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RESUMO

BALBINOT, Fernanda Pitt. Desenvolvimento de método para determinacao de
halogénios e enxofre em mel por cromatografia de ions acoplada a
espectrometria de massa. 2020. 85f. Dissertacao (Mestrado em Quimica) —
Programa de Pos-Graduacao em Quimica, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Um método para a determinacgéo indireta de halogénios e enxofre em mel em Unica
analise por cromatografia de ions com deteccdo condutimétrica acoplada a
espectrometria de massa (IC-CD-MS) foi desenvolvido. Para tanto, a combustao
iniciada por micro-ondas (MIC) foi utilizada para o preparo das amostras. Com a MIC,
foi possivel a decomposicao de até 1000 mg de mel utilizando celulose microcristalina
como auxiliar de combustéo. Entretanto, visando a obtencdo de combustdes mais
reprodutiveis, em virtude das variacdes no teor de umidade dos méis (14 a 21%), a
massa de amostra foi fixada em 800 mg. Para otimizacdo do método, foi avaliada a
solucdo absorvedora, através de ensaio de recuperacdo com adicdo de padrdes
analiticos com concentracdes conhecidas dos analitos, para a adequada retencao de
Br, Cl, F, | e S nas suas formas i6nicas. A solucdo de NH4OH 50 mmol L-! foi escolhida
para os experimentos posteriores em virtude de apresentar recuperacdes de 93% a
101% para todos os analitos. Utilizando-se essa mesma solucao, foram realizados
ensaios de recuperacdo com materiais de referéncia, e as recuperacoes variaram de
94% a 103% para todos analitos. Os LOQs obtidos foram de 0,45 mg kg (Br), 21 mg
kgt (Cl), 3,7 mg kg? (F), 0,08 mg kg™ (I) e 8,7 mg kg (S). Para comparacéo dos
resultados, as concentragbes de Cl e S foram também determinadas por
espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), e
de Br e | por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
em seis amostras, e nao foi observada diferenca estatistica (Teste t, intervalo de
confianca de 95%). Por fim, o método proposto foi aplicado para a determinacéo de
halogénios e enxofre em 19 amostras de mel de 11 paises. As concentracfes dos
analitos variaram de < 0,45 a 2,39 + 0,23 mg kg™ (Br), 21,8 £+ 0,8 a 671 + 20 mg kg
(Cl),e 11,3 +1,3a 154 + 4 mg kg (S), enquanto para F e | os valores obtidos ficaram
abaixo dos respectivos LOQs para todas as amostras analisadas. Desta forma, com
os resultados obtidos, foi possivel a decomposicdo eficiente das amostras, sem
perdas dos analitos, com digeridos livres de interferentes e compativeis com a técnica
de determinacao.

Palavras-chave: halogénios; enxofre; cromatografia de ions; espectrometria de
massa; combustado iniciada por micro-ondas; mel
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ABSTRACT

BALBINOT, Fernanda Pitt. Method development for halogen and sulfur
determination in honey by ion chromatography with conductimetric detection
coupled to mass spectrometry. 2020. 85f. Dissertation (Master Degree in
Chemistry) — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

A method for the indirect determination of halogens and sulfur in honey in a single
analysis by ion chromatography with conductimetric detection coupled to mass
spectrometry (IC-CD-MS) was developed. For this, the microwave-induced
combustion (MIC) was used for the sample preparation. Employing MIC, it was
possible to decompose up to 1000 mg of the sample using microcrystalline cellulose
as combustion aid. However, aiming more reproducible combustions, given the
variation on the moisture content of the honey samples (14 to 21%), the sample mass
was kept in 800 mg. For the method optimization, the absorbing solution was evaluated
by recovery test with the addition of analytical standards with known concentrations of
analytes, for the choice of the most suitable solution to the retention of Br, CI, F, | and
S on its ionic forms. The 50 mmol L* NH4OH solution was chosen as the condition for
further experiments because it showed recoveries varying from 93% to 101% for all
analytes. Using the same solution were performed recovery tests with reference
materials, and the recoveries varied from 94% to 103% for all analytes. The LOQs
obtained were 0.45 mg kg (Br), 21 mg kg* (Cl), 3.7 mg kg* (F), 0.08 mg kg™ (I) and
9.8 mg kg (S). For the comparison of the results, the concentrations of Cl and S were
also determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-
OES), and of Br and | by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) in
six samples, and no statistical difference (t-test, confidence level of 95%) was
observed. Finally, the proposed method was applied for the determination of halogens
and sulfur in 19 samples from 11 countries. The concentrations of the analytes ranged
from < 0.45 t0 2.39 + 0.23 mg kg (Br), 21.8 + 0.8 to 671 + 20 mg kg* (Cl), and 11,3 +
1,3 to 154 + 4 mg kg* (S), while for F and | the obtained values were below the
respective LOQs in all analyzed samples. In this sense, with the results that were
obtained, it was possible to achieve an efficient decomposition of the samples, without
volatilization losses, with digests free of interferences and compatible with multiple
determination techniques.

Keywords: halogens and sulfur, ion chromatography, mass spectrometry, microwave-
induced combustion, honey.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a determinacdo de ndo-metais, principalmente os halogénios,
em diversas amostras tem se destacado, especialmente, em funcdo desses
elementos desempenharem papéis fundamentais no organismo humano e/ou
possuirem relevancia do ponto de vista ambiental (FUGE, 1988; KIRK, 1991).
Elementos naturalmente abundantes na crosta terrestre, como o cloro e o enxofre
participam ativamente do controle homeostatico do metabolismo (CORNELIS et al.,
2005; NIMNI et al., 2007). O flaor, por sua vez, atua no desenvolvimento de tecidos
como o0ssos e dentes (PRYSTUPA, 2011). Por fim, o bromo e o iodo estdo
relacionados com as funcfes da glandula tireoide, principalmente (VOBECKY et al.,
1996; ZIMMERMANN et al., 2008). Sendo assim, em deficiéncia ou excesso no
organismo humano esses elementos podem causar diversas desordens, destacando
a importancia do conhecimento acerca de suas concentragcbes em alimentos, por
exemplo. Dentre os alimentos suscetiveis a presenca dos elementos mencionados,
destaca-se o mel. O mel € um alimento de origem animal, produzido majoritariamente
por abelhas a partir de secrecdes ou néctar de plantas (FAO, 1981a). Assim, a
presenca de halogénios e enxofre em méis pode ser proveniente de fontes naturais
ou de atividades antropogénicas (FUGE, 1988; TETTE et al., 2016)

Nesse sentido, a determinacdo sequencial de analitos como Br, Cl, F, l e S é
considerada um desafio em relacdo as técnicas instrumentais. Técnicas
espectrométricas com plasma indutivamente acoplado, como a de emissdo Optica
(ICP-OES) e a de espectrometria de massa (ICP-MS) sdo comumente empregadas
para a determinacédo desses elementos, exceto F (COSTA et al., 2015; DRUZIAN et
al., 2019; MULLER et al., 2017; NUNES et al., 2015; PEREIRA et al., 2018; RONDAN
et al.,, 2018; TORALLES et al, 2017). O F comumente é determinado por
potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE), tendo em vista as limitacdes de realizar
a sua determinacao por técnicas baseadas em plasma de argonio (Ar) (HOEHNE et
al., 2019; PICOLOTO et al., 2019).

Entretanto, devido as suas caracteristicas inerentes, as técnicas baseadas em
plasma nédo permitem a determinag¢ao concomitante dos analitos mencionados (Br, Cl,
F, 1 e S). Por outro lado, deve-se mencionar que a cromatografia de ions (IC) também
pode ser utilizada para a determinacgéo indireta de ndo metais através da separacao
das suas espécies anidnicas (COSTA et al., 2019; MESKO; COSTA,; et al., 2019;

17



RONDAN et al., 2019). Todavia, esta técnica apresenta um inconveniente com relacéo
a baixa sensibilidade para elementos traco, como é o caso de Br e | ha maioria das
amostras, o que justifica a escassez de trabalhos na literatura empregando a IC para
a determinacao destes elementos.

Frente a esses desafios, uma alternativa que vem sendo proposta recentemente
é a utilizacdo da IC com deteccdo condutimétrica acoplada a espectrometria de massa
(IC-CD-MS). A utilizacdo desta técnica permite a determinagdo sequencial de Br, Cl,
F, 1 e S com seletividade e sensibilidade adequadas e em uma Unica analise (MESKO;
PEREIRA; et al., 2019). Nesse sentido, a IC-CD-MS representa um grande avango na
quimica analitica com relagdo a determinacdo de nao-metais, principalmente
halogénios e enxofre, proporcionando ainda um aumento na frequéncia analitica, bem
como uma baixa geracdo de residuos. Entretanto, como a maioria das técnicas
instrumentais de andlise, a IC-CD-MS requer que a amostra esteja na forma de uma
solucdo adequada para ser analisada, sendo necesséaria a decomposicdo da matriz
da amostra. Nesse sentido, um método viavel para decomposicao de amostras de mel
€ a combustao iniciada por micro-ondas (MIC), uma vez que esse método combina as
vantagens da digestédo por via umida em sistema fechado assistida por micro-ondas,
com os dos métodos classicos de combustdo (BARIN et al., 2014).

A MIC proporciona a decomposicdo completa de amostras de composicao
majoritariamente organica, como € o caso do mel, ao mesmo tempo que possibilita a
escolha de uma solucdo absorvedora adequada para a retencdo dos analitos
(FLORES et al., 2004). Este fator € de grande relevancia para a determinacdo de
halogénios e enxofre, tendo em vista que alguns desses elementos podem ser
convertidos a suas formas volateis em meio acido (ANTES et al., 2010; VANHOE et
al., 1993). Entretanto, empregando-se a MIC é possivel a utilizacdo de uma solucao
alcalina diluida que estabilize esses analitos (FLORES et al., 2007).

Diante do exposto, cabe destacar a importancia do desenvolvimento de um
método analitico confiavel e aplicavel em analises de rotina para a determinacdo de
halogénios e enxofre em mel. Nesse sentido, neste trabalho € explorada a
possibilidade da utilizagdo da MIC combinada com a IC-CD-MS para este fim. Um
método foi desenvolvido e otimizado, onde os parametros analiticos de desempenho
foram escolhidos em funcdo da exatidao e precisao considerados adequados para a
determinacdo de halogénios e enxofre em baixas concentragfes. Por fim, 0 método

proposto foi aplicado para diversas amostras de mel de origem variada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método visando a
determinacado de Br, Cl, F, | e S por IC-CD-MS em mel, ap6s a decomposi¢cdo das
amostras por MIC.

2.2. Objetivos especificos

e Otimizar parametros experimentais com relacdo ao preparo de amostras de mel,
como a composicao e concentracdo da solucdo absorvedora dos analitos, para
posterior determinacdo de halogénios e S;

¢ Avaliar a exatiddo do método proposto por meio de ensaios de recuperag¢do, com
adicao de solucéo padrao e por meio da avaliacao de materiais de referéncia (RMs).

e Comparar os resultados obtidos pela IC-CD-MS com aqueles obtidos com técnicas
de referéncia para a determinacéo dos analitos, tais como ICP-OES, ICP-MS e ISE.

¢ Aplicar o método desenvolvido em 19 amostras de mel provenientes de 11 paises.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos gerais e principais caracteristicas do mel

Segundo o Codex Alimentarius, o mel é um produto de origem animal, produzido
por abelhas a partir de néctar de flores, secrecdes de plantas e excre¢des de insetos
depositadas sobre as plantas. As abelhas coletam essas substancias, metabolizando
e depositando-as nos favos para sofrer processos de desidratacdo e maturacao,
dando origem ao mel (FAO, 1981a). Estima-se que o mel seja consumido como
alimento pela espécie humana desde os primordios da humanidade. Entretanto, o
primeiro povo a criar abelhas em cativeiro para producédo de mel foi o egipcio, cerca
de 2400 anos a.C. (CAMARGO et al., 2002). Além disso, o mel é utilizado em diversas
culturas para fins terapéuticos. Algumas evidéncias apontam que o mel possui
atividades antibacterianas (EFEM et al., 1992), anti-inflamatérias e antioxidantes
(AHMAD et al., 2009; BILSEL et al., 2002), antineoplasticas (SWELLAM et al., 2003)
e de estimulacéo da resposta imunolégica (AL-WAILI et al., 2004).

Atualmente, o mel possui grande importancia econémica para diversos paises.
No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de
2018, estima-se que esse produto representou um faturamento de cerca de
R$500.000.000,00 com uma produgdo maior que 42 milhdes de quilogramas.
Segundo a série de dados dos anos anteriores, esse foi 0 maior valor registrado desde
que 0 censo comecgou a ser feito, em 1974. E valido destacar que a regido do pais
com maior producdo de mel no referido ano foi a regido sul, responsavel pela producao
de mais de 16 milhdes de quilogramas (IBGE, 2018).

O mel € uma substancia viscosa, aromatica e agucarada. Sua composicado €
majoritariamente de acUcares e agua, bem como de alguns nutrientes minoritarios,
tais como proteinas, &cidos orgénicos e minerais, totalizando cerca de 200
substancias (CAMARGO et al., 2002; DA SILVA et al., 2016). Entretanto, sua
composicdo exata varia de acordo com sua origem boténica, origem geogréfica e
espécie de abelha que o produziu. As abelhas mais empregadas na apicultura
praticada no Brasil sdo da espécie Apis mellifera, podendo ser de diversas ragas que
surgiram devido as diferentes condicbes ambientais onde cada uma se desenvolveu
(CAMARGO et al., 2002).
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Nesse sentido, diversos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a
caracterizagdo quimica e fisica do mel. No entanto, a vasta maioria desses trabalhos
se dedica a determinacdo de compostos majoritarios como acgucares, proteinas e
acidos organicos (DA SILVA et al., 2016). Em menor proporcdo estdo publicados
estudos sobre a determinagcéo do conteudo mineral do mel, com relacdo a elementos
como alguns metais alcalinos e alcalino-terrosos, alguns metais de transicao e metais
denominados como “metais pesados”; ou seja, alguns elementos quimicos com
potencial toxicidade (ALQARNI et al., 2014). Além da caracterizacdo do produto,
outros estudos utilizam a determinacdo de alguns elementos visando estabelecer
biomarcadores de autenticidade do produto, origem botanica (florada, clima ou bioma)
ou origem geografica, tendo em vista que evidéncias apontam que o perfil elementar
de méis pode ser utilizado como indicador de poluicdo ambiental, mais
especificamente do uso de pesticidas, que podem contaminar solos e aguas
(ARVANITOYANNIS et al., 2005; DA SILVA et al., 2016; FERMO et al., 2013).

Por outro lado, embora esteja cada vez mais evidente a importancia do
conhecimento acerca da concentracao de ndo-metais em diversos tipos de amostras,
incluindo alimentos, sdo escassos relatos da determinacdo de ndo-metais em mel.
Algumas publicac¢des dos ultimos dez anos relatam a determinagéo de alguns destes
elementos em mel, mas a maioria com enfoque na andlise quimiométrica para a
comparacao de diversos meéis, sem abordar o desenvolvimento do método analitico
(CZIPA et al., 2015; KROPF et al., 2010; VINCEVICA-GAILE, 2010). Com relacdo a
determinacdo de halogénios em mel, alguns métodos vém sendo desenvolvimentos
para esta finalidade (COSTA et al.,, 2015; MULLER et al., 2017). Contudo, ainda
existem limitacdes com relacdo a determinacdo concomitante de outros elementos
além de CI, Br e I, como realizado nos estudos citados, tendo em vista a técnica de
determinacao utilizada, o que sera detalhadamente abordado posteriormente.

Essa escassez estd refletida na legislagdo que regulamenta os diversos
aspectos acerca desse alimento. No ambito internacional, o Codex Alimentarius
regulamenta os critérios de qualidade do mel, no que diz respeito a composi¢do
majoritaria (limites maximos de parametros como teor de acucares, umidade e acidez
residual) e aos aspectos fisicos e visuais (DA SILVA et al., 2016). Da mesma forma e
baseado nesse mesmo documento, a organizacdo do MERCOSUL, através do
Regulamento Técnico MERCOSUL/GMC/RES. N° 56/99, estabelece os mesmos
critérios de qualidade do mel (MERCOSUL, 1999).
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No Brasil, a legislacao vigente que estabelece os critérios de qualidade desse
alimento também se baseia nos documentos citados, através das Instrucdes
Normativas n° 11, de 20 de Outubro de 2000 do (a época) Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2000); e n° 11, de 22 de Maio de 2012 do (atual) Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2012). Entretanto, cabe mencionar o fato
da legislacéo brasileira ser extremamente complexa, no sentido de que o mesmo
produto — no caso, o0 mel — pode ser regulado por diversos 6rgaos. Dentre esses pode-
se citar o MAPA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e Ambiental (ANVISA),
Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO), dentre outros. Mesmo assim, é notavel
a falta de regulamentacéo com relacdo a presenca dos componentes minoritarios no
mel, como os nao-metais, no Brasil. Até o presente momento, ndo foram encontrados
textos legais sobre essa matéria. No cenario internacional, embora a regulamentacéo
seja feita de forma mais simplificada, também nao foi encontrado nenhum ato

regulatério a respeito desses elementos.

3.2. Halogénios (Br, Cl, F e ]) e enxofre

Elementos como Br, Cl, F e I, do grupo dos halogénios, e S podem ser
encontrados naturalmente no meio ambiente. Entretanto, esses elementos também
podem ser contaminantes em solos e &guas, provenientes de atividades
antropogénicas, tais como o uso de pesticidas e fertilizantes (FUGE, 1988; TETTE et
al., 2016). Tendo isso em vista, é possivel que esses elementos estejam presentes
em produtos de origem natural, como é o caso do mel que, por sua vez, € produzido
pelas abelhas a partir de substancias presentes em plantas (CAMARGO et al., 2002).
Por outro lado, € evidente a importancia do conhecimento acerca do teor dos
halogénios e enxofre em alimentos, uma vez que eles desempenham importantes
papéis no metabolismo humano, e sua ingestdo em excesso ou a deficiéncia deles no
organismo pode acarretar em diversos disturbios para a saude (KIRK, 1991; NIMNI et
al., 2007).

O Br tem seu potencial sedativo e anticonvulsivante bem estabelecido, mas suas
funcgdes fisiologicas ndo sédo totalmente estabelecidas (KIRK, 1991). O primeiro papel
fisiologico desse elemento em humanos identificado foi 0 seu potencial para modular
uma enzima eosinofilo peroxidase na defesa antiparasitaria do organismo (WEISS et
al., 1986). Além disso, algumas evidéncias apontam que o Br- atua competindo com
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outros elementos, como Cl- e I, em seus receptores, agindo em mecanismos de
transporte e ativacaol/inibicdo de enzimas (KIRK, 1991; VOBECKY et al., 1996). Se
ingerido em excesso, 0 Br pode ter efeitos toxicos, causando o aparecimento de
sintomas como tremores, alucinacdes e perda de memoria (KIRK, 1991). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, a ingestéo diaria recomendada de Br é de 4 mg por
quilograma de massa corporal (WHO, 2009).

O ClI, por outro lado, tem suas func¢des fisiolégicas bem estabelecidas como, por
exemplo, a sua participacdo na regulacdo da pressdo osmotica e do balanco acido-
base e na manutencdo do pH sanguineo (CORNELIS et al., 2005). Esse elemento
também atua em diversas rotas metabdlicas no organismo humano, como por
exemplo no transporte de CO2, manutencédo da funcéo renal, modulacdo enzimatica e
geracao fotossintética de oxigénio (KIRK, 1991). Além disso, pode-se mencionar que
a deficiéncia no transporte de CI- no organismo pode estar associada com doencas
como a fibrose cistica, e alteracdes em funcdes neurais (KIRK, 1991). Quando
ingerido em excesso, esse elemento pode provocar distlirbios como acidose
metabdlica, dores de cabeca e hipertensao (WHITNEY et al., 2002). Nesse sentido, é
recomendada a ingestdo de 2300 mg diat, em média, para adultos entre 19 e 50 anos
(MEYERS et al., 2006).

Outro elemento do grupo dos halogénios, mas que apresenta um
comportamento bioquimico bastante diferente dos demais € o F, sendo o Unico capaz
de se incorporar a rede cristalina de tecidos mineralizados, como 0ssos e dentes
(KIRK, 1991). Tendo isso em vista, esse elemento € considerado um micronutriente
importante no desenvolvimento humano, e estd presente em diversos tipos de
alimentos, principalmente aqueles provenientes de ambientes marinhos. Entretanto,
em excesso (> 6 mg por quilograma de massa corporal ao dia) o F pode provocar
doencas 0sseas como osteoporose, ou até mesmo ser letal. Por outro lado, a ingestao
minima recomendada de NaF é de 4 mg dia' para homens e de 3 mg dia! para
mulheres (KIRK, 1991; PRYSTUPA, 2011).

Também com um papel fisiologico bem estabelecido, o | € um elemento
considerado essencial no metabolismo humano. Sua principal funcéo é a participacao
na sintese dos hormonios tireoidianos. Tanto em deficiéncia quanto em excesso, esse
elemento pode causar hipo- e hipertireoidismo, respectivamente, distarbios
amplamente estudados pela endocrinologia (KIRK, 1991; ZIMMERMANN et al., 2008).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, adultos devem ingerir cerca de 0,15 mg
por quilograma de massa corporal ao dia de | (WHO, 1996).

Por fim, o0 S é um elemento pertencente a classe dos ndo-metais que
desempenha um importante papel biolégico. Esse elemento estd presente em
aminoacidos essenciais e nao essenciais, unidades basicas das proteinas (MEYERS
et al.,, 2006). Além disso, o S participa da sintese de diversos metabdlitos
intermediarios a diversas rotas metabdlicas, como por exemplo a glutationa. Assim,
evidéncias indicam que o S tem papel fundamental no controle homeostatico da
sintese de algumas biomoléculas (NIMNI et al., 2007). Por fim, alguns estudos
apontam a participacdo desse elemento em mecanismos de defesas antineoplasticos
(CONNELLY et al.,, 2013). Apesar da importancia do S no organismo, nao foram
encontrados dados acerca da recomendacéo de ingestdo diaria para esse nutriente.
Todavia, ha uma estimativa da ingestdo adequada de S para manutencdo do bom
funcionamento do organismo de 850 mg dia!, baseada na recomendacéo de ingestédo
de proteinas (MEYERS et al., 2006).

Dentro desse contexto, e com base no consumo em larga escala de mel no
mundo, salienta-se a importancia da determinacédo e controle das concentracfes de
elementos como os halogénios e S nesse alimento. Assim, devido a necessidade de
resultados confiaveis no que tange essas analises, fica evidente a necessidade do
desenvolvimento de métodos analiticos adequados, desde o preparo da amostra a

analise e interpretacdo dos resultados.

3.3. Preparo de amostras para posterior determinacdo de ndo-metais

Na sequéncia analitica, apdés a etapa de amostragem, é necessario realizar a
separacao entre a matriz da amostra e os analitos. Para isso, é executada a etapa de
preparo de amostras. Esta etapa € considerada a mais critica dentro da sequéncia
analitica, com a maior quantidade de incertezas associadas, bem como maiores
custos e tempo requerido para sua execucao (KRUG, 2019). Além disso, para tornar
a amostra compativel com a maioria das técnicas de determinacdo disponiveis
atualmente e dirimir o efeito de interferéncias de matriz, faz-se necessario que os

analitos estejam disponiveis em uma solucdo adequada. Portanto, € importante

ressaltar que o método de preparo de amostras mais adequado a ser adotado
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depende, dentre outros fatores, das caracteristicas das amostras e dos analitos, nao
existindo um método universal (KRUG, 2019; SNEDDON et al., 2006).

Nesse sentido, diversos métodos séo descritos na literatura, desde os classicos
aos atuais, desde os mais brandos aos mais drasticos. A classificacdo dos métodos
de preparo pode ser feita de acordo com os fendbmenos fisicos e/ou quimicos que
regem seu processo (KRUG, 2019). E valido enfatizar que esta classificacéo leva em
consideracéo a for¢ca de ataque a matriz da amostra. Isto €, uma determinada amostra
pode ser submetida a procedimentos de dissolucéo, extracdo ou digestdo, em ordem
crescente de forca de ataque. Nos dois primeiros, ha apenas a presenca de
fenbmenos fisicos, ndo ocorrendo modificagbes quimicas da matriz. Por outro lado,
na digestdo, h4 a completa destruicdo da matriz por meio de uma reacao quimica
(KRUG, 2019).

Quando se trata de determinacdo elementar em amostras de composicao
predominantemente organica, geralmente € necessaria a destruicdo completa da
matriz. Isto porque, embora métodos de extracdo utilizando solu¢des diluidas e o
auxilio das mais diversas fontes de energia (agitacdo, aguecimento convencional,
ultrassons, etc.) sejam Uteis para algumas finalidades (NOBREGA et al., 2006), as
solucdes obtidas por esse método mais brando podem apresentar componentes da
matriz dissolvidos, que podem impossibilitar sua analise via técnicas instrumentais
(KRUG, 2019). Tendo isso em vista, métodos de digestdo sdo amplamente discutidos
na literatura visando possibilitar a determinacdo elementar empregando-se essas
técnicas.

Inicialmente, foram difundidos na literatura métodos de digestdo via Umida
empregando acidos minerais para decomposicdo de matrizes organicas, utilizando
sistemas convencionais, como o bloco digestor; e posteriormente foram propostos
sistemas mais modernos, utilizando o auxilio de fontes alternativas de energia, como
ultrassom e radiacdo micro-ondas (FLORES et al., 2007; KRUG, 2019). Vale ressaltar
gue tanto os sistemas convencionais quanto aqueles que empregam energias
alternativas podem ser utilizados em sistemas com frascos abertos ou fechados.

Entretanto, a aplicacdo das técnicas mencionadas acima possui algumas
limitacOes. Pode-se citar, por exemplo, a limitacdo para a decomposicdo completa de
materiais organicos com elevada estabilidade e matrizes extremamente complexas,
como petréleo, polimeros e grafite; ou materiais com elevado teor de gorduras,

proteinas e agucares (FLORES et al., 2007). Por outro lado, outra limitacdo que pode
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ser mencionada € a utilizacdo de acidos minerais para a determinacéao de ndo-metais,
principalmente os halogénios. Isto porque estes elementos podem formar compostos
volateis em meio &cido e serem perdidos durante a etapa de preparo da amostra
(ANTES et al., 2010; VANHOE et al., 1993).

Nesse sentido, sdo estudadas duas principais estratégias para contornar esses
inconvenientes com relagédo a determinagéo de halogénios e outros ndo metais. A
primeira delas é o desenvolvimento de métodos envolvendo a extragéo ou dissolugéo
alcalina utilizando-se como reagentes solu¢cdes como o hidroxido de tetrametilaménio
(TMAH), aminas terciarias solUveis em agua ou outras bases fortes. Contudo, embora
o TMAH, por exemplo, possua elevada capacidade de solubilizar matrizes orgéanicas
— incluindo materiais biolégicos com elevado teor de gordura — e evite a volatilizagdo
dos analitos, as solugcdes resultantes apresentam elevado teor de carbono residual
(RCC) ou elevadas concentracdes de carbono dissolvido (DOC). Isto porque, esse
reagente ndo apresenta capacidade de decomposicado da matéria organica e possui
atomos de carbono em sua composicdo (NOBREGA et al., 2006). Cabe salientar que
esse fator pode ser impeditivo ou prejudicar a obtencdo de limites de deteccdo
adequados na determinacdo de alguns elementos levando-se em consideracéo
algumas técnicas instrumentais.

A segunda alternativa é a utilizacdo de técnicas baseadas em reacbes de
combustéo e estabilizacdo dos analitos em soluc@es alcalinas diluidas (KRUG, 2019).
Frente a extracao ou dissolucao alcalina, essas técnicas apresentam vantagens como
a possibilidade de decomposicdo completa da matéria organica das amostras,
evitando interferéncias de matriz; bem como a utilizagéo de solucdes alcalinas diluidas
para retencdo dos analitos, evitando a sua perda por volatilizacdo e também a
obtencdo de menores valores de brancos analiticos (BARIN et al., 2014). Nesse
sentido, nesta revisdo sao apresentados aspectos gerais e principios fundamentais
empregados nos métodos de combustdo, bem como aplicagdes recentes utilizando-

0s para posterior determinagédo de nao metais, com destaque para a MIC.

3.3.1. Técnicas de combustéo para o preparo de amostras

Como foi mencionado anteriormente, a determinacdo de n&o-metais € um
desafio do ponto de vista tanto do preparo de amostras quanto das técnicas de
determinacdo. Com relacdo ao preparo de amostras, esse desafio vem sendo

enfrentado com o desenvolvimento de sistemas de combustdo. Esses sistemas sao
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baseados na reacdo de oxidacdo da matéria organica através do O2, e sdo uma
interessante alternativa aos métodos de decomposi¢éo via umida (KRUG, 2019).

Essa estratégia € empregada tendo em vista que os métodos baseados em
combustdo suprem as principais limitacbes dos por via Umida, mencionados no item
anterior (FLORES et al., 2004). Além disso, utilizar a combustdo no preparo de
amostras oferece diversas vantagens, tais como a decomposicdo praticamente
completa da fragdo organica da amostra, mesmo para matrizes extremamente
estaveis, maior rapidez no processo de decomposicéo de forma geral, e apresentam
menor risco de contaminacdo pela eliminacdo do uso de reagentes concentrados
(FLORES et al., 2007). E importante destacar também que métodos de combust&o
em sistemas fechados sdo uma excelente alternativa para a posterior determinacéo
de elementos volateis e as solu¢des obtidas no final do procedimento apresentam
pouca acidez residual e baixos teores de carbono dissolvido, sendo compativeis com
multiplas técnicas instrumentais (FLORES et al., 2007).

De maneira geral, os métodos de preparo de amostras por combustéo envolvem
um combustivel (matéria organica a ser decomposta) e um oxidante (O2), produzindo
calor em uma liberacéo de energia intensa (formacao de chama e emissédo de luz) e
os produtos da oxidacdo do combustivel. Assim, a equacdo geral das reacdes de
combustédo é dada a seguir (BARIN et al., 2014):

CxHzy + [O2] 2 XCO2(g) + YH20() + energia

Reacao 1.

Em sistemas abertos, o fornecimento de Oz para a reacdo é constante, uma vez
gue 0 oxigénio esta presente no ar atmosférico, e o reagente limitante € a matéria
organica. Entretanto, em sistemas fechados, o fornecimento de O: é limitado a
quantidade do géas presente no interior dos recipientes, o que pode ser uma limitacéo
para a decomposicdo completa de elevadas massas de amostra. Assim, destaca-se
a utilizacao de sistemas fechados que possibilitem o fornecimento de O2 em excesso,
COmo 0s sistemas que apresentam a possibilidade de pressurizacao.

Além disso, vale ressaltar que o processo de decomposicdo tambem é
dependente da temperatura atingida durante o processo. Nas rea¢des de combustéo,
a temperatura atingida depende da massa e do tipo de amostra utilizada, mas também

da razdo O2/combustivel (KRUG, 2019). Nesse sentido, destaca-se a utilizacdo de
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sistemas fechados e pressurizados que possibilitam a obtencdo de maiores
temperaturas, otimizando a eficiéncia de decomposicdo, mesmo para elevadas
massas de amostra.

S&o diversos os sistemas que empregam o principio da combustéo para preparo
de amostras. Os mais comuns sdo: combustao via seca, sistemas com plasma de Oz,
sistema de Wickbold, frasco de Schoniger, bomba de combustédo e, fornos micro-
ondas (MIC e combustéo iniciada por radiacdo micro-ondas focalizada em sistema
aberto (FMIC)) (FLORES et al., 2007; KRUG, 2019). Nesta revisdo um maior enfoque
sera dado a MIC em virtude das suas caracteristicas para posterior determinacéo de

halogénios, como seré apresentado no item a seguir.

3.3.1.1. Combust&o iniciada por micro-ondas (MIC)

O principio basico de funcionamento da MIC é a reagdo em sistema fechado
entre a fragdo orgéanica da amostra com o Oz, assim como 0s métodos mais classicos,
como frasco de Schoéniger e bomba de combustdo, mencionados anteriormente.
Entretanto, a MIC alia as multiplas vantagens dos métodos de combustdo com as
vantagens dos sistemas de decomposi¢ao por via imida com aquecimento por micro-
ondas em frascos fechados. A MIC proporciona uma eficiente oxidacdo da matéria
organica devido a atmosfera pressurizada com Oz, caracteristica atrelada aos
processos de combustdo. Concomitantemente, ha a possibilidade da realizacédo de
uma etapa adicional de refluxo apds a decomposicao, caracteristica dos métodos via
Uumida em sistemas fechados (FLORES et al., 2004). Além disso, a MIC proporciona
a decomposicdo de elevadas massas de amostras (geralmente até 500 mg). E valido
mencionar que esses fatores contribuem para a diminuicdo dos valores dos limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) obtidos com a MIC e para a melhora na
recuperacdo dos analitos, em comparacdo com outros métodos de preparo de
amostras (BARIN et al., 2014). Por fim esse método € apropriado para a determinacao
de metais e ndo-metais, devido a possibilidade de se escolher a solu¢éo absorvedora
mais adequada, e seus digeridos sdo compativeis com multiplas técnicas de
determinacao (FLORES et al., 2007; FLORES et al., 2004).

A MIC é executada no mesmo sistema utilizado para a decomposic¢ao via imida
assistida por radiacdo micro-ondas, isto €, frascos de quartzo com tampas de PTFE,
apenas com o acréscimo de um dispositivo de quartzo para suporte das amostras

(FLORES et al., 2004). De forma geral, a amostra é pesada, prensada na forma de
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comprimidos ou, caso se trate de uma amostra liquida ou semissolida, envolvida em
filmes poliméricos como o polietileno (PEREIRA et al., 2008), e colocada sobre o
sistema de igni¢céo no suporte de quartzo (um pequeno disco de papel filtro umedecido
com a solucao ignitora). Esse suporte contendo a amostra, por sua vez, € inserido no
frasco de quartzo, onde previamente € adicionado um volume adequado de uma
solugéo absorvedora. O frasco é fechado, pressurizado e as amostras sdo submetidas
a radiacdo micro-ondas (FLORES et al., 2004). Os detalhes desse sistema estao

demonstrados na Figura 1.

Valvula para
pressurizagao/
alivio de pressao » Tampa de PTFE

— Frasco de quartzo

89 mm

Invélucro contendo «—
a amostra

S
3
3
e 5 mmI
Solugao absorvedora + le
\/ 20 mm

Figura 1. Esquema geral do sistema utilizado para execucdo da MIC (a) e as
dimensdes do suporte de quartzo para amostras (b). Adaptado de
(MESKO, 2004; 2008).

— Suporte de quartzo

E valido ressaltar que o suporte de quartzo para amostras demonstrado na
Figura 1 (b) proporciona o contato entre o O2 e a amostra (devido a presenca de
ranhuras na parte inferior do suporte) e apresenta um funil na sua parte superior que
permite uma lavagem eficiente da base do suporte na etapa de refluxo. Esse funil
também previne danos a tampa do frasco, protegendo-a da chama durante a
combustdo (MESKO, 2004). Vale ressaltar ainda que, utilizando-se este modelo de
suporte, a amostra fica em uma posi¢cao mais distante da solugcéo absorvedora, o que
previne que a amostra entre em contato com a umidade que, por sua vez, pode
dificultar a combustado completa.

O funcionamento da MIC inicia com a ignicdo, promovendo a reacao de
combustdo da amostra. Ap0s a queima, os analitos sdo absorvidos na solugéo
presente no fundo do frasco. Entretanto, os principais diferenciais deste método dizem

respeito a forma como é realizada a ignicao e a possibilidade da realizagdo da etapa
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de refluxo. Esses processos estdo associados com a utilizacdo da radiacdo micro-
ondas.

Nos métodos classicos de combustdo, a forma de ignicdo apresenta diversos
inconvenientes, como por exemplo a dependéncia com a habilidade do analista (no
caso da ignicdo manual), morosidade, riscos de operacéo significativos, possibilidade
de contaminacg&o por metais (no caso de utilizacdo de filamentos metélicos), dentre
outros (PEREIRA et al., 2015). Assim, a MIC é apresentada como alternativa para
contornar esses problemas, pela ignicdo nesse sistema acontecer devido a interacéo
da radiacdo micro-ondas com a solucao ignitora presente no disco de papel filtro
posicionado sob a amostra, com o frasco ja fechado e pressurizado. As solucfes
empregadas como ignitoras sdo geralmente solugdes de nitratos, sendo a mais
comumente utilizada a solucao de nitrato de aménio (NH4NO3). Nesse sentido, esse
processo ndo é dependente da habilidade do analista, é facilmente aplicado a
procedimentos de rotina, € mais rapido em comparacao com a ignicdo manual e mais
reprodutivel. Além disso, o risco de contaminacgéo é reduzido drasticamente, tendo em
vista que a solucdo de NHisNOs €& encontrada comercialmente com pureza
relativamente elevada e por um baixo custo (PEREIRA et al., 2015).

Outro diferencial da MIC com relacdo a outros métodos classicos de combustédo
€ a possibilidade de se executar uma etapa de refluxo além da combustdo da amostra,
proporcionando melhores recuperagdes dos analitos (FLORES et al., 2004). Durante
a irradiacao das micro-ondas, ocorre a formacao de vapor do solvente devido ao seu
aguecimento. Esse vapor ao se deslocar para a parte superior do frasco encontra uma
superficie mais fria, uma vez que o quartzo ndo interage com a radiacdo micro-ondas,
sendo condensado novamente. Assim, esse processo permite que o vapor, ao ser
condensado, arraste de volta para a solucdo os analitos que ficaram volatilizados na
parte superior do frasco. Esse processo estd demonstrado na Figura 2.

Com relacdo a solucdo responsavel por reter os analitos, é relatado na literatura
a inadequabilidade das solu¢fes acidas para a estabilizacdo de ndo-metais em seu
meio, uma vez que nesse tipo de solugdo esses elementos podem formar suas
respectivas espécies volateis e serem perdidos durante o preparo da amostra,
principalmente os halogénios (ANTES et al., 2010; VANHOE et al., 1993). Nesse
sentido, outra grande vantagem da MIC é a possibilidade da utilizacdo de solugcbes
alcalinas diluidas, responsaveis apenas por absorver os analitos, visto que a

decomposicao da matriz da amostra se da pela combustdo. Assim, de acordo com a
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literatura, solugbes de carbonato de amonio [(NH4)2COs] e de hidréxido de amonio
(NH4OH) s&o comumente empregadas para absorcdo de ndo-metais (MELLO et al.,
2013). Além de serem adequadas para a retencdo desses analitos, essas solucées
podem ser obtidas com um relativo grau de pureza e, por serem utilizadas diluidas, os
valores dos brancos séo significativamente diminuidos. Vale ressaltar também que,
devido a baixa concentragdo e ao baixo volume utilizados, a MIC € um método que

vai ao encontro dos principios da quimica analitica verde.
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(

Figura 2. Esquema do gradiente de temperatura e do
processo de refluxo durante a MIC. Adaptado de
Microwave Reaction System for Sample
Preparation, Anton Paar, http://www.anton-
paar.com.

Devido a essas diversas vantagens relacionadas a MIC, esse método tem sido
amplamente aplicado para determinacdo de halogénios e enxofre em diversos tipos
de amostras, incluindo alimentos. Deve-se mencionar que a MIC foi utilizada para
decompor amostras de mel para subsequente determinacdo de Br e | por ICP-MS,
sendo a primeira aplicacdo deste método de preparo para decomposicdo de uma
matriz com elevado teor de acgucares (COSTA et al., 2015). Entretanto, ressalta-se
que, devido as limitagbes da técnica utilizada, no referido trabalho foi realizada apenas
a determinacé&o de dois dos halogénios, Br e I. Alem disso, a utilizacdo de um reduzido
namero de amostras possibilitou combustdes mais reprodutiveis no que diz respeito a

massa de amostra. Entretanto, quando o nimero de amostras avaliadas aumenta,
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esse comportamento pode nao ser reproduzido, tendo em vista a ampla variacao que
diferentes méis podem ter em sua composi¢ao, principalmente do teor de umidade.
Desta forma, sdo necessérias novas avaliacdes no que diz respeito a massa de
amostra e de auxiliar de combustéo a serem utilizados.

Dentre as outras amostras de alimentos avaliadas recentemente utilizando a MIC
como método de preparo, pode-se ressaltar a determinacdo de Br e | em leite em po
(PICOLOTO et al., 2015), camarédo (MESKO; TORALLES; et al., 2016), farinha (SILVA
et al., 2017), ovos (TORALLES et al., 2017) e arroz (RONDAN et al., 2018); e de Cl e
S em algas comestiveis (COELHO JUNIOR et al., 2017), cereais e leguminosas
(RONDAN et al., 2019). Além disso, deve-se mencionar o uso da MIC no preparo de
diversos outros tipos de amostras para posterior determinacdo de nao-metais, como
amostras de matriz inorganica e biologica, por exemplo (COSTA et al., 2019; MESKO;
COSTA,; et al., 2019; MESKO; PEREIRA; et al., 2019; NOVO; PEREIRA; et al., 2019;
PEREIRA et al., 2016). Um dos trabalhos desenvolvidos utilizando este método de
preparo, deve-se ressaltar, emprega como técnica de determinacao a IC-CD-MS para
a determinacao de halogénios e S em ragéo animal (MELLO et al., 2020).

Com base no que foi apresentado, é possivel verificar que a etapa de preparo
de amostras é imprescindivel para a obtencdo de resultados confiaveis e
representativos. Nao obstante, outro aspecto de suma importancia para qualquer
analise que se deseja executar é a escolha de uma técnica de determinacdo adequada
para o objetivo que se almeja. Nesse sentido, a seguir sdo apresentadas algumas
técnicas instrumentais para a determinacdo de nao-metais, bem como sua

fundamentacéo teodrica e aplicacdes.

3.4. Técnicas instrumentais para determinacdo de ndo-metais

Dentre as técnicas instrumentais utilizadas para a determinacao de nao-metais,
principalmente halogénios, pode-se citar técnicas espectromeétricas, eletroanaliticas,
radioquimicas e de separacdo. Dentre as técnicas espectrométricas, destacam-se:
espectrometria de fluorescéncia de dispersao de raios-X (EDXRF), ICP-OES e ICP-
MS. Como técnica eletroanalitica tem-se a ISE, e como técnica radioquimica, a analise
instrumental por ativagao neutronica (INAA). Por fim, a IC se destaca como técnica de
separacao (MELLO et al., 2013). Estas técnicas apresentam diversas vantagens para
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a determinacdo desses analitos, principalmente a INAA e as técnicas baseadas em
plasma (ICP).

A INAA e as técnicas baseadas em plasma (ICP), s@o técnicas multielementares,
apresentam Otima sensibilidade e detectam a maioria dos elementos da tabela
peridédica (EHMANN et al., 1991; GINE-ROSIAS, 1998; 1999). No entanto, existem
também algumas desvantagens que prejudicam sua aplicacdo em analises de rotina.
A INAA, por exemplo, apresenta as desvantagens inerentes a andlise direta de sélidos
além da necessidade de uma instrumentacdo extremamente complexa (reator
nuclear), de manipulacdo de materiais radioativos e de tratamento dos residuos
gerados (EHMANN et al., 1991).

Com relagédo as técnicas de ICP, estas sdo bem estabelecidas na literatura,
sendo amplamente difundidas e aplicadas para determinacéo de halogénios e enxofre
em diversas amostras, sendo adequadas para a maioria das analises. Uma das suas
poucas desvantagens é o elevado consumo de gas Ar, o que eleva significativamente
0 custo de operacao destas técnicas (GINE-ROSIAS, 1998; 1999). Além disso, a ICP-
MS é bastante utilizada para determinacéo de Br e | (COSTA et al., 2015), enquanto
a ICP-OES é empregada na determinacéo de Cle S (NUNES et al., 2015). Entretanto,
nao foram encontrados relatos na literatura da determinacdo sequencial destes
elementos utilizando apenas uma das técnicas de ICP.

Por outro lado, outra técnica que pode ser utilizada para determinacéo de alguns
nao-metais € a IC. Esta técnica cromatografica de separacao permite a quantificacéo
de analitos catidnicos ou anidnicos quando acoplada a um detector adequado. Dentre
esses detectores, 0s principais sdo espectrofotométricos, fluorométricos,
eletroquimicos ou condutimétricos (FRITZ, 1987) — sendo o ultimo 0 mais comumente
empregado (IC-CD). Quando utilizada a fase estacionaria propria para a separacao
de anions nessa técnica, € possivel realizar a determinagéo de halogénios e alguns
outros ndo-metais em suas formas iénicas, como é o caso de Br-, Cl, F, I e SO4?.

Entretanto, deve-se observar que a IC-CD apresenta algumas limitagdes no que
diz respeito & determinacdo de alguns desses elementos em concentra¢cdes muito
diminutas. Por exemplo, a determinacao de Br- e |I" por IC-CD sempre constitui um
desafio, uma vez que a sensibilidade desta técnica para esses elementos é baixa (em
comparacao com as técnicas com ICP) mesmo utilizando sistemas de supressao da
condutividade do eluente, além disso, geralmente estes elementos estdo em baixas

concentracfes na maioria das amostras (FLORES et al., 2008).
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O F, por outro lado, é coeluido com diversos acidos organicos de baixa massa
molecular. Assim, € requerida a utilizacdo de colunas com maior capacidade de troca
(aumentando o custo da analise) e/ou de gradientes de concentracdo do eluente
(aumentando o tempo de analise) para a quantificacdo deste elemento. Além disso, a
resolucao do sinal também pode ser afetada pela presenca de muitos outros ions em
solucéo. Esses fatores contribuem para a dificuldade da determinacéo deste elemento
por IC-CD (BOSE et al., 2004; LU et al., 2002; WANG et al., 2004).

Visando superar os inconvenientes mencionados e possibilitar a determinacéo
de Br, Cl, F, | e S sequencialmente e em Unica analise, foi proposto recentemente na
literatura a utilizacdo do acoplamento entre a IC-CD a espectrometria de massa (MS).
Nesse sentido, a IC-CD-MS possibilita a determinacéo das formas ionicas desses
analitos por condutividade (CI, F e SO4?) e pela razdo m/z (Br e I') sequencialmente
com seletividade e sensibilidade adequadas (MESKO; PEREIRA,; et al., 2019). Diante
do que foi pontuado até esse momento, nos proximos tépicos dessa revisdo sado
abordados os fundamentos tedricos das técnicas de ICP-OES e ICP-MS de forma
breve, visto que estas foram utilizadas nesse trabalho como técnicas de referéncia
para comparacéao dos resultados; e sobre a cromatografia, com mais detalhes acerca

da IC, técnica utilizada no método proposto.

3.4.1. Técnicas espectrométricas baseadas em plasma (ICP-OES e ICP-MS)

Inicialmente, os métodos espectrométricos eram dados como aqueles baseados
na medida da intensidade da radiacdo eletromagnética ao interagir com o analito.
Posteriormente, os métodos baseados em medidas de razbes massal/carga (m/z)
foram incluidos no hall de métodos espectrométricos. Assim, tem-se 0os métodos
espectrométricos épticos, como é o caso da ICP-OES, e os métodos espectrométricos
de massa, como a ICP-MS (HOLLER et al., 2009). Para restringir esse tépico ao
escopo do presente trabalho, serdo considerados nessa revisdo apenas aspectos
relacionados a métodos espectrométricos atdmicos.

Estas duas técnicas mencionadas, baseadas em plasma para a
excitacdo/ionizagdo dos analitos, sdo consideradas técnicas bem estabelecidas na
literatura para a determinacdo elementar em baixas concentracdes. Isto devido as
suas elevadas seletividade, sensibilidade e frequéncia analitica, além das suas
capacidades de deteccdo multielementar, sendo adequadas para a determinacéo de

muitos ndo-metais, incluindo alguns halogénios. Entretanto, apesar de apresentar
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multiplas vantagens, as técnicas baseadas em plasma sdo pouco utilizadas em
andlises de rotina devido seu elevado custo de manutencdo e operacdo, e por
requerer pericia do analista (GINE-ROSIAS, 1998; 1999).

Além disso, como foi mencionado anteriormente, a determinacdo concomitante
de elementos como Br, Cl, F, | e S configura um desafio para as técnicas baseadas
em plasma. Isso se deve a dois fatores principais, as caracteristicas proprias dos
principios que regem seu funcionamento, bem como a ocorréncia de interferéncias
espectrais na determinacdo destes elementos. Esse tipo de interferéncia ocorre
quando outra espécie, que ndo o analito, € detectada na mesma razdo m/z (para a
ICP-MS) ou na mesma linha de emissao (para a ICP-OES) que estdo sendo
monitoradas (MESKO; COSTA,; et al., 2016), prejudicando a exatidao e a precisao das
medidas (O'BRIEN et al., 2003). No caso da ICP-MS, verifica-se a ocorréncia de
interferéncias isobaricas (elementos diferentes com isétopos de massa proxima a do
analito) e poliatbmicas (combinacao de dois ou mais is6topos, provenientes do plasma
ou do solvente, cuja massa resultante € proxima a massa do analito) (FLORES et al.,
2020).

Para superar esses inconvenientes sao necessarias estratégias como
modificacdes na instrumentacdo (em partes como plasma, tocha e interface, bem
como a insercao de celas de reacdo e analisadores de massa em sequéncia) ou a
melhoria nos métodos de preparo de amostras (FLORES et al., 2020; MESKO;
COSTA,; et al., 2016). Da mesma forma, pode-se mencionar 0 monitoramento de um
isétopo menos abundante (na ICP-MS) ou de uma linha de emissédo secundaria (na
ICP-OES) dos analitos. Esta Ultima estratégia, vale ressaltar, compromete a
sensibilidade e a obtencao de limites de deteccéo adequados (O'BRIEN et al., 2003).

Com relacdo ao F, sua determinagdo por técnicas baseadas em plasma é
incomum tendo em vista a sua elevada eletronegatividade e energia de ionizacéo,
esta Ultima ainda mais elevada do que do Ar, utilizado como fonte de plasma. Devido
a isso, a eficiéncia de ionizacdo do F em plasma de Ar € de apenas 0,0009%,
prejudicando significativamente a sensibilidade da técnica para a sua determinagéo.
Soma-se a isso, sua baixa razdo m/z (19 u) e baixas linhas de emissao (regiao
ultravioleta distante). Com relacdo a possiveis interferéncias espectrais, tendo em
vista a utilizacdo da ICP-MS, essas ocorrem devido a presenca de espécies como
3BAr2*, IH80 e H2%0O'H (FLORES et al., 2020). Assim, torna-se dificil sua

determinacao, tanto por ICP-OES quanto por ICP-MS, e sao requeridas condi¢des
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drasticas para torna-la possivel. Dentre essas condi¢des, quando considerada a ICP-
MS, pode-se mencionar a formacédo de um aduto (como por exemplo BaF*, m/z = 157),
utilizacéo de cela de reacédo contendo um gas que reaja seletivamente com o analito
e analisadores de massa do tipo duplo/triplo quadrupolo ou sector field, que possuem
resolucdo média a alta (BU et al., 2003; GUO et al., 2017; JAMARI et al., 2017).

Com relagdo a Br, Cl, | e S, a determinagdo desses elementos através de
técnicas de ICP apresenta alguns inconvenientes com relacdo a ocorréncia de
interferéncias espectrais. Na técnica de ICP-MS, as principais interferéncias para Br
sdo ocasionadas pela espécie “°Ar®8ArlH para o isétopo 79 do elemento; e pela
espécie “OAr*°Ar'H para o isétopo 81 (BU et al.,, 2003). Para o Cl, as maiores
interferéncias sdo ocasionadas pela combinacédo de atomos de O, H e Ar: 180%Q*H,
170180 e ArH* para o is6topo 3Cl; e 1H36Ar e O2* para o isétopo *’Cl (BU et al., 2003;
MENEGARIO et al., 1998). O |, por outro lado, € um elemento monoisotopico e
raramente suscetivel a interferéncias espectrais na ICP-MS, que ocorrem apenas no
caso de espécies como 8Y38Ar, 87Sr40Ar, 87Rb*0Ar, dentre outras, serem formadas em
niveis significativos (BU et al., 2003). Por fim, cabe mencionar que a determinagdo de
S também é pouco comum por ICP-MS, podendo sofrer interferéncias poliatbmicas de
espécies como O2* e O2H* em espectrémetros de baixa resolu¢cdo (MENEGARIO et
al., 1998).

Por outro lado, a ICP-OES é comumente empregada para a determinacéo de Cl
e S apesar das baixas linhas de emisséo desses elementos (134,724 e 180,731 nm,
respectivamente, na regiao ultravioleta distante). Nao obstante, a utilizacdo dessa
técnica para a determinacao de Br e |, que também possuem baixas linhas de emisséo
(154,065 e 161,760 nm, respectivamente), ndo é comum. Para esses dois ultimos
elementos a sensibilidade da técnica € bastante reduzida. Isto se deve a
complexidade da estrutura dos niveis energéticos de elementos mais pesados como
Br e I, ndo havendo uma linha de emisséao forte para esses elementos (HOUK et al.,
1988). Para a determinagdo dos quatro elementos citados é geralmente séo utilizados
de equipamentos de ICP-OES com a Optica selada e evacuada (MESKO; COSTA,; et
al., 2016), ou purgada. O uso dessa estratégia se faz necessario uma vez que, em
equipamentos sem Optica selada, podem estar presentes substancias no caminho
optico que também absorvem a radiacdo em comprimentos de onda dessa regido (<

200 nm), como o oxigénio atmosferico e vapor de agua (NAOZUKA et al., 2003).
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Tendo em vista esses diversos impasses apresentados, destaca-se a
necessidade do desenvolvimento de novas alternativas que possibilitem a
determinacdo concomitante desses elementos. Uma técnica que vém se destacando
pela sua capacidade multielementar e que apresenta potencial para a determinacao
de halogénios e enxofre sequencialmente € a IC. Nesse sentido, nos proximos itens,
serdo abordados aspectos relevantes e desenvolvimentos recentes desta técnica
visando atender a demanda da determinacao de Br, Cl, F, | e S em Unica andlise.

3.4.2. Cromatografia de ions (IC)

A IC, enquanto técnica instrumental, € uma forma de cromatografia liquida, mais
comumente pautada no fendmeno de troca ibnica, utilizada para separacao,
identificac&o e quantificacdo de espécies idnicas. E valido ressaltar que, embora suas
maiores aplicacfes sejam para determinacdo de ions inorganicos pequenos, a IC
também pode ser utilizada para determinacdo de anions e cations organicos (FRITZ
et al., 2000a). Nesta revisdo, tendo em vista o objetivo do presente trabalho, sera
abordada a separacao de ions inorganicos.

A utilizacdo de resinas de troca ibnica para fins analiticos foi proposta
inicialmente por Walton (1965). Uma solucdo contendo os ions a serem separados
era eluida por uma coluna de vidro contendo uma resina trocadora de ions
preenchendo seu interior. Fracbes da solucdo, apds percolarem a resina, eram
recolhidas em diferentes tempos de eluicdo para serem analisadas (WALTON, 1965).
Entretanto, o primeiro sistema cromatografico com capacidade de deteccéo foi
desenvolvido por Small et al. (1975) dez anos depois (FRITZ et al., 2000a; SMALL et
al., 1975).

Com relacao a instrumentacao dos cromatégrafos de ions, é possivel visualizar
na Figura 3 uma representacdo esquematica genérica de um cromatografo de ions e
a disposicao de seus componentes (HOLLER et al., 2009). Vale ressaltar que, com o
avanco da tecnologia e da automacdo dos equipamentos de laboratério, mais
componentes podem ser vistos em cromatografos de ions mais modernos. A respeito
do principio basico de funcionamento, analogamente a outros tipos de cromatografia
liquida, na IC a separacdo tanto anibnica quanto catibnica acontece devido as
diferencas na interacdo desses ions tanto com a fase estacionaria (f.e.), quanto com

a fase movel (f.m.).
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Figura 3. Instrumentacdo de um cromatografo de ions com supresséo e detecc¢ao
condutimétrica. Os componentes basicos sao: (i) reservatérios contendo o
eluente (f.m.); (ii) sistema de bombeamento (geralmente de alta presséo);
(iii) valvula e alca de injecdo da amostra; (iv) coluna, contendo a f.e.; (V)
supressora (opcional); (vi) detector; e (vii) sistema de processamento de
sinal e dados. Adaptado de Cromatografia de ions, Metrohm,
http://www.metrohm.com.br.

Considerando-se a IC, a f.e. consiste em uma resina trocadora funcionalizada
com alguns grupamentos capazes de se ligar temporariamente com outros ions de
mesma carga. Nesse tipo de cromatografia a fase mdvel, por sua vez, também deve
conter espécies ibnicas, que irdo competir com os analitos pelos grupos trocadores
da fase movel. Assim se estabelece o equilibrio de troca ibnica (FRITZ et al., 2000a).
Vale ressaltar que essa ndo é a Unica forma de separacédo em IC, uma vez que podem
ser empregados também processos de par idnico e exclusado idnica. Entretanto, a
troca ibnica € a mais amplamente empregada e, por isso, sera a forma abordada nesta
revisao.

O equilibrio envolvido nesse tipo de separacéo, é dado pelas reagdes (1) e (2)

demonstradas abaixo:

XResina-L*As) + Y¥@q = Resina-(L*)XY*(s) + XA (aq)
Reacéao 2.

38



XResina-L"C*s) + MX*(ag) = Resina-(L)xM**s) + XC*(aq)

Reacéao 3.

Onde:

L = grupo ligante fixado no material da resina

A" = anion do grupo funcional da fase estacionaria
C* = cation do grupo funcional da fase estacionaria
Y* = analito aniénico, com carga “x-"

M** = analito catidbnico, com carga “x+”

Tomando para as subsequentes demonstracbes a Reacdo (2), e 0 grupo
trocador da fase estacionaria como um grupo amina terciario (—N(CHz3)3*OH"), a
retencdo do analito monocarregado Y- em uma solucéo neutra é dada pela reacao:

R—N(CH3)3*OH"(s) + Y (ag) = R—N(CH?3)3*Y"(s) + OH"(aq)
Reacao 4.

Assim, quando a eluicdo acontece com uma fase moével contendo ions OH-,
como KOH que € comumente utilizado como eluente na IC, o equilibrio é deslocado
para a esquerda. Isto é, o analito fica menos retido na fase estacionaria em
comparacao ao OH", e parte dele é transferida para a fase movel. Esse processo &
continuo e ocorre em toda a extensdo da coluna cromatografica. Nesse sentido, a

constante de equilibrio de troca idnica (Km) € dada por:

[RN(CH3)5 Y~ ]5s[OH Jaq
[RN(CHz)3 " OH~]s[Y " ]aq

TI —

Equacéo 1.

Rearranjando a equacéo (1) em termos da razdo entre a concentracéo do analito

ligado a fase estacionaria e livre em solucéo, tem-se que:

[RN(CH3)5"Y"]; _ [RN(CHy);"OH ],
[Y~Taq T [OH]gq

Equacéo 2.
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Considera-se que a concentracdo de OH- é significativamente maior que a
concentracdo do analito na solucdo que € eluida ([OHJag >> [Y]ag), € Que 0 ndimero
de sitios ativos para troca na fase estacionéaria € também significativamente maior que
a quantidade de analito que pode ser retida ([RN(CH3)3*OHJs >> [RN(CH3)3*Y]s).
Logo, as concentracdes totais de [OH]aqg € [RN(CH3)3*OH]s ndo séo afetadas pelo
equilibrio e, entdo, o lado direito da equacdo (2) é constante. Assim, Kr € uma
constante de distribuicdo do analito Y- definida pela sua atividade (a) na f.m. e na f.e.
Quando Kr >> 1, a tendéncia do analito ficar retido na fase estacionaria € maior.
Quando Kri << 1, pelo contrario, € maior a tendéncia do analito permanecer na fase
movel (HOLLER et al., 2009). Entretanto, é valido ressaltar que, embora o equilibrio
de troca ibnica seja o principio basico, a separacdo também é afetada na pratica por
fatores como a estrutura e capacidade de troca da resina e do grupo funcional, o
didmetro da coluna, presenca de solventes organicos e o modo de eluicdo (isocratico
ou gradiente) (FRITZ et al., 2000c).

Como foi mencionado anteriormente, a composicdo da f.e. (tanto da resina
guanto do grupo trocador) afeta a separacdo dos analitos. No que diz respeito as
resinas das colunas tanto catibnicas quanto anibnicas, suas matrizes podem ser
compostas de polimeros organicos, como 0S copolimeros  de
poliestireno/divinilbenzeno (PS/DVB), de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno (EVB/DVB),
polimetacrilato, polivinil, dentre outros; ou de silica (SiO2) (WEISS et al., 2003). As
caracteristicas da matriz, como estrutura (fibrosa ou esférica) e tamanho de particula
e de poro, modificam a resolucao da separagcado cromatografica na coluna e a afinidade
com diferentes tipos de analitos (ACIKARA, 2013).

Nesse sentido, as matrizes de polimeros organicos oferecem mais flexibilidade
no que diz respeito a construcdo de materiais com diferentes caracteristicas para
proporcionar uma gama de aplicagbes diferentes (como variagcdes na faixa de pH,
melhorar a separagdo de analitos com tempos de retengdo similares em outras
matrizes, favorecer a separacdo de atomos ou de moléculas (e vice-versa), aumentar
a velocidade de separacéo, dentre outros). Por outro lado, as matrizes compostas de
SiO2 tém as vantagens de serem mais estaveis mecanicamente, isto é, suportam
elevadas temperaturas (da ordem de 80 °C) e variagdes no pH de 1 a 12; e possuirem
uma elevada eficiéncia cromatografica. Entretanto, esse ultimo fator limita o tipo de
eluente que pode ser utilizado e de amostra que pode ser analisada (WEISS et al.,
2003).
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Da mesma forma que a composi¢cao da matriz polimérica, os grupos funcionais
— ou grupos trocadores — fixados nestas também afetam as caracteristicas de
separacao da coluna, como a carga dos analitos que serédo separados, por exemplo.
Assim, ha grupos trocadores de cations e grupos trocadores de anions, e ambos
podem ser classificados como trocadores fortes ou fracos. Os trocadores fortes sao
agueles que se ionizam completamente em uma ampla faixa de pH, enquanto os
fracos se dissociam em diferentes graus, dependendo do pH. Trocadores fortes
possuem elevada capacidade de troca, podendo adsorver uma maior gama de
analitos, enquanto trocadores fracos sdo mais flexiveis quanto a seletividade, por
exemplo. Os trocadores para cations mais comumente empregados S80 0S grupos
sulfénico (resina-SOsz'H*, forte) e carboxilico (resina-CHCOO'Na*, fraco), enquanto
gue os trocadores para anions mais utilizados sao os grupos de aménio quaternario
(resina-CHN*(CHs)sCl,, forte) e grupo carboximetil (resina-CH2-COO-, fraco)
(ACIKARA, 2013).

Além da f.e. a composicao da f.m. também influencia na retencéo dos analitos,
como demonstrado anteriormente pelo principio do equilibrio de troca ibnica.
Entretanto, o tipo de eluente a ser utilizado ndo depende apenas da caracteristica dos
analitos que se deseja separar e determinar, mas também do tipo de IC empregada.
Isso porque, como € possivel observar na Figura 3, a solugcédo que chega ao detector
apos sair da coluna contém tanto ions provenientes da amostra (analitos) quanto do
eluente. Se considerado o principal detector utilizado na IC, isto €, o detector
condutimétrico, a presenca dos ions provenientes da f.m. aumenta a condutividade de
fundo e, assim, prejudica a sensibilidade da técnica e sua capacidade de deteccéo
(FRITZ et al., 2000c). Tendo isso em vista, a IC pode ser dividida em dois modos
principais: com e sem supressao do eluente.

A IC sem supressao, anteriormente chamada de IC em coluna Unica, € baseada
na utilizacdo de resinas com pouca capacidade de troca, bem como de eluentes com
baixas concentracdo i6nica e condutancial. Embora essa estratégia permita a
determinacdo de alguns ions empregando-se uma instrumentacdo mais simples, ha

uma significativa perda de sensibilidade, como mencionado anteriormente, e

1 Deve-se atentar para o fato de que os termos “condutividade” e “condutancia” ndo sao equivalentes.
O primeiro diz respeito ao carater elétrico especifico de um material, enquanto o segundo refere-se ao
oposto da resisténcia que, por sua vez, € influenciada por outros fatores alheios a composicao.
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determinacdes em concentracdes inferiores a 1 ppm sédo bastante limitadas ou
improvaveis (FRITZ et al., 2000c).

Tendo isso em vista, atualmente a forma mais empregada de IC é a baseada em
supressores de condutividade de eluente. Além de reduzir a condutancia de fundo, o
sistema de supressdo pode aumentar a condutancia dos ions a serem determinados.
A primeira forma de supressdo desenvolvida consistia em uma segunda coluna
posicionada apds a primeira e antes do detector condutimétrico. Entretanto,
atualmente existem dispositivos menores e mais eficientes do que uma coluna e que
fazem uso de diversos tipos de fendbmenos fisicos e quimicos para realizar a
supresséo da condutancia do eluente, como as supressoras de micromembranas ou
as eletroliticas (FRITZ et al., 2000c).

Na Figura 4 é possivel observar como ocorre 0 processo de supressdo do
eluente (KOH) em uma supressora eletrolitica para determinagéo de anions. Esse tipo
de supressora possui um anodo e um céatodo, onde sao gerados os ions H* e OH,
respectivamente, a partir da eletrélise da agua. Os ions OH" sdo responsaveis, nesse
caso, pela remocao do contra-ion positivo do eluente (K*). Os ions H* reagem com o
OH- do eluente e com o analito (Y°). Assim, é gerada a forma acida do analito (H*Y"),
0 que aumenta a sua condutancia, em H20 (que possui baixa condutividade). Vale a
pena ressaltar que, de maneira anéloga, se o eluente utilizado fosse uma solucdo de
Na2CO3/NaHCOs, por exemplo, o produto gerado com a reacdo com os ions H* da
supressora seria o acido carbodnico (H2COs3) — que também possui baixa
condutividade.

Nesse sentido, varios tipos de eluentes podem ser utilizados na IC baseada em
supresséao, de acordo com a necessidade do analista com relacdo ao tipo de analito,
a forca de eluicéo, resolucdo e tempo de analise. Os principais deles, utilizados para
a determinacao de anions, estdo sumariados no Quadro 1 (FRITZ et al., 2000c).

Frente a essa versatilidade, o detector condutimétrico € o mais comumente
empregado na IC com supresséo, possibilitando a determinacéo de uma variada gama
de analitos. Entretanto, vale ressaltar que esse ndo € o unico detector possivel de ser
utilizado. Alguns outros exemplos de detectores para IC sdo aqueles baseados em
deteccdo eletroquimica (amperométrica e potenciométrica, por exemplo), 0s
baseados em deteccéo optica (como os espectrofotométricos na regiao do ultravioleta
e visivel, por fluorescéncia ou indice de refracdo), e os espectrométricos (como o

espectrometro de massa) (FRITZ et al., 2000b). Tendo em vista 0s recentes avangos
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no desenvolvimento da IC combinada com a espectrometria de massa, a seguir tem-
se uma breve revisdo sobre técnicas cromatograficas a liquido com detec¢do por

massa, com enfoque na IC.

Catodo

Descarte — K'OH, H, Hy+ OH H,0 — H,0

IR | [N, s

K+
K+Y-
H*+ OH- = H,O
+ - 2 - Detector
K*OH- H* + Y > H'Y
(eluente)

ANONOUOWNNN | NOUOWNN\N\ Membranatrocadora ds

Descarte_ 20, 0, H HT 0 H:o _HZO

Anodo

Figura 4. Representacdo esquematica do funcionamento de uma supressora
eletrolitica para a determinacao de um anion (Y-) utilizando como eluente
uma solucéo de KOH. Adaptado de (FRITZ et al., 2000c).

Quadro 1. Principais eluentes utilizados em IC com supressao e suas propriedades.

Eluente Anion do eluente | Produto apds supressido | Forca de eluic&o
Naz[B4Os(OH)4]-8H20 | B4O7* H3BO3 Muito fraca
NaOH ou KOH OH- H20 Fraca

NaHCOs HCOs H2CO3 Fraca

Na2COsz + NaHCOs HCO3/CO2* H2COs3 Média
Aminoacido + NaOH | RCH(NH2)CO2 RCH(NH3)CO2 Média

Na2COs CO3* H2CO3 Forte

3.4.2.1. Cromatografia a liquido com deteccao por espectrometria de massa
Embora a IC com deteccdo condutimétrica suprimida seja uma ferramenta

bastante versatil e amplamente aplicada para diversos fins, elementos que sao
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naturalmente encontrados em baixas concentracfes, até mesmo a nivel traco,
representam um desafio para essa técnica. Muitas vezes o desenvolvimento de
métodos mais eficientes de preparo de amostra supre essa lacuna proporcionando a
obtencdo de menores limites de deteccdo. Entretanto, essa estratégia esbarra na
limitacdo da propria técnica com relacdo a sua capacidade de deteccdo. Nesse
sentido, é constante o desenvolvimento de novas instrumentacfes dedicadas a
melhorar a sensibilidade e a capacidade de deteccao das técnicas analiticas.

O uso de técnicas cromatograficas a liquido acopladas a espectrometria de
massa (LC-MS) é considerada uma continuidade natural aos estudos de
desenvolvimento da cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS).
Isso porque o acoplamento a um detector de massa via de regra proporciona um
aumento na sensibilidade e na seletividade das medidas (PITT, 2009). Atualmente, a
LC-MS é bastante consolidada, mas para a determinacdo de compostos organicos
(GHOSH et al., 2012; GIOUMOUXOQUZIS et al., 2015; HO et al., 2003; KRUVE et al.,
2014; PITT, 2009).

Seguindo essa tendéncia, alguns estudos avaliaram a determinacéo de alguns
compostos inorganicos iénicos por uma técnica cromatografica liquida com deteccao
por massa, a cromatografia de ions acoplada a espectrometria de massa (IC-MS). Os
primeiros relatos encontrados do uso da IC-MS para compostos inorganicos sao
estudos de Charles, Pépin & Casetta (1996, 1998). Os autores utilizaram a IC-MS/MS
para quantificacdo de bromato em dgua (CHARLES et al., 1996) e de outros oxihaletos
na mesma matriz (CHARLES et al., 1998). Posteriormente a esses estudos, é possivel
encontrar na literatura alguns outros relatos da utilizagéo desta técnica, principalmente
para determinacao de oxihaletos de ClI, Br, e | em corpos de agua (GILCHRIST et al.,
2016).

Contudo, houve um crescimento natural na demanda pela determinagéo de
outros analitos, incluindo os halogénios sem estarem na forma de seus 6xidos, bem
como outros ndo-metais, em matrizes mais complexas do que agua. Nesse sentido,
permaneceu por muito tempo um paradigma a ser quebrado, mesmo com tantos
avangos no desenvolvimento das técnicas de LC-MS. Visando superar este desafio,
foi recentemente proposto na literatura o emprego da IC combinando a deteccéo
condutimétrica e por massa em unica analise (IC-CD-MS). O método proposto foi
desenvolvido para a determinacao de Br, Cl, F, |, e S em amostras de cabelo humano
(MESKO; PEREIRA; et al., 2019).
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De forma genérica, um espectrometro de massa (MS) consiste em i) sistema de
injecdo da amostra; i) fonte de ions; iii) sistema de alto vacuo; iv) analisador de massa;
V) detector; e vi) processador de dados. No caso da IC-MS, o sistema de injecdo da
amostra do espectrometro geralmente € uma valvula que liga o capilar que sai do
cromatografo de ions ao restante do MS. O analisador de massa, por sua vez, € 0
responsavel pela separacdo dos ions monitorados e, também, pela resolucdo das
medidas. Existem diversos tipos de analisadores de massa, sendo 0s mais comuns o
do tipo quadrupolo, por tempo de voo e do tipo ion trap (GHOSH et al., 2012).

E valido mencionar que os analisadores do tipo quadrupolo sdo os mais
comumente empregados, e podem ser usados individualmente (equipamentos single
guadrupole) ou alguns deles em sequéncia. Um quadrupolo consiste em quatro barras
metalicas paralelas posicionadas a 90° umas das outras. Uma corrente continua e
uma corrente alternada por radiofrequéncia sédo aplicadas as quatro barras, de forma
que duas barras opostas figuem com potencial positivo e as outras duas barras
opostas com potencial negativo. Isso provoca 0 surgimento de um campo
eletromagnético oscilante no espaco delimitado pelas quatro barras metalicas. Assim,
0s ions que sdo direcionados para dentro desse campo eletromagnético sao
acelerados e separados de acordo com sua razdo m/z. Variando-se a radiofrequéncia
e a corrente continua aplicada, diferentes razées m/z séo direcionadas ao detector
(GHOSH et al., 2012). A maioria dos quadrupolos consegue separar razdes até
4000 m/z, com uma resolucdo de 0,1 m/z, podendo ser usado para executar
varreduras ou monitorar um valor especifico (PITT, 2009).

Apesar das inUmeras vantagens do acoplamento de um MS a um cromatégrafo
a liquido, o avanco nos estudos com a LC-MS foi limitado por muito tempo devido a
incompatibilidade entre as fontes de ions dos espectrdmetros e interface de injecao
da amostra para o analisador de massa, com o fluxo liquido constante proveniente
dos cromatégrafos. Como alternativa a esse inconveniente, nos anos de 1980, Fenn
e colaboradores desenvolveram um modo de ionizagdo com uma interface compativel
com a cromatografia liquida, a ionizagao por eletrospray (ESI) (PITT, 2009).

Esse modo de ionizacdo consiste no uso da energia elétrica para converter 0s
analitos para suas formas iénicas (HO et al., 2003; PITT, 2009). Quando os analitos
em solugdo ja estiverem na forma ionizada, a ESI é usada com o propdsito de

transferir esses analitos da fase liquida para a fase gasosa, aumentando a
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sensibilidade da medida (HO et al., 2003), como € o caso quando considerada a IC
como técnica cromatografica.

A ESI inicia na passagem da solugéo proveniente da separacdo cromatografica
por um capilar metalico ou de quartzo submetido a uma elevada voltagem (de 2,5 a
6,0 kV), levando a formacéao de goticulas com carga eletrostatica. Essas goticulas sao
ejetadas da agulha da ponta do capilar (formando o “cone de Taylor”) e pulverizadas
na forma de um spray. Devido a acdo do campo elétrico formado pela diferenca de
potencial entre a saida do capilar e a interface de entrada do analisador de massa, as
goticulas carregadas comecam a migrar em direcdo a este, pela acédo da forca de
atracao eletrostatica. Essas goticulas passam entao pelo processo de reduc¢do do seu
tamanho, e de evaporacao do solvente pela acdo de elevadas temperaturas e/ou pela
presenca de um feixe de um gas inerte (geralmente o N2). Esse processo de reducao
e evaporacdo das gotas causa a aproximacao das cargas opostas, até atingir o
chamado limite de Rayleigh. Assim, se d& a terceira e Ultima etapa desse processo,
gue consiste na implosao das goticulas do solvente (chamada “explosao Couldmbica”)
devido a tenséo eletrostatica presente em seu interior. Os ions sé@o entdo ejetados
para a fase gasosa em direcdo ao orificio de entrada do analisador de massa (GHOSH
et al., 2012; HO et al., 2003).

Dentre os fatores que podem afetar esse processo, pode-se citar a composi¢cao
da f.m. e algumas caracteristicas fisico-quimica dos analitos, tais como o0 seu tamanho
(GIOUMOUXOUZIS et al., 2015). Dentre as principais vantagens desse modo de
ionizagdo, além da compatibilidade com a cromatografia a liquido, deve-se destacar a
possibilidade da ionizacdo tanto positiva (formando cations) quanto negativa
(formando anions). Além disso, a ESI € capaz de ionizar e vaporizar analitos com mais
de uma carga. Esses fatores a tornam muito mais versatil no que diz respeito a
quantidade de analitos que podem ser determinados (PITT, 2009). Na Figura 5 é
possivel observar a representacdo esquematica de como acontece o processo de

ionizagao na ESI nos modos positivo e negativo.
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Figura 5. Representacéo esquematica do funcionamento da ESI nos modos positivo
(superior) e negativo (inferior). Adaptado de (GHOSH et al., 2012).

Além da ESI, outra forma de ionizacdo dos analitos na LC-MS foi desenvolvida
posteriormente, a ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI). Nesse modo de
ionizacao, assim como na ESI, a solucéo é pulverizada apés sair de uma agulha em
direcdo a entrada do MS. Entretanto, apos a formacdo do spray, é aplicada uma
descarga elétrica capaz de ionizar o gas e o solvente presente no ambiente da fonte
de ions. Esses ions reagem com os analitos, os ionizando via transferéncia de carga.
Ao contrario da ESI, a APCI é aplicavel apenas para analitos monocarregados (PITT,
2009). Essas formas de ionizacdo, dentre outras, que proporcionaram a
compatibilizacdo da cromatografia a liquido com a espectrometria de massa
ocasionaram uma impulsdo nos estudos acerca dessa técnica.

Diante dos avancos mencionados, ressalta-se o potencial das técnicas que
empregam a separacdo cromatogréfica aliada a espectrometria de massa, devido a
sua versatilidade para se adaptar de forma eficiente a diferentes objetivos. Assim, &
possivel destacar o uso da IC-CD-MS, que pode ser vista como a forma de se superar
os desafios atuais na determinacdo multielementar a nivel traco de halogénios e

enxofre.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacao

Para a separacdo dos analitos e a detecgdo condutimétrica de Cl, F e SO4?, foi
utilizado um cromatégrafo de ions (modelo ICS-5000+, Dionex/Thermo Fisher

Scientific, EUA). As colunas utilizadas foram a coluna analitica lonPac® AS11-HC

(4 um, 2 x 250 mm) e a pré-coluna lonPac® AG11-HC (4 pm, 2 x 50 mm). Como fonte
do eluente, foi utilizado um cartucho gerador de KOH com coluna aprisionadora de
anions continuamente regenerada. A supressao do eluente foi feita com uma
supressora eletrolitica autorregenerada (membrana de 2 mm). As condi¢des
cromatograficas utilizadas para separacdo dos analitos foram aplicadas de acordo
com um trabalho prévio (MESKO; PEREIRA,; et al., 2019) e estédo descritas na Tabela
1. Um espectrébmetro de massa equipado com um quadrupolo (modelo MSQ Plus,
Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado ao cromatdgrafo de ions, foi utilizado
para a determinacéo de Br e I. Os is6topos monitorados foram &Br e ?7I, e as
condi¢cBes experimentais também foram previamente otimizadas (MESKO; PEREIRA;
et al., 2019). Para injecdo das amostras no cromatdgrafo, os digeridos obtidos apos a
etapa de preparo de amostras foram filtrados utilizando-se microfiltros com fibras de
PTFE e com diametro de poro de 0,2 um. A injecdo das amostras no sistema foi
executada utilizando-se um moédulo de autoamostrador. Na Figura 6 é possivel

observar a instrumentacao descrita.

L‘i

Figura 6. Instrumentacdo do cromatografo de ions com deteccéo
condutimétrica acoplado ao espectrometro de massa.
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Para comparagédo dos resultados obtidos por IC, Cl e S foram quantificados
utilizando-se um ICP-OES (modelo Ciros CCD, Spectro Analytical Instruments,
Alemanha). Bromo e |, por sua vez, foram determinados utilizando-se um ICP-MS
(modelo Elan DRC II, Perkin-Elmer-SCIEX, Canada). Os parametros operacionais
empregados para a determinacgéo dos analitos por ICP-OES e ICP-MS estao descritos

na Tabela 1.

Tabela 1. Condicbes operacionais empregadas para determinacédo de Cl, F, S, Bre |
por IC-CD-MS, para determinacéo de Cl e S por ICP-OES, e paraBr e |

por ICP-MS.
Parametro IC-CD-MS
Eluente (mmol L?) KOH (de 5 até 90)
Vazdo (mL min-1) 0,28
Temperatura da coluna (°C) 30
Volume de injecao (uL) 50
Deteccéo Deteccéo Detecgéo por massa
condutimétrica
Cl, F e SO 8Bre 17|
ZZE;?;S;;’ i.ca lonizacao por eletrospray (ESI)
Temperatura da sonda: 600 °C
Voltagem da agulha: 4,2 kV
Voltagem do cone: 132 V
ICP-MS ICP-OES
Poténcia de RF (W) 1300 1550
Vazao do gas do plasma (L mint) 15 14
Vazdao do gés auxiliar (L min?) 1,2 1,0
Vazao do gas nebulizador (L min't) 1,05 1,00
Camara de nebulizacao Ciclénica Tipo Scott de duplo passo
Nebulizador Concéntrico Fluxo cruzado
Vista - Axial
Cones de amostragem Pt -
Isétopos (m/z) 9Br; 127| -
Linha de emisséo (nm) Cl (134,724)
S (180,731)
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As amostras foram pesadas em uma balanca analitica (modelo AY220,
Shimadzu, Filipinas), com resolucdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g. Uma
chapa de aguecimento com agitador magnético (modelo RH Basic 2, IKA, Alemanha)
foi usada no pré-tratamento das amostras. Um banho ultrassénico (modelo USC-1800
A, Unique, 40 kHz, 155 W, Brasil) foi utilizado para agitagdo mecanica em alguns
procedimentos de descontaminagcao. Uma capela de fluxo laminar classe 100 (modelo
CSLH-12, Veco, Brasil) foi utilizada para secagem de materiais termicamente
sensiveis, como discos de papel filtro e filmes de polietileno (PE).

Um refratbmetro de Abbé de bancada (Analytik Jena, Alemanha) foi utilizado na
determinacao do teor de umidade das amostras.

4.2. Reagentes

A &gua ultrapura (18,2 MQ cm) utilizada em todos os experimentos foi obtida
através de um sistema de purificacdo (modelo Simplicity® UV, Millipore, Merck KGaA,
Alemanha). Todos os reagentes utilizados nesse estudo foram de grau analitico ou
pureza superior.

A solucao absorvedora (hidroxido de aménio, NH4OH) nas concentracdes de 25,
50 e 100 mmol L1, foi preparada com a diluicdo do reagente concentrado, isto &, NH3
27% (Synth, Brasil). A solugdo de nitrato de amoénio (NH4NOz) 6 mol L? foi utilizada
como solucao ignitora na MIC, e foi preparada a partir da dissolu¢éo do respectivo sal
sélido (Merck, Alemanha) em agua ultrapura.

A solucéo de NH4NOz 6 mol L foi utilizada para auxiliar a decomposicéo, sendo
adicionada no interior dos invllucros contendo a amostra. Como auxiliar de
combustéo na MIC, também foi utilizada celulose microcristalina de grau farmacéutico,
obtida em uma farméacia de manipulacéo local.

Para a pressurizacao dos frascos de quartzo para a combustéo, foi utilizado Oz
gasoso (White Martins, Brasil) com pureza de 99,96%. Para as analises utilizando as
técnicas com ICP, o plasma foi gerado com gas argbnio (Ar) de elevada pureza
(99,998%, White Martins, Brasil), também usado para nebulizacdo nesses
equipamentos.

As solucdes padréo de Cl- e SO4%> (1000 mg L) e Br, F e I' (100 mg L) foram
preparadas a partir da dissolucéo dos sais cloreto de sédio P.A. (Dinamica, Brasil),
sulfato de sédio P.A. (Synth, Brasil), brometo de potassio P.A. (Synth, Brasil), fluoreto
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de sodio P.A. (Merck, Alemanha), e iodeto de potassio P.A. (Synth, Brasil),
respectivamente, em agua ultrapura. As solu¢des padréo de calibracao (1,0; 2,5; 5,0;
7,5; 10; e 15 mg L de CI e SO4%), (10; 25; 50; 100; 250; e 350 ug Lt de F) e (2,5;
5,0; 10; 50; 100; e 150 pg Lt de Br e I') foram preparadas a partir da diluicdo das

solucbes padrdo em agua ultrapura.

4.3. Materiais diversos

Vidrarias e materiais de uso de rotina do laboratorio foram descontaminados por
imersao em acido nitrico (HNOs) 10% (v/v) por 24 h, e lavados com agua ultrapura,
alcool etilico bidestilado e novamente com &gua ultrapura.

Os frascos de quartzo, suas tampas de PTFE e os suportes de quartzo para as
amostras foram descontaminados com 6 mL de HNOs 14,4 mol L (Synth, Brasil). O
programa de irradiacdo micro-ondas foi configurado a 1000 W por 10 min
(aquecimento) e 0 W por 20 min (arrefecimento). Posteriormente, foi executada a
descontaminacdo do sistema com agua ultrapura, seguindo 0 mesmo procedimento
mencionado acima, com o mesmo programa de irradiacdo micro-ondas.

Pequenos discos de papel filtro (15 mm de diametro, 0,5% de cinzas, Qualy, J
Prolab, Brasil) foram utilizados como auxiliar da combustdo. Para o preparo dos
invélucros contendo as amostras, foram utilizados filmes de PE, nas dimensdes de 8
X 8 cm. Ambos, discos de papel filtro e fiimes de PE, foram descontaminados
previamente via imersdo em solucédo de HNO3 10% (v/v) e agitados mecanicamente
em um banho ultrassénico (modelo USC-1800 A, Unique, 40 kHz, 155 W, Brasil). Ap6s
esse procedimento, esses materiais foram lavados com agua ultrapura e secos em
uma capela de fluxo laminar classe 100 (modelo CSLH-12, Veco, Brasil).

A celulose utilizada foi descontaminada previamente via imersao em solucéo de
HNOs 10% (v/v) e agitada mecanicamente em um banho ultrassonico (modelo USC-
1800 A, Unique, 40 kHz, 155 W, Brasil), filtrada, lavada com agua ultrapura, filtrada

novamente e subsequentemente seca em uma estufa convencional.

4.4, Amostras

As amostras de mel provenientes de 11 paises foram compradas em mercados
locais, totalizando 19 amostras: 4 do Brasil (BRAL1, BRA2, BRA3 e BRA4), 4 dos
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Estados Unidos da América (EUA1, EUA2, EUA3 e EUA4), 2 da india (IND1 e IND2),
2 do Egito (EGI1 e EGI2), 1 do México (MEX), 1 da Turquia (TUR), 1 da Itélia (ITA), 1
do Canada (CAN), 1 da Inglaterra (ING), 1 da Grécia (GRE), e 1 que é uma mistura
de méis provenientes da Australia e do Brasil (AUS+BRA). Os estudos iniciais e de
otimizacao foram feitos utilizando uma amostra selecionada arbitrariamente (BRAL).

Previamente a execucdo da MIC, as amostras foram levadas a um pré-
tratamento em banho-maria por 30 min a 60 °C para homogeneizagédo, conforme
recomendado pelo método oficial n® 920.180 da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) para preparacdo da amostra teste (AOAC, 2011). Apds esse
procedimento, as amostras foram recondicionadas em recipientes de polietileno de
alta densidade, previamente descontaminados com HNOsz 10% (v/v). Esses
recipientes foram vedados com filmes de parafina plastica e armazenados sob as
condi¢cBes adequadas, isto €, locais secos e sem exposicao a luz solar.

O Material de Referéncia (RM) e o Material de Referéncia Certificado (CRM), RM
NIST 8435 (leite em po6 integral) e CRM NIST 1566A (tecido de ostra), provenientes
do National Institute of Standards and Technology (NIST), foram utilizados na
avaliacdo do desempenho analitico do método, uma vez que ndo ha CRM de mel

disponivel para os elementos avaliados.

4.5. Determinacédo do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado por refratometria, como recomendado pelo
método oficial n°® 969.38 da AOAC (WHITE, 1969). As amostras foram mantidas em
um ambiente termicamente estavel e a temperatura de cada amostra foi medida até
nao haver mais variacdes. Previamente a leitura as amostras foram homogeneizadas
para a dissolucdo dos cristais, conforme descrito no item 4.4.

Para a leitura, 2 a 3 gotas das amostras foram transferidas para o prisma do
refratbmetro e, entdo, feita a leitura do indice de refragdo correspondente. Esse
procedimento foi feito em triplicata para cada amostra. Os valores de refracao
observados, juntamente com o fator de corre¢ao da temperatura, foram utilizados para
obtencdo do percentual de umidade, com base nos valores tabelados que
correlacionam o conteudo de sélidos soluveis com o indice de refragdo (AOAC, 2011).
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4.6. Preparo de amostras de mel por MIC

Para execucao da MIC, massas de até 1000 mg de mel foram pesadas sobre 0s
filmes de PE, seguido da adicdo de 400 mg de celulose microcristalina e 100 pL da
solucéo de NH4sNOs3 6 mol L%, como descrito em um trabalho prévio (COSTA et al.,
2015). Posteriormente, os filmes de PE foram selados por aquecimento usando uma
solda de ferro. Esses involucros de PE contendo as amostras foram entdo
posicionados na base dos suportes de quartzo, sobre um disco de papel filtro
umedecido com 50 pL da solucédo de NH4NO3z 6 mol L'* (PEREIRA et al., 2015). Os
suportes de quartzo foram entdo introduzidos nos frascos de quartzo, contendo 6 mL
de agua ultrapura ou uma solucéo de NH4OH (25, 50 e 100 mmol L), as quais foram
avaliadas como solucdes absorvedoras. Os frascos foram fechados, fixados ao rotor
e pressurizados com 20 bar de O2. O rotor foi levado ao interior da cavidade do forno
de micro-ondas e foi aplicado o seguinte programa de irradiagdo: 1400 W por 50 s
(etapa de ignicéo), 0 W por 3 min (etapa de combustédo), 1400 W por 5 min (etapa de
refluxo) e 0 W por 20 min (etapa de arrefecimento). Apos a combustdo, a pressao

remanescente no interior dos frascos foi liberada antes da abertura destes.

4.6.1. Avaliacdo da proporcao de massa de amostra e de celulose microcristalina

A massa de amostra a ser utilizada, bem como a proporcdo entre a massa de
amostra e a massa de celulose microcristalina foram avaliadas com base em um
estudo prévio (COSTA et al., 2015), no qual a condicdo do método foi estabelecida
como 1000 mg de mel e 400 mg de celulose. No presente estudo, foram avaliadas as
proporcdes i) 1000 mg e 400 mg de celulose; ii) 900 mg de mel e 350 mg de celulose;
iif) 800 mg de mel e 250 mg de celulose; e iv) 800 mg de mel e 400 mg de celulose.

Para realizacdo destes testes de combustdo, os invélucros contendo as
diferentes massas de amostra e de celulose foram preparados conforme descrito no
item 4.6 e inseridos no sistema da MIC. A avaliacdo da combusté&o foi realizada com

base no aspecto visual do digerido obtido apds a queima das diferentes massas.

4.7. Parametros analiticos

A confiabilidade do método proposto para a determinacéo de halogénios e S em

mel por IC-CD-MS foi avaliada, primeiramente, através de ensaios de recuperacao

53



com adicéo de padrao ou adicdo de materiais de referéncia. O ensaio de recuperacéo
com adicao de padrao foi executado com adi¢cédo de 10 pL de uma solucdo contendo
Br (50 mg L1), CI (7200 mg L), F (460 mg L™ 1), I' (40 mg L) e SO4% (1600 mg L?)
diretamente sobre a amostra antes da sua decomposicdo. Para o teste de
recuperacdo com adicdo de RM, os materiais RM NIST 8435 (40 mg) ou CRM NIST
1566A (30 mg) foram misturados com 760 mg ou 770 mg de mel (amostra BRAL),
respectivamente, e com 400 mg de celulose microcristalina, utilizando as condi¢des
otimizadas.

Outra forma de avaliar o desempenho do método foi a comparacdo dos
resultados obtidos por IC-CD-MS com outras técnicas. A determinacéo de Cl e S
também foi realizada por ICP-OES, enquanto a determinacdo de Br e | também foi
feita por ICP-MS. E valido destacar que os analitos foram determinados indiretamente
em suas formas iénicas no caso da IC-CD-MS. Assim, as concentracdes obtidas para
os ions Br, CI, F e I foram consideradas as concentracfes totais para esses
elementos, enquanto os resultados obtidos para SO4> foram convertidos
matematicamente para S pela proporcéo estequiométrica.

Os LODs do método proposto utilizando a MIC e a IC-CD-MS foram calculados
a partir da média mais 3 vezes o desvio padrao dos valores dos brancos obtidos em
10 replicatas. Para o célculo dos LOQs, foi considerada a média mais 10 vezes o
desvio padréao dos valores obtidos para os brancos em 10 replicatas. Além disso, em
ambos os casos, também foram levados em consideracéo fatores como a massa de
amostra, o volume final dos digeridos e, quando necessério, o fator de diluicdo
(MCNAUGHT, 1997).

O tratamento estatistico dos dados foi feito utilizando um nivel de confianca de

95%, através do software GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc, Version 6.01,
2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Avaliacao de caracteristicas fisicas e determinacgao do teor de umidade das

amostras de mel

ApoOs serem identificadas e rotuladas, as amostras foram submetidas a uma
avaliacdo visual do seu aspecto fisico. Fatores como cristalizacdo do acucar e cor
foram avaliados. Foram observados quatro diferentes aspectos entre as amostras
utilizadas nesse trabalho: cristalizado e escuro, em seis amostras; cristalizado e claro,
em uma amostra; fluido e escuro, em seis amostras; e fluido e claro, em seis amostras.
Na Figura 7 é possivel observar esses quatro aspectos descritos para as amostras de

mel.

G/

Figura 7. Aspectos fisicos observados nas amostras de mel, sendo estes: cristalizado
escuro (a), cristalizado claro (b), fluido escuro (c) e fluido claro (d).

Os diferentes aspectos entre as amostras estdo associados as suas diferentes
origens botanicas e geograficas, acarretando mudancas na sua composi¢ao. Outro
fator que também pode influenciar a composi¢cdo do mel, é a raca da abelha utilizada
na sua producdo. Com relacdo a cristalizacdo e a viscosidade do mel, esta vai
depender do teor e dos tipos de acglcares presentes. Por outro lado, a diferenca na
coloracdo nesses produtos esta associada com variagbes no teor de minerais
(CAMARGO et al., 2002).

Outro fator que pode influenciar no aspecto fisico do mel, é o seu contetudo de
agua. Assim, estudos iniciais foram feitos para determinar o teor de umidade das
amostras de mel por refratometria, e os resultados obtidos estdo demonstrados na

Tabela 2.
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Tabela 2. Teor de umidade nas amostras de mel (média + desvio padrao, n=3).

Amostra Teor de umidade (%) Amostra Teor de umidade (%)
BRA1 19 + 0,06 EGI1 17 + 0,89
BRA2 19+0,61 EGI2 17 +0,31
BRA3 18 £ 0,40 MEX 14 + 0,53
BRA4 19+ 0,92 TUR 20 £ 0,89
EUA1 17 + 0,53 ITA 19+0,42
EUA2 18 + 0,62 CAN 20+0,70
EUA3 18 + 0,83 ING 18+ 1,44
EUA4 21 +1,62 GRE 14 + 0,83
IND1 18 + 0,76 AUS+BRA 18 + 0,61
IND2 19+1,22

Pode-se observar que os valores variaram de 14 a 21% nas amostras
analisadas. Com relacdo a amostra (BRA1) escolhida para os estudos de otimizacao
do método analitico, o seu teor de umidade é de 19 + 0,06%.

E vélido ressaltar que, de acordo com o Codex Alimentarius, o teor de agua
maximo em mel é de 20% (FAO, 1981b). Esse teor pode variar de acordo com a regiao
ou estacdo do ano em que o alimento foi produzido (CAMARGO et al., 2002), origem
botanica, estado de fermentacao, técnicas de processamento utilizadas e condicbes
de armazenamento (DA SILVA et al., 2016). Além disso, destaca-se que essa variacao
pode influenciar, até mesmo impedir, a decomposi¢cdo completa da amostra por
métodos de combustdo (NOVO; MELLO; et al., 2019).

5.2. Desenvolvimento e avaliacdo de um método de preparo de amostras por
MIC para posterior determinacédo indireta de halogénios e S em mel
utilizando IC-CD-MS

Visando o desenvolvimento de um método adequado para a determinacdo de
halogénios e S em mel, optou-se por empregar a MIC como método de preparo de
amostras. Outros métodos de preparo, como a dissolucao alcalina assistida por micro-
ondas (MA-AD), ndo foram avaliados. Embora haja relatos na literatura do uso de
bases fortes para solubilizar matrizes orgéanicas e evitar a volatilizacdo de ndo-metais,

em um estudo prévio (COSTA et al., 2015), foi observado que a MA-AD néao foi
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adequada para a determinacédo de halogénios (Br e I) em mel, em comparacéo a MIC.
Isso porque, mesmo o processo sendo executado em sistema fechado e com auxilio
da radiacdo micro-ondas, as solucdes alcalinas ndo sao capazes de decompor a
matéria organica, apenas dissolvé-la. Como consequéncia, as solucbes obtidas ao
final do processo apresentam um elevado teor de carbono dissolvido, o que é
acentuado se considerada a matriz das amostras de mel. Assim, esse fator pode
impedir ou dificultar a determinacdo dos analitos, uma vez que se torna necessario o
emprego de um elevado fator de diluicdo para evitar interferéncias e danos nos
equipamentos. Isso prejudica a obtencéo de adequados LODs e LOQs, dificultando a

determinacao de elementos em baixas concentragdes.

5.2.1. Escolha da massa de amostra e de celulose microcristalina

Para o desenvolvimento do método de preparo das amostras por MIC, o estudo
mencionado anteriormente demonstrou que é possivel decompor até 1000 mg de mel
nesse sistema (COSTA et al., 2015). Entretanto, no presente trabalho foi observado
gue em amostras com maiores teores de umidade, a combustdo néo foi completa em
algumas replicatas utilizando-se essa massa de amostra.

A falta de reprodutibilidade das queimas também foi observada utilizando 900
mg de mel e 350 mg de celulose, e 800 mg de mel e 250 mg de celulose. Vale ressaltar
gue a massa de celulose foi reduzida juntamente com a massa de amostra visando
evitar um aumento nos valores dos LODs e LOQs.

Para evitar uma diminuicdo drastica da massa de amostra, foi realizado um
incremento na massa de celulose a ser utilizada. Assim, foi necesséria a utilizacdo de
400 mg de celulose para 800 mg de mel, obtendo-se por fim queimas completas e
reprodutiveis para todas as replicatas em todos 0s experimentos, ndo sendo
observados residuos nos digeridos. Essa foi a condicdo selecionada para
continuidade do estudo. Para demonstrar esse comportamento, o aspecto dos
digeridos obtidos apds a decomposi¢do de uma amostra utilizando 800 mg de mel e
250 mg de celulose, bem como 800 mg de mel e 400 mg de celulose, esta

demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Aspecto dos digeridos obtidos ap6s a decomposicdo por MIC de a) 800 mg
de mel e 250 mg de celulose, e b) 800 mg de mel e 400 mg de celulose.

Também deve-se mencionar que mesmo utilizando a massa méaxima de amostra
possivel de ser decomposta (1000 mg de mel e 400 mg de celulose), a MIC
proporcionou a decomposicao eficiente da amostra, uma vez que o RCC obtido foi
menor que 1%, como reportado anteriormente (COSTA et al., 2015). Assim, € possivel
que a falta de reprodutibilidade entre as combustdes com essa massa de amostra e
de celulose seja decorrente das diferengcas na composicdo das amostras, como teor
e tipos de acucares, e teor de umidade — como foi mencionado no item 5.1. Isso indica,
mais uma vez, a complexidade dessa matriz no que tange o desenvolvimento de um
método adequado para seu preparo.

Com relacado as diferencas de composicdo entre as amostras que podem
dificultar a obtencéo de queimas reprodutiveis que foram citadas anteriormente, deve-
se mencionar que o processo de combustdo esta relacionado a proporcao de matéria
organica e oxigénio, bem como a temperatura da chama (BARIN et al., 2014). Nesse
sentido, diferencas na concentracdo e composicdo de aglcares presentes na amostra
alteram a proporcdo estequiométrica entre o combustivel (matéria organica) e a
guantidade de oxidante (oxigénio) necessaria para a combustdo completa. Por outro
lado, maiores temperaturas atingidas no sistema auxiliam na decomposicao eficiente
da matéria organica. Entretanto, se o teor de umidade da amostra for elevado, a agua
pode absorver calor, diminuindo a temperatura da chama e dificultando o processo de

combustao.
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5.2.2. Escolha da solug&o absorvedora

Com relacéo a escolha da solucdo absorvedora mais adequada, esta depende
do tipo e concentracdo dos analitos, bem como da matriz da amostra a ser
decomposta (BARIN et al., 2014). Tendo isso em vista, a otimiza¢cao desse parametro
€ importante para um adequado desempenho do método (MELLO et al., 2013). De
forma geral, agua ultrapura e solu¢des alcalinas sdo recomendadas para uma
adequada retencdo de halogénios e enxofre quando utilizada a MIC (COSTA et al.,
2015; MELLO et al., 2013; MULLER et al., 2013; MULLER et al., 2012). Assim, neste
trabalho dgua ultrapura e solugdes de NH4OH (25, 50 e 100 mmol L) foram avaliadas
como solugdes absorvedoras. Para isso, foram feitos ensaios de recuperacdo com a
adicado de 10 pL de uma solucdo padrao contendo os analitos na amostra (800 mg)
antes da combustiio. E importante ressaltar que essa solu¢do padrdo adicionada a
amostra continha diferentes concentra¢cdes de cada analito, correspondendo a 0,625;
90; 2,5; 0,5 e 6,6 mg kg* de Br, Cl, F, | e S, respectivamente. Os resultados de

recuperacéao obtidos estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9. Recuperagfes (%) obtidas para 1 Br, Bm C|, =3 F, E® | e 3 S apos
decomposicdo por MIC (800 mg de amostra + 400 mg de celulose
microcristalina + 10 pL de solugcéo padrao), utilizando H20 ou NH4OH (25,
50 e 100 mmol Lt) como solug6es absorvedoras. Determinacéo por IC-CD-
MS (CI, F e SO4? utilizando deteccdo condutimétrica; Br- e I utilizando
deteccdo por massa), média + desvio padrao, n=3.
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Como esta demonstrado na Figura 9, todos analitos foram recuperados
guantitativamente (95 a 105% de recuperagédo) quando empregadas as solucdes de
50 e 100 mmol L' de NH4OH para sua absorcdo. Além disso, com a solucdo de
NH4OH 50 mmol L foram obtidos os menores RSDs (< 7%) para todos os analitos
(exceto F). O RSD para F quando utilizada essa solucéo foi de 5%, enquanto o menor
valor obtido para esse elemento foi de 0,4% quando utilizada a solugdo NH4+OH
100 mmol L. Ainda assim, é plausivel dizer que o RSD obtido para F utilizando
NH4OH 50 mmol L foi adequado. Tendo isso em vista, esta foi a solucédo escolhida
como condi¢do do método para as outras avaliagdes. E importante mencionar que um
estudo prévio (COSTA et al., 2015) também demonstrou que essa é a solucdo mais
adequada para a retencado de Br e | apds a decomposicao de mel (1000 mg) por MIC.

Tendo em vista a utilizacdo da solugéo absorvedora de NHsOH 50 mmol Lt como
condicdo do método, os LODs e LOQs foram calculados a partir dos valores de
concentracéo dos analitos obtidos nos brancos da amostra feitos com essa solugéao,
e analisados por IC-CD-MS. Com relacdo ao LOD (mg kg?), estes valores foram de
15 (CI), 1,3 (F) e 6,9 (S) utilizando deteccdo condutimétrica; e de 0,21 (Br) e 0,04 (I)
utilizando a deteccéo por massa. Os LOQs (mg kg?) obtidos, utilizando os mesmos
modos de deteccao para os analitos, foram de 21 (Cl), 3,7 (F), 8,7 (S), 0,45 (Br) e 0,08
(). Esses LOQs sdo comparaveis a valores obtidos em outro trabalho empregando
essa técnica de determinacdo (MESKO; PEREIRA; et al., 2019).

A respeito destes limites, deve-se mencionar que a necessidade da utilizacdo da
celulose microcristalina como auxiliar de combustéo, acarretou em um pequeno
aumento nos valores dos brancos para alguns elementos. Este foi o caso para F,
principalmente; e Br. Vale ressaltar que os elevados valores de F nos brancos
analiticos, eram esperados, uma vez que alguns compostos fluorados sdo utilizados
como aditivos na fabricagéo da celulose de grau farmacéutico, principalmente visando
a obtencdo de um excipiente mais hidrofébico e, assim, menos suscetivel a acéo
microbiana (KHANJANI et al., 2018). Com relacdo ao aumento nos valores dos
brancos para Br e I, esse inconveniente relacionado com a utilizacdo da celulose
microcristalina também foi observado em outro estudo (NOVO; MELLO; et al., 2019).

N&o obstante, como descrito posteriormente no topico 5.5, esse problema nao
impediu a determinacéo desses elementos na maioria das amostras, com excec¢ao do
I. Assim, é possivel afirmar que os valores de LODs e LOQs, fornecidos pelo método

proposto, sdo adequados a determinacdo desses elementos em mel. Em um método
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analitico, valores adequados para esses dois parametros estdo diretamente
relacionados com a massa de amostra e pureza de reagentes e materiais utilizados
na etapa de preparo de amostras; bem como da sensibilidade da técnica de
determinacao. Nesse sentido, a MIC combinada a IC-CD-MS proporcionou a obtencéo

de limites adequados para todos os analitos.

5.3. Avaliacdo da exatiddo do método proposto para determinacao de Br, Cl, F,

le S em mel

A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada levando em consideragéo
ensaios de recuperacao com adicdo de RMs, bem como comparando os resultados
obtidos com os valores obtidos com técnicas baseadas em plasma (ICP-OES e ICP-
MS).

5.3.1. Ensaios de recuperacdo com adicdo de materiais de referéncia.

Com relacéo aos ensaios de recuperacao, estes foram realizados com a adicéo
dos RMs (leite em p6 integral e tecido de ostra) utilizados diretamente sobre a amostra
anteriormente a decomposicdo, uma vez que ndo ha RM de mel para os analitos
avaliados. Essa estratégia permite simular as condi¢cdes da matriz na liberacdo dos
analitos para a solucdo absorvedora, aliada com a utilizacdo de concentracdes
certificadas para melhor avaliacao da exatiddo. Nesse sentido, os materiais utilizados
foram escolhidos tendo em vista a presencga dos analitos em concentragdes que, em
uma massa adequada, se aproximam das suas concentracées na amostra.

Assim, o RM NIST 8435 foi utilizado para avaliar as recuperacdes de Br, Cle S,
enquanto que o CRM NIST 1566A para avaliar as recuperacdes de F e I. Os RMs
foram decompostos em invélucros juntamente com a amostra por MIC, e as
determinacdes realizadas por IC-CD-MS. Os resultados dos ensaios de recuperacao
estdo demonstrados na Tabela 3.

Como é possivel observar, as recuperagfes obtidas para todos os analitos
podem ser consideradas adequadas, variando de 94 a 103%. Esses valores de
recuperacédo, juntamente com aqueles obtidos com o0 ensaio de recuperacdo por
adicao de padrédo, fornecem uma base sdlida para afirmar que o método de preparo
de amostras proposto possui uma exatiddo adequada. Por outro lado, para avaliar a

exatiddo do método analitico considerando também parametros da técnica de
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determinacao, foi conduzida uma comparacdo da determinacédo dos analitos pela IC-
CD-MS (a técnica proposta neste trabalho) com técnicas baseadas em plasma

(técnicas que sdo bem estabelecidas na literatura para determinacédo elementar).

Tabela 3. Recuperacbes de Br, Cl, F, | e S ap0s decomposi¢cdo de mel com RMs,
utilizando NH4OH 50 mmol Lt como solucédo absorvedora. Determinagées
por IC-CD-MS (média * desvio padrédo, n=3).

. Concentracéo Concentracéo
Analito o Recuperacédo (%)
adicionada (mg kg?!) recuperada (mg kg™)
Br 1,08 £ 0,03 1,09 £ 0,05 100 £ 0,06
Cl 193+ 18 193 +8 101 £+ 8,50
F 9,7+0,1 9,2+0,5 94 + 5,43
I 0,181 + 0,002 0,174 + 0,010 96 + 6,81
S 61+6 63+3 103 £ 5,36

5.3.2. Comparacdo da determinacdo dos analitos por IC-CD-MS com técnicas
baseadas em plasma (ICP-OES e ICP-MS).

Como foi mencionado anteriormente, ha diversas limitacdes na determinacgéo de
F por técnicas de ICP. Assim, a comparacdo da IC-CD-MS com essas técnicas foi
realizada levando em consideracdo as concentracdes dos demais analitos. Nesse
sentido, Cl e S foram também determinados por ICP-OES, e Br e | por ICP-MS. Nessa
avaliacao foram utilizadas seis das amostras utilizadas neste trabalho, selecionadas
aleatoriamente. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 4.

Primeiramente, comparando-se os resultados obtidos para Cl e S por IC-CD-MS
e ICP-OES, observou-se que esses sdo concordantes e ndo apresentaram diferenca
estatistica (Teste-t, nivel de confianca de 95%), nas seis amostras avaliadas. Com
relacdo & comparacgéo entre os resultados obtidos com a IC-CD-MS e com a ICP-MS,
utilizando-se ambas as técnicas, as concentracoes de | ficaram abaixo do LOQ em
todas as amostras. A respeito do Br, os seus resultados foram comparados com
relacdo as amostras que apresentaram concentracdes acima do LOQ utilizando as
duas técnicas comparadas. Dessa forma, ndo foi observada diferenca estatistica
(Teste-t, nivel de confianca de 95%) entre os resultados obtidos para Br por IC-CD-
MS e ICP-MS.
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Na Tabela 5, sdo apresentados os LODs e LOQs obtidos para os analitos através
das técnicas de ICP, bem como os valores desses limites obtidos utilizando a IC-CD-
MS, para comparacao. Tendo por base esses resultados, é possivel observar que o
LOQ para CI foi menor utilizando a IC-CD-MS, enquanto que para S o limite foi
ligeiramente superior utilizando essa técnica do que aquele obtido com a ICP-OES,
mas ainda assim comparavel. Com relagédo aos LOQs de Br, o valor obtido com a ICP-
MS foi o dobro do que o obtido com a IC-CD-MS, devido & necessidade de utilizar-se
um fator de diluicdo para a determinacdo deste elemento por esta ultima técnica, o
que é considerado no calculo dos limites. O |, por sua vez, teve seus valores de LOQ
um pouco elevados, mas comparaveis entre as técnicas utilizadas. Isso indica que os
valores obtidos ndo se devem a uma possivel baixa sensibilidade da IC-CD-MS para

a determinacao de |, mas sim a presenca do elemento nos brancos analiticos.
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Tabela 4. Concentragées (mg kg™) dos analitos obtidas por IC-CD-MS comparadas com aquelas obtidas por ICP-OES (Cle S) e
por ICP-MS (Br e I) em mel, empregando o método da MIC proposto, utilizando NH4OH 50 mmol L* como solucéo
absorvedora (média = desvio padréo, n=3).

Cl S Br I

Amostra [|C-CD-MS ICP-OES IC-CD-MS ICP-OES IC-CD-MS ICP-MS IC-CD-MS ICP-MS

GRE 320+ 18 311+ 2 66,2+5,7 705+21 0,97+0,06 1,06 + 0,07 <0,08 < 0,06
MEX 228 + 17 191+19 351+1,7 350+35 <0,45 0,37 £ 0,02 < 0,08 < 0,06
EUA1 117+ 4 111 £5 255+20 295%21 <0,45 0,31+0,01 <0,08 < 0,06
BRA4 330+9 310 + 16 17,3+10 17, 7+12 150+0,18 1,54 + 0,02 <0,08 < 0,06
CAN 640+82 560+53 180+10 183+1,2 <0,45 <0,21 < 0,08 < 0,06
EGI1 160 + 14 136 +10 21,2+19 235+1,7 <0,45 <0,21 < 0,08 < 0,06

GRE: amostra da Grécia; MEX: amostra do México; EUA1: amostra dos Estados Unidos da América; BRA1: amostra do Brasil; CAN: amostra do
Canadé; EGI1: amostra do Egito.



Tabela 5. Comparacéo dos limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) obtidos para Cl e S por ICP-OES e IC-CD-MS, e
para Br e | por ICP-MS e IC-CD-MS.

Cl S Br I

ICP-OES IC-CD-MS ICP-OES IC-CD-MS ICP-MS IC-CD-MS ICP-MS IC-CD-MS

LOD
. 17 15 3,8 6,9 0,15 0,21 0,03 0,04
(mg kg™)
LOQ
23 21 55 8,7 0,21 0,45 0,06 0,08

(mg kg™)
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Essa comparacao é importante em vista da proposta da utilizacdo da IC-CD-MS
como alternativa as técnicas baseadas em plasma para determinagéo de halogénios
e enxofre. Apesar de apresentar diversas vantagens, como elevada sensibilidade e
capacidade de determinacdo de uma gama variada de analitos, as técnicas de ICP
possuem algumas desvantagens que devem ser consideradas. Dentre essas, pode-
se mencionar 0 uso de complicadas estratégias para superar inconvenientes
interferéncias espectrais, o que também implica em maiores custos para analise.

Nesse sentido, 0 uso da cromatografia liquida se destaca pelos menores custos
de operacdo e manutencdo quando comparada com técnicas como a ICP-OES e ICP-
MS, principalmente pela ndo utilizacdo de gas Ar. Além disso, as estratégias que
podem ser empregadas para contornar interferéncias sdo mais simples, como
utilizacao de fatores de diluicdo e gradientes de vazao/concentracdo de eluente, por
exemplo, ndo requerendo modificacdes instrumentais custosas. Da mesma forma, a
cromatografia liqguida também possui capacidade de determinacdo multielementar e,
no caso da IC-CD-MS, uma grande versatilidade para determinar diversos tipos de
analitos, bem como LODs e LOQs adequados, especialmente quando combinada com
meétodos de preparo de amostras adequados.

Por outro lado, além de ser um parametro para a avaliacdo da exatidao do
método analitico, os resultados obtidos com a comparacédo entre as técnicas indicam
outro aspecto pertinente. Isto €, tendo em vista a concordancia apresentada entre as
técnicas mencionadas para a determinacéo de Br, Cl, | e S, é possivel inferir que todas
espécies desses elementos presentes na amostra foram convertidas nos digeridos as
espécies ibnicas monitoradas na IC-CD-MS.

Isto € importante de ser avaliado uma vez que técnicas cromatograficas e
técnicas de ICP diferem substancialmente na forma em que quantificam os analitos.
No caso do presente trabalho, caso todas as espécies dos elementos ndo fossem
completamente convertidas para Br, CI, I' e SO4%, havendo outras espécies
concomitantes nos digeridos, uma fracao dos analitos ndo seria quantificada quando
empregada a IC-CD-MS. Isto porque as outras espécies dos analitos teriam tempos
de retencéo diferentes daqueles que foram monitorados. Isso ocorre devido ao fato
da cromatografia ser uma técnica de separacao, e cada espécie (mesmo que de um
mesmo elemento) interage de forma diferente com a f.e. e f.m.

Por outro lado, nas técnicas de espectrometria atbmica como € o caso da

ICP- OES e ICP-MS, os analitos sao convertidos na etapa de atomizacéo pela prépria
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técnica para os atomos em seu estado fundamental, e depois para o estado excitado
ou ionizado. Assim, independentemente de estarem em formas diferentes nos
digeridos, os elementos tém seu teor total medido através dessas técnicas. Nesse
sentido, observando-se a concordancia entre os resultados obtidos por técnicas com
principios de funcionamento tao diferentes, é plausivel dizer que Br, Cl e S tiveram
suas concentracdes totais determinadas nas formas ionicas monitoradas na IC-CD-
MS.

Com relagéo ao F e ao |, que ndo puderam ter suas concentracdes nas amostras
comparadas com a determinacao por técnicas de ICP, ainda € possivel fazer a mesma
afirmacdo. Isso porque em ambos ensaios de recuperagédo, com adicdo de solucao
padrao e de RM, as concentracgdes totais de F e | foram totalmente recuperadas nas
suas formas idnicas monitoradas na IC-CD-MS.

Entretanto, deve-se mencionar que essa afirmacdo € valida apenas para o
presente caso e ndo deve ser tomada como verdade para outros métodos analiticos.
A conversdo total das diversas espécies de halogénios e S para as espécies
monitoradas neste trabalho deve ser sempre avaliada, podendo variar de acordo com

a matriz da amostra, concentracédo dos analitos e solucédo absorvedora utilizada.

5.4. Determinacgao de Br, Cl, F, I e S em Unica andlise

Na Figura 10, estdo demonstrados 0s cromatogramas e espectros de massa,
respectivamente, obtidos com a andlise de uma das solu¢des padréo utilizadas na
curva de calibracéo, e um dos digeridos obtidos apés a MIC (800 mg de mel, amostra
“BRA1”, + 400 mg de celulose microcristalina, e NH4OH 50 mmol L* como solugéo
absorvedora). E valido mencionar que os cromatogramas e espectros estdo
demonstrados em figuras separadas para melhor visualizacdo, mas foram obtidos em
Unica analise, com o mesmo fator de diluig&o.

Como é possivel observar na Figura 10, ndo foram observadas interferéncias de
matriz ou espectrais (estas no caso da deteccdo por massa) que impedissem a
quantificacdo dos analitos. Nesse sentido, € possivel inferir que a amostra foi
decomposta de forma satisfatoria com a MIC, bem como a técnica utilizada é

adequada para a finalidade proposta.
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Figura 10. (—) Cromatograma obtido de uma solugdo padrao de CI-, F- e SO4* (a);

e espectros de massa de uma solugdo padrdo de Br e I' (b). (—)
Cromatograma e espectros de massa (a, b) obtidos apés andlise da
amostra de mel utilizada na otimizacdo do método, apds preparo de
amostra por MIC utilizando NH4OH 50 mmol L* como solugdo absorvedora.

5.5. Determinacédo de halogénios e enxofre em amostras de mel provenientes

de diversos paises por IC-CD-MS ap6s decomposi¢ao por MIC

Apo6s o desenvolvimento do método analitico apresentado nos itens anteriores,

este foi aplicado para a analise de 19 amostras provenientes de 11 paises. Os

resultados obtidos estado descritos na Tabela 5.
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Tabela 6. Concentracdes (mg kg™) de Br, Cl, F, | e S em amostras de mel de diversos
paises. Determinagdes feitas por IC-CD-MS apds decomposigéo por MIC
(média + desvio padrdo, n=3).

Deteccédo condutimétrica Deteccédo de massa

Amostra Cl F S Br I
BRA1 274 £ 4 <3,7 11,3+£1,3 <0,45 < 0,08
BRA2 3172 <3,7 344+16 1,42+0,10 <0,08
BRA3 429 +7 <3,7 16,6 £0,3 2,39+0,23 <0,08
BRA4 330+£9 <3,7 17,3+£1,0 150+£0,18 < 0,08
EUAL 117 £4 <3,7 25520 <0,45 < 0,08
EUA2 451 +7 <3,7 392+25 1,42+0,16 <0,08
EUA3 21,8+0,8 <3,7 40,7 £ 0,6 <0,45 <0,08
EUA4 671 20 <3,7 84655 0,64+0,04 < 0,08
IND1 262 £9 <3,7 304+1,1 <0,45 < 0,08
IND2 590+ 10 <3,7 154 +4 0,61+ 0,05 <0,08
EGI1 160+ 14 <3,7 21,2+19 <0,45 <0,08
EGI2 161 +4 <3,7 342+1,1 <0,45 < 0,08
MEX 228 £17 <3,7 351+1,7 <0,45 < 0,08
TUR 2709 <3,7 70,0+ 2,1 <0,45 <0,08
ITA 1607 <3,7 21,022 0,49x0,04 <0,08
CAN 64,0 + 8,2 <3,7 18,0£1,0 <0,45 < 0,08
ING 82,4+0,8 <3,7 391+10 0,51+0,01 < 0,08
GRE 320+ 18 <3,7 66,2+5,7 0,97 0,06 <0,08
AUS+BRA 126 £ 3 <3,7 153+15 0,51+£0,01 <0,08

BRAL a 4: amostras do Brasil; EUAL a 4: amostras dos Estados Unidos da América; IND1 a 2: amostras
daindia; EGI1 a 2: amostras do Egito; MEX: amostra do México; TUR: amostra da Turquia; ITA: amostra
da ltalia; CAN: amostra do Canad4; ING: amostra da Inglaterra; GRE: amostra da Grécia; AUS+BRA:
amostra mista de produtos da Austrdlia e do Brasil.

Como demonstram os resultados observados, verificou-se ampla variagdo nas
concentracdes de Cl (21,8 £ 0,8 a 671 +20 mgkg™') e S (11,3+1,3a 154 +4 mg kg 1)
considerando as amostras analisadas. Como foi discutido anteriormente, essa
dispersédo nos valores pode estar associada com as diferentes regides em que 0s méis
avaliados foram produzidos, bem como suas diferentes origens botanicas e condi¢des

ambientais proximas ao local de producdo. Com relacdo as concentracfes de Br (<
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0,45 a 2,39 + 0,23 mg kg?) essa dispersado foi menor, uma vez que esse elemento
geralmente se encontra em baixas concentragées naturalmente, e isso se reflete em
produtos de origem natural como o mel. Por fim, os valores de F e | ficaram abaixo do
LOQ para todas as amostras.

No que diz respeito aos méis de origem brasileira, as quatro amostras avaliadas
apresentaram valores de concentracdo de Cl (x = 337 mg kg') e S (x = 20 mg kg™)
proximos entre si. E valido ressaltar que essas quatro amostras apresentavam uma
coloragdo escura bastante semelhante, bem como uma textura mais espessa e
cristalizada, reforcando a similaridade entre elas. Por outro lado, os méis provenientes
dos Estados Unidos da América, apresentaram diferencas entre si no que diz respeito
a concentracdo desses elementos e aspecto fisico. As amostras EUAL1 e EUA2
apresentaram aspecto fluido e escuro, enquanto as amostras EUA3 e EUA4 eram
viscosas e claras. Esses aspectos ndo parecem estar associados com as
concentracfes de Cl e S, com excec¢do das amostras com coloracao escura. Estas
apresentaram concentracdes de S similares entre si (¥ = 32 mg kg') e préximas aos
teores desse elemento nas amostras de origem brasileira.

A respeito das concentracdes de Br, este elemento pdde ser quantificado em
trés das quatro amostras de mel de origem brasileira. Além disso, nessas amostras,
as concentracdes de Br foram as mais elevadas (x = 1,8 mg kg*) quando comparadas
com as concentracfes do elemento em méis de outras origens. Outra amostra que
apresentou um teor de Br préximo (1,42 + 0,16 mg kg), é de origem norte-americana
e apresenta um aspecto escuro semelhante as amostras brasileiras. Por outro lado,
todas as amostras de coloragao clara apresentaram concentragdes mais baixas de Br
(x = 0,56 mg kg?).

Entretanto, ndo € possivel fazer afirmacdes precisas e confiaveis sobre a relacao
fator geografico/aspecto fisico/concentracdo elementar, tendo em vista que seria
necessario analisar um numero significativamente maior de amostras para realizar
esse tipo de avaliacdo. Com relacdo aos méis dos demais paises, estes ndo foram
comparados tendo em vista que estavam representados por apenas uma ou duas
amostras.

E interessante observar que os elementos mais abundantes na crosta terrestre
dentre os que foram avaliados nesse trabalho (Cl e S) tenham apresentado uma ampla
variagao dentre as amostras. Isso demonstra o quanto fatores ambientais e atividades

antropogénicas podem influenciar a composi¢cdo de um alimento que esta presente
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cotidianamente na rotina alimentar de diversas populac¢des. Por outro lado, Br e | estdo
presentes em baixas concentragcdes no mel, de forma geral. Por isso, sua presenca
em concentragdes mais elevadas nesse alimento deve ser avaliada criteriosamente,
podendo ser indicativo de atividades irregulares em locais préximos ou condicdes
inapropriadas de producdo. Além disso, como ja foi descrito anteriormente, 0s
elementos avaliados tém grande relevancia no organismo humano, o que torna
importante o conhecimento acerca de seus teores em alimentos.

Nesse sentido, 0 método analitico proposto no presente estudo pode ser uma
ferramenta inovadora, Util e adequada para caracterizacdo da composi¢cao minoritaria
e controle de qualidade da producdo de mel. Além disso, deve-se mencionar seu
potencial para utilizacdo em analises de rotina, devido a elevada frequéncia analitica

e realizar a determinacao de halogénios e enxofre em analise Unica.
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6. CONCLUSAO

Diante do que foi exposto nesse trabalho, pode-se concluir que foi desenvolvido
um meétodo analitico eficiente e adequado para a determinagdo concomitante de Br,
Cl, F, 1e S em mel. No método proposto, foi utilizada a MIC para o preparo de amostras
e aIC-CD-MS como técnica de determinacdo. Com relagcdo ao método de preparo das
amostras de mel, a MIC proporcionou uma decomposicédo satisfatoria das amostras e
a obtencdo de digeridos compativeis com mudltiplas técnicas de determinacéao,
promovendo ainda um baixo consumo de reagentes e baixa geracao de residuos. A
respeito do desenvolvimento do método, diversos parametros foram avaliados e
otimizados. Dentre esses, destaca-se a escolha da solucdo absorvedora (NH4OH
50 mmol L), capaz de reter satisfatoriamente todos analitos.

Para avaliagdo do método analitico, foram realizados ensaios de recuperacao
com adicdo de padrdo e de RMs. As recuperagdes obtidas variaram de 100 a 101%
(Br), 95 a 101% (CI), 94 a 96% (F) e 96 a 99% (l), enquanto que para S as
recuperacdes obtidas nos dois testes foram de 103%. Além disso, foi realizada a
comparacdo da determinacdo por IC-CD-MS com técnicas bem estabelecidas na
literatura (ICP-OES e ICP-MS), e ndo foram observadas diferencas estatisticas entre
os resultados obtidos (Teste-t, nivel de confianga de 95%). Ainda, foi possivel a
obtencéo de adequados LOQs para os elementos avaliados (21 para Cl, 3,7 para F,
8,7 para S, 0,45 para Br e 0,08 para ). Apés ter sido verificada a adequada exatidao
do método, este foi aplicado para a andlise de 19 amostras de mel provenientes de
diversos paises.

Por fim, a respeito da técnica de determinacdo empregada neste trabalho, esta
apresenta-se como uma quebra de paradigma para a determinacdo de ndo metais,
principalmente os halogénios. A IC-CD-MS é capaz de executar a determinagdo de
halogénios e enxofre em analise Unica, com adequada sensibilidade, com minima

ocorréncia de interferéncias e sem comprometer a frequéncia analitica.
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7. PROJECOES FUTURAS

Em vista dos resultados alcancados e do potencial apresentado pelo método
desenvolvido, novas avaliacdes serao feitas visando, principalmente, a reducao dos
LODs e LOQs obtidos. Nesse sentido sera avaliado o uso de outros auxiliares de
combustdo, como amido e algodao, por exemplo. Além disso, sera avaliada a
execucao de ciclos sucessivos de combustdo das amostras, sobre a mesma solugéo
absorvedora, como estratégia para pré-concentracao dos analitos.

Visando a obtencdo de uma melhor capacidade de deteccdo para o F, sera
realizada a otimizacdo de paradmetros operacionais, bem como outras estratégias,
para tornar possivel a determinacdo desse elemento através da deteccdo de massa
na IC-CD-MS.

Por outro lado, cabe mencionar que sera dado andamento a outro trabalho que
foi iniciado paralelamente a esse. O trabalho mencionado versa sobre a especiagéo
de Cl em amostras de mel e vem sendo desenvolvido em parceria com o National

Research Council do Canada.
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