4) 0,05 124,0 (25,9) 0,65 -
Cu (324,754)I 0,2 (9,7) 0,1 95,3 (2,1) 1,32 99,1 (2,3)
Co(228,616)ll 0,06 (0) 0,2 98,3 (0) 2,66 95,3 (0,6)
Fe (238,204)ll 2,29 (3,9) 0,1 113,4 (2,4) 1,3 94,8 (1,4)
Ca (317,9383)ll | 114,7 (0,6) 0,2 747 (1,6) 2,65 161,7 (1,3)
Al (394,091)l 3,64 (5,7) 0,51 95,5 (2,3) 6,6 104,1 (1,2)
Na (330,833)I 17,61 (2,0) 1,0 124,5 (3,9) 13 146,5 (1,6)
0 (202,031)lI 0,05 (0) 0,1 103,7 (5,3) 1,3 100,6 (1,2)
d (214,438)ll < LOD 0,05 89,3 (1,3) 0,65 94,6 (1,5)
Pb (220,353)ll < LOD 0,51 3,07 (454) 6,64 46,6 (2,6)
Cr (205,560)ll <LOD 0,2 93,7 (1,1) 2,63 97,7 (1,6)
Ni (232,003)l < LOD 0,2 99,4 (0,5) 2,66 101,1 (2,0)
As (193,696)! < LOD 0,3 84,2 (4,3) 3,98 99,7 (0,3)

Neste experimento, foram observados grandes desvios nas recuperacoes

de Mn, Ba, Ca e Pb, em ambos os niveis de adi¢cdo. Para os elementos Mn e Ca

os valores de recuperacédo foram elevados e para os elementos Ba e Pb foram

obtidos valores dispersos, sendo em sua maioria valores muito baixos.
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As suspeitas iniciais destes resultados para Mn e Ca foram direcionadas

para possiveis fontes de contaminagdes, mas foram descartadas na repeticdo do

experimento. Para o Ba e o Pb, os resultados obtidos podem ser atribuidos a

interferéncias decorrentes do método de decomposicao.

Observou-se também que o emprego do padrdo interno pode contribuir na

correcao de possivel interferéncia fisica de transporte de amostra, especialmente

para Mn, além da redugédo dos RSD’s para alguns casos. Estes efeitos podem ser

melhor observados a partir dos resultados descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados obtidos com o método de mineralizagdo acida.
Experimentos de adi¢cdo e recuperagdo em dois niveis, utilizando Y* como padrédo

interno.
Elemento (A) |Concentracdo |Adicionado | % Recuperacao |Adicionado Y%Recuperacao
(ugg™) (RSD) |(mg L") (RSD) (mg L") (RSD)
Mn (257,610)lI 4,43 (0,4) 0,02 122,9 (0,8) 0,26 103,2 (0,3)
Se (196,026) | 0,06 (16,9) 0,05 120,7 (13,5) 0,65 90,3 (8,0)
Zn (213,856)l 1,11 (1,0) 0,04 66,2 (1,0) 0,53 94,5 (1,6)
Ba (233,527)Il | 0,94 (12,3) 0,05 97,3 (24,1) 0,65 -
Cu (324,754)| 0,2 (7,8) 0,1 94,7 (0,8) 1,32 101,6 (1,3)
Co(228,616)lI <LOD 0,2 90,2 (0,3) 2,66 97,1 (0,6)
Fe (238,204)lI 2,6 (4,8) 0,1 62,7 (4,1) 1,3 92,8 (0,4)
Ca (317,933)lIl | 124,8 (0,5) 0,2 120,8 (0,7) 2,65 107,9 (0,6)
Al (394 091)l 3,94 (6,8) 0,51 90,3 (3,5) 6,6 106,2 (0,6)
a (330,833)I | 15,99 (3,0) 1,0 156,2 (3,8) 13 143,6 (2,7)
0 (202,031)II| 0,03 (27,7) 0,1 105,33 (4,1) 1,3 103,3 (0,8
d (214,438)ll < LOD 0,05 87,3 (1,3) 0,65 96,8 (0,7)
Pb (220,353)lI < LOD 0,51 - 6,64 47,9 (3,0)
Cr (205,560)ll <LOD 0,2 92,2 (0,8) 2,63 100,0 (0,8)
Ni (232,003)! <LOD 0,2 101,0 (0,7) 2,66 103,4 (1,1)
As (193,696)! <LOD 0,3 79,6 (7,3) 3,98 101,9 (0,6)
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As recuperacoes para Pb e Ba foram inadequados também neste
experimento, com altos RSD’s. Entretanto, estes resultados ja eram esperados
para estes elementos, neste método, pois ambos formam sulfatos insoluveis que
podem inviabilizar a sua determinacao quando € utilizado H,SO4 como reagente
de mineralizacao.

A alta concentracdo de fons SO,* na solugdo favorece a formacgdo de
BaSO,4 e PbSOy4 insoluveis, prejudicando a determinacao destes elementos.

Ba* + SO «—  BaSOus) Kps = 1,0x 107°
—>
Pb** + SO «—  PbSOys) Kps = 1,6 x 10°®

De uma forma geral, a mineralizagcdo acida € um método de preparo facil e
acessivel, mas demorado e susceptivel a desvios e interferéncias devido aos
fendmenos fisicos de transporte e interacdo entre as espécies. E recomendada
para a analise dos macronutrientes por volumetria, gravimetria ou por
espectrometria de absorcdo atébmica, mas nédo para a analise multielementar de

elementos-tragos.

5.3 Fotolise Oxidativa

5.3.1 Construcao e uso do Fotorreator

Os principais fatores planejados para a constru¢do do equipamento usado
nos experimentos foram (Figura 9):
v' Tubo de aco inoxidavel alongado para focalizar a radiagdo fora do
alcance visual do operador;
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v' Possibilidade de troca do soquete da lampada para trabalhos com
fontes de poténcias diferentes;

v Possibilidade de uso de tubos com diferentes volumes para digestao;

v’ Sistema de refrigeracdo por conveccdo forcada, com o uso de
ventoinha e troca de calor por serpentina de cobre;

v Prateleira e pecas de aco inoxidavel para maior durabilidade das

partes méveis;

Figura 9: Sequéncia de montagem do fotoreator

Apés a conclusdo da montagem, foram feitos experimentos preliminares de
exposicdo de amostras a radiagdo ultravioleta. Inicialmente, foram utilizadas
solucdes contendo 1,0 grama de mel e 25 mL de perdxido de hidrogénio, onde foi
possivel decompor mais de 85 % da matriz organica, determinados através de

avaliacdo do conteudo de carbono residual.
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Nesta etapa, percebemos a necessidade de construgdo de um
planejamento estatistico, que possibilitasse otimizar as melhores condigbes de
tratamento e verificar quais fatores principais influenciam diretamente os
resultados da analise. O tipo de planejamento escolhido e as variaveis estudadas

serdo melhor discutidas no item a seguir.

5.3.2 Planejamento estatistico 2°

Levando em consideracao que nao existem muitos estudos explorando a
potencialidade da técnica de fotodecomposi¢cdo com o uso de radiagao ultravioleta
em amostras com alto teor de matéria organica, foram feitos diversos
experimentos preliminares para estabelecer a melhor condicdo de exposigéo das
amostras, avaliando a resposta analitica em funcdo da poténcia da lampada
utilizada e do tempo de exposi¢cdo das amostras. Outros fatores, como controle de
temperatura da serpentina refrigerante e freqiéncia de ventilagdo interna do
reator, ndo foram alterados.

Foram otimizadas as variaveis que poderiam influenciar o desempenho do
reator e este estudo preliminar foi feito utilizando ferramentas estatisticas de
planejamento fatorial, onde é possivel determinar a melhor condigdo de preparo
de amostra variando-se varios fatores ao mesmo tempo e, através de programas
apropriados, estabelecer aqueles que sao significativos para a melhora do sinal

analitico.

A Tabela 8 mostra as variaveis utilizadas, e seus valores, no planejamento

para os niveis mais (+) e menos (-).
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Tabela 8: Valores das variaveis para os niveis menos (-) € mais (+) dos cinco
fatores principais.

Fator (-)  (+)
Volume de perdxido (mL) 1 5
Volume de amostra* (mL) 1 2

Tempo de exposi¢do (min) | 30 60
Poténcia da lampada (W) 125 400
E | Volume de HNOs(mL) 1 2

O o0 w >

* Volume de uma solugdo de mel em agua deionizada a 90 % (m/m)

Os experimentos foram realizados em ordem aleat6éria € 0 numero de
experimentos foi determinado de forma a obter o maximo de informagbes sobre as

variaveis que afetam diretamente o resultado analitico.

Para o planejamento por fracdo meia 2°', o calculo do nimero de

experimentos que devem ser realizados esta demonstrado abaixo:

5
N°de Experimentos = 2? =2*=16

Em contrapartida, o numero reduzido de experimentos determinara o
namero de grandezas independentes que poderdao ser estimadas. Ou seja, com
16 experimentos, sera calculado o valor da média, dos 5 efeitos principais que

foram calculados em fungéo da recuperacao do analito em cada experimento.
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A Tabela 9 apresenta os resultados da porcentagem de recuperacéo obtida
para os 16 experimentos para os elementos bario, arsénio e sbdio, a partir da

equacao:

%Recuperacao = Recuperacédo da amostra submetida a FOTOLISE X100
Recuperacdo da amostra direta

Como para este planejamento ndo foram feitas replicatas, ndo € possivel
calcular a variancia por meio dos desvios entre as medidas. Sendo assim, para
avaliar quais efeitos sdao mais importantes sera feita uma andlise por graficos
normais.

Através desse tipo de grafico é possivel distinguir os efeitos importantes ou
nao, uma vez que os efeitos que ndo sao significativos se distribuem em torno do
valor zero na escala de efeito padronizado e também podem ser ajustados por

uma regressao linear. Valores significativos se distribuem distantes do valor zero.
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Tabela 9: Resultados da recuperacao para Béario e Arsénio (em porcentagem).

Experimento Resultados
Ba As

1 104,74 97,71

2 98,94 94,95
3 100,00 97,34
4 98,95 97,09
5 97,35 95,69
6 99,47 98,41

7 100,00 97,80
8 100,53 98,90
9 103,68 96,48
10 101,58 100,09
11 113,16 102,38
12 101,06 99,36
13 102,12 99,17
14 106,35 98,90
15 104,74 103,35
16 101,59 102,48

As Figuras 10 e 11 apresentam os graficos normais para os efeitos dos

estudos para bario e para arsénio, respectivamente.

Para cada um dos elementos foram destacados em vermelho os efeitos que
nao estdo agrupados préximos ao valor zero. Assim, para o bario, foram
selecionados os efeitos D e AC (poténcia da lampada e interagdo entre perdxido e
tempo de exposi¢do, respectivamente), para o arsénio foram selecionados os

efeitos B e D (B equivale ao volume da amostra).
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Probabilidade normal para Ba
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Figura 10: Gréafico normal para os efeitos do planejamento fatorial do elemento
Bario.
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Figura 11: Gréfico normal para os efeitos do planejamento fatorial do elemento
Arsénio.
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De uma forma geral, € encontrado como efeito comum o fator poténcia da
lampada (efeito D). O valor deste efeito € positivo indicando que a maior poténcia
da lampada resultara em uma maior recuperacao para os elementos. Tal resultado
era esperado, pois em ensaios preliminares exploratérios verificamos que a

lampada mais potente era responsavel pela maior clarificacdo de mel.

Entretanto, quando usamos a fonte de 400 W, o experimento deve ser
conduzido com mais cautela, pois empiricamente observa-se que tempos muito
longos de irradiacdo mais potente podem carbonizar completamente a amostra

dentro do tubo.

No decorrer do trabalho foi possivel perceber visualmente a influéncia no
tempo de irradiacao sobre o aspecto das solugdes. A Figura 12 mostra a evolugao

do aspecto das solugdes em funcdo do tempo de irradiagao.

TEMP

Figura 12: Aspecto das solugcbes apds periodos continuos de exposicdo a
radiacao UV.

Os frascos 1 e 2 sdo solugdes de mel em agua, T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7
sdo amostras obtidas ap6s 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos de irradiacao,

respectivamente.

Utilizando o planejamento fatorial 2°" foi possivel identificar quais entre as

cinco variaveis estudadas: Volume de Peréxido, Volume de Amostra, Tempo de

47



Exposicdo, Poténcia da Lampada e Volume de Acido Nitrico, bem como as suas
interacdes, eram importantes para a melhora na porcentagem de recuperagéo dos
elementos metdlicos em amostras de mel, submetidas a fotélise em um reator

construido no laboratoério.

Para o elemento bario, verificou-se que a variavel de maior efeito na sua
recuperacao é a poténcia da lampada (maior poténcia gera maior recuperacao),

sendo que as demais variaveis nao se apresentaram significativas.

Para o elemento arsénio, duas variaveis se destacaram em meio as cinco
estudadas. O volume da amostra e também a poténcia da lampada devem ser
considerados para a recuperacdo do arsénio na amostra, sendo que a maior

poténcia e um maior volume levam a melhores resultados.

Para o elemento sbédio, foram observados como significativos o efeito
principal da poténcia da lampada e também interagdes entre diferentes fatores,

como descrito anteriormente.

Convém ressaltar ainda a observacdo da diminuicdo significativa da
viscosidade das solucdes apo6s os periodos de irradiacdo. Por outro lado, também
foi possivel observar que periodos longos de exposicao a radiacdo e ao calor do

reator podem levar os frascos a secura, carbonizando totalmente as amostras.

5.3.3 Determinacao do Conteudo de Carbono

Uma das principais fontes de interferéncias em determinagbes de
elementos metalicos por ICP OES é o contetido de carbono residual'®. Além disso,
na espectrometria de emissdao O6ptica em plasma a presengca de compostos
organicos na amostra pode levar a um baixo desempenho analitico, pois as
emissées do carbono e de seus compostos aumentam a radiacdo de fundo®®.
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Existe um aparato comercial denominado 705 UV Digester (Metrohm),
amplamente utilizado para tratamento de amostras com moderados e baixos
teores de matéria organica (como aguas de rios, alguns tipos de efluentes,
bebidas, etc.) para posterior analise por técnicas eletroanaliticas ou
espectroanaliticas. Porém, ndo ha nenhuma referéncia de aplicacdo do
equipamento para amostras com altos teores de matéria organica, para avaliar o

comportamento deste tipo de matriz apos periodos de exposicéo a radiacao.

Desta forma, foi importante verificar o comportamento de solucées de mel,
que contém elevado teor de matéria organica, apdés o tratamento de
decomposicdo por UV.

Inicialmente, foi feita uma analise da amostra de mel usada no estudo para
conhecer qual a concentracdo média de carbono organico, obtendo-se um valor

médio de 387 mg CoraAnico/OMEL.

Para solu¢des de amostras de mel diluidas (aproximadamente 0,1 % de mel
ou menos) a decomposicdo da matéria organica supera 0s 75 % apo6s 30-40
minutos de irradiacdo com a adicdo de perdxido de hidrogénio como catalisador.
Este resultado, porém, nao se repete para solucées contendo 50-90 % de mel em
agua.

O resultado de diferentes testes mostrou que para massas altas de
amostra, o maior efeito era o de transformacao da matriz com possivel quebra das
moléculas maiores de sacarideos em fragmentos menores, com reducao nao
linear da porcentagem da matéria organica, como € possivel observar nas Figuras
13 e 14.
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Figura 13. Porcentagem de reducao do carbono organico total utilizando lampada
de 125 W e exposicao variando de 0 a 150 minutos.
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Figura 14. Porcentagem de reducao do carbono organico total utilizando lampada
de 400 W e exposicao variando de 0 a 40 minutos.
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Considerando a faixa 6tima de trabalho do analisador de TOC (10 a 100
mg L") e sabendo que ha cerca de 387 mg Corainico/g meL, as solucdes a serem
avaliadas foram diluidas em um fator de 1,25 x, ou seja, uma aliquota de 20 pL foi
transferida para um baldo de 25 mL, o volume foi completado com agua
deionizada e procedeu-se a determinacdo de carbono organico total
remanescente na amostra apds o tratamento por fotdlise oxidativa, utilizando
poténcia da fonte de 125 W e de 400 W, em diferentes tempos de exposi¢do. As
Tabelas 10 e 11 descrevem os resultados obtidos, que estdo mostrados nas
Figuras 12 e 13.

Tabela 10. Resultados da fotélise oxidativa para a poténcia de 125 W e exposicao
variando de 0 a 150 minutos.

FOTOLISE OXIDATIVA - LAMPADA DE 125W

Massa (g) Exposicdo (min) | TOC (mgL™") | IC (mgL") | Massa:TOC | % Reducéo
11,4520 0 55,91 0,2058 0,2048 0
11,5498 10 61,90 0,2181 0,1866 -8,91
11,5539 20 59,32 0,2464 0,1948 -4,91
11,5858 30 54,48 0,2446 0,2127 3,83
11,7829 45 60,20 0,2130 0,1957 -4.,44
11,7853 60 60,45 0,1999 0,1950 -4,81
11,7347 90 56,22 0,1935 0,2087 1,91
11,6281 120 56,94 0,2017 0,2042 -0,30
11,5828 150 52,00 0,1892 0,2227 8,75

Tabela 11. Resultados da fotdlise oxidativa para a poténcia de 400 W e exposicao
variando de 0 a 40 minutos.

FOTOLISE OXIDATIVA - LAMPADA DE 400W

Massa (g) | Exposicdo (min) | TOC (mgL™) | IC (mgL") | Massa:TOC % Reducao
11,6119 0 52,87 0,2565 0,2196 0
11,5763 15 49,54 0,2830 0,2337 6,39
11,5919 20 62,79 0,3157 0,1846 -15,94
11,5924 30 55,00 0,2905 0,2108 -4,03
11,5919 40 48,52 0,2852 0,2389 8,77
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Apoés a quantificagdo do carbono organico total nas amostras, os resultados
foram avaliados a fim de poder estabelecer um grau comparativo entre as
mesmas. Nessas condi¢des, analisando-se, individualmente, os resultados obtidos
para os tratamentos por fotélise oxidativa, empregando lampadas de 125 e de 400
W, notou-se que nos respectivos casos, as melhores porcentagens de degradagao
da matéria orgéanica total ocorreram em 10 e 20 minutos, correspondendo a 8,91 e
15,94 % respectivamente.

Assim, com todo o exposto, para dar continuidade a determinacdo de
minerais em mel por ICP OES ap0és tratamento da amostra com fotélise oxidativa,
optou-se por empregar como fonte de radiacdo eletromagnética a lampada de 400
W, com tempo de exposicao das amostras de 20 minutos.

5.3.4 Irradiacao das amostras:

Com o objetivo de verificar quais os comprimentos de onda responsaveis
pela cisdo homolitica das moléculas de peréxido de hidrogénio na geracao dos
radicais hidroxila, foram feitos alguns experimentos que resultaram nos espectros

de emissdo das lampadas mostrados nas Figuras 15 e 16.

Infelizmente, por limitagbes da construgéo do equipamento utilizado para as
medidas (faixa espectral de cobertura >250 nm), ndo foi possivel avaliar possiveis
emissodes de linhas no UV-C.

Com a avaliacao dos espectros, percebe-se que para as fontes avaliadas, a
maioria dos comprimentos de onda (acima de 436 nm) ndo contribuem na
formacao de radicais hidroxila. Provavelmente, o emprego de uma fonte de
Deutério (com linhas mais intensas no UV) possa promover decomposi¢cées mais
rapidas e energéticas.

52



Intensidade de Emissao

I . Y i == o oa aemmaiaa |
‘ Lampada de Vapor de iercurio T2oVV ‘

120000
436
100000 - 365
(e} 4
[[4v]
[72]
& 404 546
E 80000 4 + g
L
@ A26
LY 626
@ 60000 - 604 |
e
8 N
‘@
c
@ 40000 4 aan [
E gl i 5m:
T L.
20000 ...-\l__,. ) ‘ | I \
! Nl
1N 7l
o U] [ S LY A WY SO Y [
T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700

Comprimento de

o

nda M
1da (hm)

Figura 15: Espectro de Emissdo da Lampada de 125 W.
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Figura 16: Espectro de Emissédo da Lampada de 400 W.
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Analisando os espectros, verificam-se maiores intensidades de emissao
para a fonte de 400 W, em todos os comprimentos de onda avaliados, além de
uma linha em 297 nm que certamente contribui para a formagdo de radicais
hidroxila. No caso da fonte de 125 W, o valor de intensidade para o comprimento
de onda de 297 nm é mais discreto do que na fonte com maior poténcia.

Decomposigdo € um processo cinético que ocorre em etapas e gera novas
moléculas menores®. Na fotdlise oxidativa, dificilmente é obtida a oxidagao total
em CO; e H>O, porém, ocorre a formacao de compostos organicos menores. Do
ponto de vista meramente analitico, 0 que importa ndo € necessariamente a
mineralizacdo completa dos compostos orgéanicos, mas sim a perda da
capacidade complexante perante os ions metalicos, ou pelo menos a formagao de
adutos labeis. Desta forma, é possivel fazer a determinagéo analitica por ICP OES

mesmo na presenca de uma matriz complexa como o mel.
5.3.5 Resultados para a Fotodlise

Apoés o estudo dos pardmetros que possuem maior influéncia no tratamento
das amostras por fotolise oxidativa, foi estabelecida a condicao de trabalho com o

uso de uma fonte de 400 W e exposicdo das amostras por 20 minutos, antes das
leituras por ICP OES.
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5.3.6: Limites de deteccdo, quantificacdao e resultados para o método da
fotolise oxidativa:

A Tabela 12 descreve os valores de LOD e de LOQ obtidos para o método
da fotdlise oxidativa, com o método descrito no capitulo 4.7.

Tabela 12: Limites de deteccédo e limites de quantificagdo para o método da
fotélise oxidativa:

Elemento (A nm) LOD (mgL) LOQ(mgL)

Mn (257,610)l1 0,0007 0,002
Cd (214,438)Il 0,0001 0,0003
Pb (220,353)ll 0,01 0,03
Se (196,026)| 0,02 0,07
Zn (213,856)l 0,005 0,02
Ba (233,527)l 0,002 0,006
Cu (324,754)1 0,0007 0,002
Co (228,616)ll 0,0004 0,001
Fe (234,204)1 0,01 0,04
Ca (317,933)ll 0,2 0,8
K (766,490)| 0,1 0,4
Al (396,153)! 0,01 0,04
Cr (205,560)! 0,002 0,008
Ni (232,003)! 0,0009 0,003
Mg (279,553)l1 0,07 0,2
As (193,696)l 0,02 0,07
Mo (202,031)l1 0,01 0,04

Esta condicdo otimizada foi utilizada em experimentos de adicdo e
recuperacao dos analitos, na auséncia e na presenga do padrdo interno itrio
(Tabelas 13 e 14).
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Tabela 13: Resultados obtidos com o método da fotdlise oxidativa. Experimentos
de adicao e recuperacao em dois niveis, sem padrao interno.

Elemento (A) | Concentragdo | Nivel Adicdo | % Recuperacao | Nivel Adicao | %Recuperagéo
(Mgg™) (RSD) | (mgL") (RSD) (mg L") (RSD)

Mn (257,610)II| 0,89 (2,8) 0,20 59,8 (2,2) 2,00 65,1 (2,5)
Se (196,026)I 4,29 (75,5) 0,25 258,0 (0,7) 2,5 97,4 (2,3)
Zn (213,856)I 0,47 (14,3) 0,06 35,6 (0,8) 0,6 50,6 (1,8)
Ba (233,527)Il |  0,13(1,8) 0,05 64,0 (3,6) 0,5 53,9 (2,3)
Cu (324,754)] <LD 0,10 51,3 (2,3) 1,00 60,7 (3,2)
Co(228,616)lI <LD 0,20 59,3 (1,1) 2,00 57,9 (1,4)
Fe (238,204)ll 0,35 (2,5) 0,10 48,3 (0,4) 1,00 63,0 (1,0)
Ca (317,933)ll - - - - -

Al (394,091)l 0,48 (7,3) 0,50 49,7 (7,9) 5,00 56,8 (3,1)
Na (330,833)I - 1,0 - 10,0 40,3 (1,8)
Mo (202,031)lI 1,11 (3,7) 0,10 105,3 (0,1) 1,00 73,7 (1,9)
Cd (214,438)I | 0,05 (10,2) 0,05 64,0 (1,3) 0,50 59,9 (1,8)

b (220,353)ll 0,71 (7,7) 0,50 49,5 (1,1) 5,00 48,3 (1,8)
Cr (205,560)II 0,22 (5,1) 0,20 67,3 (1,1) 2,00 65,3 (2,2)
Ni (232,003)l 0,10 (23,4) 0,20 58,0 (0,8) 2,00 55,3 (1,5)
As (193,696)! 17,5 (2,8) 0,30 125,3 (0,3) 3,00 82,1 (1,4)

Elementos como magnésio, célcio e o sddio ndo tiveram boa resposta em

virtude da saturacdo do sinal destes elementos. Tal situagao era prevista para o

magnésio em funcdo do que observamos nos experimentos onde foram

determinadas as concentragdes e discutidos os resultados para os mesmos

elementos no capitulo 5.2 com a mesma massa de amostra, mas promovendo-se

a digestao em chapa de aquecimento.

Entretanto, para os elementos so6dio e célcio, acredita-se que a

complexidade do ambiente espectral, quando s&o introduzidas no equipamento

solugdes com elevados teores de matéria organica, favoreceu o comprometimento

do sinal de alguns elementos.
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Na Tabela 14 observam-se os resultados obtidos na avaliacdo da mesma

amostra com a presencga de padréo interno.

Tabela 14: Resultados obtidos com o método da fotdlise oxidativa. Experimentos
de adicao e recuperacdo em dois niveis utilizando Y* como padréao interno.

Elemento () Concentragdo Nivel Adicdo % Recuperacdo Nivel Adicdo %Recuperacéao
(Mgg") (RSD)  (mgL") (RSD) (mg L") (RSD)
Mn (257,610)lI 1,4 (3,3) 0,20 100,0 (0,5) 2,00 93,7 (0,3)
Se (196,026)! 10,0 (3,9) 0,25 207,2 (3,5) 2,5 114,2 (4,3)
Zn (213,856)I 0,8 (9,7) 0,06 78,9 (3,4) 0,6 72,4 (3,9)
Ba (233,527)lI 0,3 (3,7) 0,05 110,7 (1,6) 0,5 72,7 (4,9)
Cu (324,754)| 0,3 (2,5) 0,10 97,7 (3,9) 1,00 86,9 (0,2)
Co(228,616)ll 0,3 (4,6) 0,20 99,7 (1,2) 2,00 88,9 (4,2)
Fe (238,204)ll 2,1(0,4) 0,10 116,3 (3,2) 1,00 91,5 (1,0)
Ca (317,933)ll - - - - -
Al (394,091)l 0,5 (7,3) 0,50 49,7 (7,9) 5,00 56,8 (5,0)
Na (330,833)I 33,5 (6,2) 1,0 280,8 (1,0) 10,0 75,3 (5,9)
Mo (202,031)lI 1,4 (5,0) 0,10 151,0 (4,5) 1,00 116,1 (3,9)
d (214,438)lI 0,2 (4,3) 0,05 106,0 (4,7) 0,50 96,5 (4,1)
Pb (220,353)ll 2,9 (4,2) 0,50 91,1 (4,7) 5,00 82,8 (3,9)
Cr (205,560)ll 0,6 (3,9) 0,20 111,2 (3,9) 2,00 101,1 (4,1)
Ni (232,003)l 0,9 (4,9) 0,20 102,8 (4,4) 2,00 90,8 (4,3)
As (193,696)] 26,17 (3,3) 0,30 321,8 (3,1) 3,00 326,2 (3,5)

Em virtude da reducao dos valores de LOD, principalmente na presenca de

brancos mais limpos, como neste procedimento, foram obtidas a deteccéao e boas

recuperagdes para os elementos Cu e Co.

Outro elemento que despertou grande interesse foi o Selénio. Os resultados

das determinacdes foram bastante intrigantes, pois era esperado que o tempo de

residéncia deste elemento no plasma fosse muito curto, inviabilizando qualquer

determinacao que néo fizesse uso de geragao de vapor. Entretanto, foram obtidos
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resultados para estes elementos que levaram a uma investigacao mais detalhada
do fenbmeno observado.

Conforme discutido anteriormente, espera-se que a fotdlise em solugdes de
acucares nao elimine a matriz, mas a transforme. Reducdo de viscosidade,
extracdo dos ions e quebra das moléculas maiores que compde a matriz, sdo as
principais transformac¢des. Como a emissdo do selénio ocorre em linha muito
préxima da emissdo de carbono, foi feito um estudo para verificar se estava sendo
feita a leitura de emissdes de carbono, equivocadamente (Figura 17).
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Figura 17: Investigacdo do espectro de emissdo do Selénio e das amostras que

sofreram fotdlise.

Avaliando o espectro, percebe-se que a emissao de carbono realmente estava

contribuindo para resultados equivocados. Portanto, é necesséario buscar outras
estratégias analiticas para o Selénio, tais como a geracao de vapor.
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5.4 Aplicacao Analitica

5.4.1. Analise de méis de diferentes regioes

Além da amostra utilizada nos estudos de otimizacao, mais quatro amostras
de méis de diferentes origens foram preparadas conforme procedimento descrito
no item 4.4 - Fotdlise Oxidativa, usando itrio como padr&o interno.

Na Tabela 15 encontram-se os valores obtidos para alguns elementos em

cada uma das seguintes amostras:

Amostra 1 SP: Flores do campo (USP — Instituto de Biociéncias).

Amostra 2 MG: Flores Silvestres; Unidade Apicola - Claudio Franco L. Silva; Lote
120405; MG.

Amostra 3 SP: Flores Silvestres; Mel das Montanhas; Campos de Jordao — SP.
Amostra 4 RS: Flores Silvestres; Apiarios Cérrea Miller; Taquara — RS.

Tabela 15: Concentracdes (ugg') e RSD’s de alguns méis investigados

Elemento (A) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
SP MG SP RS

Mn (257,610)lI 1,9 (1,8) 2,4 (1,7) 1,0 (3,3) 1,9 (0,5)

Cu (324,754)I | 0,2 (12,6) 0,2 (11,8) 0,2 (11,5) 0,1 (0,8)

Zn (213,856)| 0,4 (6,5) 0,4 (4,8) 0,5 (5,2) 0,02 (0,8)
Fe (238,204)ll 2,0 (2,4) 2,4 (2,0) 0,6 (10,0) 0,5 (0,8)

Na (330,833)I 4,9 (6,0) 7,1 (8,7) 5,9 (50,8) 20,8 (0,8)
Al (394,091)I 2,8 (4,5) 4,3 (6,5) 2,7 (18,9) 2,0 (0,8)
Mo (202,031)ll| 0,07 (7,7) <LOQ 0,1 (8,3) < LOD
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De acordo com alguns autores, o conteudo mineral do mel pode ser usado como
indicador da regidao e/ou florada de origem, além de fornecer subsidios para
comprovacdo de adulteracdo e fraude®. Neste trabalho néo foi possivel verificar
este efeito, uma vez que poucas amostras foram analisadas. De uma forma geral,
observam-se valores de concentracbes semelhantes para o mel das diferentes
regides, para quase todos os elementos encontrados. Em alguns casos, como Zn
e Na, a amostra 4 RS mostrou valores diferentes, 0 que pode estar associado ao
tipo de solo, clima e outros fatores que afetam a concentracdo dos elementos no

mel.
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6. CONCLUSOES

O procedimento de digestdo enzimatica mostrou-se invidvel por possuir
variaveis que nao sdo facilmente controladas e/ou monitoradas (ex. taxa de
crescimento de fungos e preparo da solugdo de enzima a ser utilizada). Além de
ser um procedimento extremamente lento que, certamente inviabilizaria a
implementacdo em rotina. Ha a necessidade do uso de solucdo tampao, que
aumenta o teor de sdélidos dissolvidos na amostra e contribui para desestabilizar o
plasma.

A analise por digestao acida é recomendada para os macroconstituintes da
matriz, entretanto € demorada e usa acidos minerais agressivos e perigosos. Além

disso, nao é possivel determinar chumbo e bario quando se usa acido sulfurico.

O procedimento de fotolise oxidativa, mostrou-se uma ferramenta excelente
para o pré-tratamento de amostras de mel de abelhas na andlise dos elementos
metalicos por ICP OES possibilitando um aumento significativo do sinal analitico,
além da melhora da taxa de recuperacédo dos elementos adicionados comparado

com amostras nao tratadas.

Comparando com procedimentos classicos (decomposicdo acida) e
alternativos (digestdo enzimatica) a fotélise oxidativa & mais rapida, com pouca
manipulagdo da amostra e bons resultados para a maioria dos elementos
estudados.

A fotdlise oxidativa para amostras com altos teores de matéria organica é
uma técnica moderna que ainda nao teve seus limites de aplicacdo totalmente
desvendados. E interessante que novos experimentos sejam elaborados, testando

outras fontes de radiacdo ultravioleta como, por exemplo, lampadas de deutério.
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O estudo despertou o interesse em empregar a fotblise no preparo de
outros tipos de amostras com alto teor de matéria organica, como xaropes,

agucares, alguns tipos de éleos, etc.

A diminuicdo da viscosidade da solucdo de mel é fator determinante para
que o transporte, assim como a nebulizagdo da solu¢cdo aconteca sem maiores

problemas.

Foi possivel montar o fotodigestor empregando materiais adquiridos em
ferro-velho, com um baixo investimento. Consequentemente, o custo da anadlise é
também consideravelmente menor, uma vez que sbé é usado perdxido de

hidrogénio e agua.

Considerando-se os resultados obtidos com o estudo, a aplicagdo dos
métodos de analise, e vantagens como velocidade e praticidade no preparo de
mel para a determinagcdo de macro e microconstituintes, o método proposto
mostra potencialidade para ser aplicado a outros elementos e para utilizagcdo em
analises de rotina, como as de controle de qualidade.
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