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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de métodos de preparo de amostra para a
determinacéo de Br e | em mel por ICP-MS

Autor: Vanize Caldeira da Costa

Orientadora: Dr. Méarcia Foster Mesko

Métodos envolvendo a dissolucao alcalina com aquecimento em banho-maria,
ou assistidos por radiacdo micro-ondas e ultravioleta, bem como a combustéo
iniciada por micro-ondas (MIC) foram aplicados para o preparo de amostras de
mel para a posterior determinacéo de Br e | por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Diferentes tipos e concentracdes de
solugbes foram avaliadas, com o intuito de selecionar as solugbes mais
adequadas para cada procedimento estudado. Os métodos baseados na
dissolucéo alcalina ndo foram adequados, tendo em vista que a concentragéo
dos analitos na amostra estava abaixo dos limites de deteccao (LODs) obtidos
(LODs = 700 pg kg™* para Br e LODs = 326 ug kg' para I). Todavia, cabe
ressaltar que por meio da MIC foi possivel decompor até 1000 mg de amostra.
Para tanto, foi necessario utilizar celulose microcristalina como um auxiliar de
combustdo. Neste contexto, a celulose microcristalina contribuiu para que a
reacdo de combustdo ocorresse de um modo mais controlado, evitando a
projecdo da amostra e, garantido, consequentemente, a decomposicao da
mesma. Como solucéo absorvedora para Br e | foi escolhido NH,OH 50 mmol I
! Nestas condicdes foram obtidas recuperacdes para Br e | entre 98 e 104% e,
concordancias com o RM NIST 8435 superiores a 98% para ambos o0s
elementos. Além disso, a MIC, quando comparada aos demais procedimentos
avaliados, permitiu a obtencdo de baixos valores para 0s brancos e o0s
melhores LODs para ambos os analitos (Br: 34 ug kg™; I: 6 pg kg?). Assim, a
MIC foi adequada para decompor amostras de mel para a posterior
determinacao de Br e | por ICP-MS, e possibilitou observar que a concentracéo
de Br varia de modo significativo quando méis de diferentes origens botanicas
e/ou geograficas sdo avaliados. Contudo, esse comportamento nado foi
observado para o |, cujas concentracdes encontravam-se abaixo do LOD.

Palavras-chave: preparo de amostras, bromo, iodo, mel, combustéo iniciada
por micro-ondas.



ABSTRACT

Title: Development of method for sample preparation for further determination of
Br and | in honey by ICP-MS

Author: Vanize Caldeira da Costa

Supervisor: Dr. Marcia Foster Mesko

Methods involving alkaline dissolution with heating in a water bath, or assisted
by microwave and ultraviolet radiation, as well as microwave induced
combustion (MIC) were applied for sample preparation of honey for further
determination of bromine and iodine by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). Different types and concentrations of solutions were
evaluated in order to select a suitable solution for each procedure studied.
Methods based in alkaline dissolution were not suitable taking into account that
the concentrations of the analytes in the sample were below of the limits of
detection (LODs) obtained (LOD 2 700 ug kg™ for Br e LOD = 326 pg kg™ for I).
However, through the MIC was possible to decompose up to 1000 mg of
sample using microcrystalline cellulose as an auxiliary of combustion. In this
context, microcrystalline cellulose contributes for the combustion reaction
occurs of a more controlled way, avoiding the projection of the sample, ensuring
the complete decomposition of the sample. As absorbing solution for Br and |
was used NH;OH 50 mmol I*. In these conditions recoveries for Br and |
between 98 and 104% were obtained and the agreement with informed values
for the RM NIST 8435 was better than 98% for both elements. Furthermore,
using MIC was obtained lower values for blanks and better LODs for both
analytes (Br: 34 pg kg™ I: 6 pg kg') when compared with other methods
evaluated. Therefore, MIC was suitable for honey digestion for subsequent
determination of Br and | by ICP-MS. In addition, using this method was
possible to observe that concentrations of Br varied significantly when honeys
of different botanical and/or geographical origins were analyzed. However, the
same behavior was not observed for I, where the concentrations were below of
the LOD.

Key-words: sample preparation, bromine, iodine, honey, microwave-induced

combustion.



1 INTRODUCAO

O bromo é um elemento que ndo apresenta uma funcgéo fisiologica bem
estabelecida uma vez que o0 seu mecanismo de ag¢do no organismo €
desconhecido (ROMARIS-HORTAS et al., 2011). Entretanto, estudos tém
associado 0 excesso ou a caréncia deste elemento a transtornos que trazem
maleficios ao organismo humano (KOHLMEIER, 2003). Diferentemente do Br,
0 iodo apresenta uma importante funcao fisioldgica, principalmente no que diz
respeito ao funcionamento da glandula tiredide. Assim, cabe salientar que a
deficiéncia ou o excesso deste elemento no organismo também pode resultar
em transtornos a saude humana (WHO, 1996). Desta forma, faz-se necessaria
a determinacao da concentracdo de ambos os elementos em alimentos, tendo
em vista que estes podem estar presentes nos mesmos de forma natural, como
resultado de atividades antropogénicas ou, ainda, no caso do I, devido a sua
adicdo na forma de suplemento (ROSE et al., 2001; RADLINGER; HEUMANN,
1998; VANHOE et al., 1993). Dentre os alimentos que devem ter a
concentracdo de Br e | monitorada cabe destacar o mel, que desde a pré-
historia € consumido como alimento e para fins terapéuticos (ALLSOP;
MILLER, 1996; PERALTA,; KOBLITZ, 2011). O mel € um produto amplamente
produzido no Brasil, e o estado do Rio Grande do Sul € um dos maiores
produtores do pais, sendo responsavel por cerca de 17% da producéo nacional
(IBGE, 2011). Assim, o controle da qualidade deste alimento € de grande
relevancia e, tendo em vista 0s aspectos acima mencionados, o conhecimento
dos teores de Br e | podem ser considerados.

Para a determinacdo de Br e | em alimentos, faz-se necessario o
desenvolvimento de um preparo de amostras adequado. Segundo Antes et al.
(2010), o preparo de amostras para posterior determinacdo de halogénios é um
desafio atual, uma vez que esses analitos sdo volateis e existe uma elevada
possibilidade de ocorrer contaminacdo durante o preparo e a andlise das
amostras. Nesse sentido, diversos métodos de preparo de amostra envolvendo
0 uso de solucdes alcalinas e técnicas de combustéo, tém sido propostos com
o intuito de obter solucbes que fornecam recuperacdes quantitativas para Br e |
e que, obviamente, sejam adequadas as técnicas de determinacédo (NOBREGA
et al., 2006; FLORES et al., 2004).
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Quanto as formas de determinacdo de halogénios, vale salientar que
muitas técnicas vém sendo empregadas para este fim. No entanto, a escolha
da técnica de determinacdo mais adequada deve estar pautada pelo tipo de
amostra e analito, bem como pela sua concentragdo (VARGA, 2007; KNAPP,
1998). Dentre as técnicas disponiveis, cabe destacar que a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) apresenta elevada
seletividade e limites de deteccdo adequados, sendo apropriada para a
determinacado de elementos em nivel de tracos (KNAPP et al., 1998).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo a avaliacdo de diferentes
métodos de preparo de amostra para a subsequente determinacdo de Bre | em
mel, por ICP-MS. Para tanto, métodos envolvendo a dissolucédo alcalina com
aquecimento em banho-maria ou assistidos por radiacdo micro-ondas e
ultravioleta, bem como a combustdo iniciada por micro-ondas foram
investigados. Para avaliar a exatiddo dos metodos foram utilizados materiais de
referéncia e foram feitos ensaios de recuperacdo dos analitos. As amostras
analisadas foram adquiridas no comércio local de Pelotas/RS, Santa Maria/RS
e Belo Horizonte/MG. Essas incluem méis produzidos no Rio Grande do Sul e

em Santa Catarina, que sao os dois maiores produtores de mel do Brasil.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em quatro partes principais. Na
primeira delas, sdo abordados alguns aspectos gerais sobre bromo e iodo,
relacionados principalmente as suas func¢des fisiologicas e a necessidade de
determinacdo da concentracdo dos mesmos em alimentos. Na segunda parte,
séo discutidos alguns aspectos gerais sobre o mel, incluindo sua contribuicdo
nutricional, principais atividades fisiol6gicas, dados sobre sua constituicdo
guimica, bem como sobre a producao nacional. Em uma terceira parte € feita
uma breve descricdo sobre os métodos de preparo de amostras empregados
para a determinacdo de halogénios, sendo dada maior atencdo aqueles
utilizados na execuc¢do deste trabalho. Na quarta e Ultima parte, sdo abordados
aspectos relacionados a determinacao de bromo e iodo por ICP-MS.
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2.1 Bromo e lodo

Bromo e iodo sdo halogénios que podem estar presentes nos alimentos
de forma natural, devido a sua ocorréncia no meio ambiente, ou como
resultado das atividades antropogénicas. Quanto ao iodo, este pode ser
adicionado aos alimentos ou ao sal na forma de suplemento (ROSE et al.,
2001; RADLINGER; HEUMANN, 1998; VANHOE et al., 1993).

O bromo nado apresenta uma funcéo fisiolégica bem estabelecida, uma
vez que 0 seu mecanismo de a¢&o no organismo é desconhecido (ROMARIS-
HORTAS et al.,, 2011). Entretanto, alguns estudos relataram que o mesmo
pode interferir no transporte de iodo para a glandula tiredide inibindo, assim, a
funcdo da mesma. Sob a forma de bromato (BrOs*) pode apresentar um efeito
carcinogénico (VOBECKY et al., 1996; DEANGELO et al., 1998; DELKER et
al., 2006). Quanto a deficiéncia de bromo, vale salientar que a mesma vem
sendo associada ao retardo no crescimento e a insénia (KOHLMEIER, 2003).
Por outro lado, 0 excesso encontra-se associado a dores de cabeca,
broncoespasmos, distarbios gastrointestinais, fadiga e tolerancia reduzida a
exercicios (KOHLMEIER, 2003). De acordo com VAN DOKKUM et al. (1989)
doses diarias de 8 mg dia® de bromo parecem ser adequadas para jovens
adultos. Dentre os alimentos, é possivel destacar os grdos, as nozes, o sal
marinho, 0s mariscos e 0s paes, como importantes fontes de bromo
(KOHLMEIER, 2003).

O iodo € um elemento traco essencial a salde humana e de animais,
uma vez que desempenha um papel importante nos processos metabolicos
(KNAPP et al, 1998; VANHOE et al., 1993). Ainda, participa da sintese dos
hormonios da tiredide, bem como dos intermediarios desses hormonios
(KNAPP et al, 1998; CRESSEY, 2003). Tendo em vista que os hormdnios da
tire6ide desempenham um papel relevante no crescimento e no
desenvolvimento de humanos e animais, o iodo também passa a ser
importante nesse contexto (WHO, 1996).

Os efeitos da deficiéncia de iodo conhecidos como, disturbios de
deficiéncia de iodo (IDD), podem ser observados em todas as fases de

desenvolvimento. No entanto, sdo mais preponderantes em fetos e criancgas,
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por encontrarem-se em periodos de crescimento rapido. Os distarbios de
deficiéncia de iodo incluem o bécio endémico, cretinismo endémico,
mortalidade infantil, infertilidade, aborto, retardo mental, problemas
neuromusculares e nanismo (WHO, 1996). Em contrapartida, ingestdes
excessivas de iodo ocasionam hipertiroidismo e bdcio endémico (WHO, 1996).
De acordo com a World Human Organization (WHO) (1996), criangas devem
ingerir diariamente cerca de 90 ug de iodo, enquanto adultos e criangas a partir
de 12 anos devem ingerir cerca de 150 pg dia™. Importantes fontes naturais de
iodo incluem peixes marinhos e frutos do mar (ECKHOFF; MAAGE, 1997).

No Brasil, o iodo vem sendo adicionado no sal de cozinha desde a
década de 50 como uma estratégia para a reducdo dos efeitos ocasionados
pela deficiéncia de iodo no organismo. No entanto, a quantidade de iodo
adicionada ao sal vem sendo alterada em funcdo das mudancas no padréo de
alimentacdo do brasileiro, uma vez que 0 excesso desse elemento também
ocasiona disturbios. Segundo a WHO, para populacdes que ingerem em torno
de 10 g dia’, a faixa de iodacdo do sal deve estar entre 20 a 40 mg kg™.
Atualmente, a faixa de iodacdo do sal no Brasil foi alterada por meio da
Resolucdo RDC n° 23 de 24 de abril de 2013, passando de 20 a 60 para 15 a
45 mg kg™.

Dentro desse contexto, cabe destacar a necessidade de obtencdo de
informacdes a respeito dos teores de iodo nos alimentos para, assim, avaliar
outras fontes naturais de iodo, evitando que o limite adequado de ingestédo
desse nutriente seja ultrapassado. Alguns trabalhos presentes na literatura tem
se preocupado com a determinacao de bromo e iodo em alimentos. No trabalho
de Rose et al. (2001), Br e | foram determinados em paes, produtos carneos,
peixes, ovos, vegetais, frutas, bebidas, produtos Ilacteos, entre outros
alimentos. A concentracdo de Br nos diferentes alimentos investigados
encontra-se entre 0,1 e 26 mg kg™, enquanto a concentracdo de | encontra-se
em uma faixa de concentracdo mais baixa (0,03 a 1,3 mg kg™). Neste trabalho,
as maiores concentracdes de Br foram observadas em alimentos como nozes
(26 mg kg') e peixes (6,7 mg kg?'). Em contrapartida, as maiores
concentracdes de | foram observadas em alimentos como peixes (1,3 mg kg™),

ovos (0,48 mg kg™), produtos lacteos (0,42 mg kg™) e leite (0,32 mg kg™).
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Outros trabalhos, relatados na literatura, também descreveram a
determinacdo de iodo em alimentos como sal de cozinha (OLIVEIRA,
NOBREGA; PEREIRA-FILHO, 2012), leite, formulas infantis (BHAGAT et al.,
2009), figado bovino, amido de milho, farinha de trigo, leite em p6 (MESKO et
al., 2010), camarédo (HARTWIG, 2012) e algas marinhas (ROMARIS-HORTAS;
BERMEJO-BARRERA; MOREDA-PINEIRO, 2012).

Com respeito a determinagédo de Br em alimentos, cabe salientar que,
embora escassos, alguns trabalhos visaram a determinacdo deste analito em
amostras de mel. As técnicas utilizadas incluem a analise instrumental por
ativagdo neutrobnica (INAA) (ISKANDER, 1995) e a espectrometria de
fluorescéncia de dispersdo de raios-X (EDXRF) (GOLOB et al., 2005; KROPF
et al., 2010). No trabalho de Golob et al. (2005) o teor de Br foi determinado em
diferentes tipos de mel por EDXRF, onde os valores obtidos encontram-se
entre 0,7 e 15 mg kg™. Entretanto, cabe salientar que para concentracdes
baixas, em torno de 0,7 mg kg™ os RSDs obtidos foram elevados (em torno de
15%). Esse comportamento esta relacionado a técnica utilizada, que de acordo
com Kropf et al. (2010) ndo é adequada para a determinacédo de elementos em
concentracdes menores que 1 mg kg™. Outros trabalhos também avaliaram a
concentracdo de Br em alimentos como cogumelo (DI NARDA et al., 2003),
pimenta, tomate (BASO-SEJAS et al.,, 2007), camardo (HARTWIG, 2012) e
algas marinhas (ROMARIS-HORTAS; BERMEJO-BARRERA; MOREDA-
PINEIRO, 2012).

2.2 Mel: Aspectos Gerais

O mel é um produto conhecido desde a pré-historia e é elaborado pelas
abelhas meliferas a partir do néctar das flores (mel floral), de secrecdes
provenientes de partes vivas das plantas (exsudados) ou de excrecdes de
insetos sugadores presentes nas plantas (mel de melato) (PERALTA;
KOBLITZ, 2011). Pinturas de cerca de 10.000 anos indicam que o mel era
muito valorizado pelos humanos e que era amplamente disponivel e consumido
durante esse periodo (ALLSOP; MILLER, 1996). Com respeito ao inicio da

atividade apicola, vale mencionar que essa se deu a 2.400 anos antes da era
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cristd no Egito, onde abelhas eram criadas em colméias de barro (PEREIRA,
2003). Posteriormente, essa atividade difundiu-se entre gregos e romanos
(PERALTA; KOBLITZ, 2011). Durante esse periodo o mel foi empregado,
principalmente, como adocante, na conservacao de alimentos (ALLSOP;
MILLER, 1996) e como remédio para muitas enfermidades. Algumas
aplicacdes do mel como remédio, documentadas ha muito tempo, incluem sua
utilizacdo para a cicatrizacdo de feridas, para o tratamento de doencas nos
olhos, em queimaduras, como vermifugo e para o tratamento de doencas
respiratdrias, gastricas e intestinais (CHEPULIS, 2008).

O Brasil, em 2006, ocupou o quinto lugar no ranking mundial de
exportacdo de mel e foi considerado o 11° produtor mundial (PERALTA;
KOBLITZ, 2011). Segundo pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o Rio Grande do Sul é o maior produtor de mel
do Brasil, sendo responsavel, em 2011, por 16,8% da produg&o nacional de
mel (cerca de 42 mil toneladas) (IBGE, 2011).

Em relagdo aos beneficios do mel para a saude humana, estudos tém
indicado que o mesmo pode apresentar atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria (LIU et al., 2013; VIUDA-MARTOS et al., 2008), antiviral (VIUDA-
MARTOS et al.,, 2008), antimutagénica (SAXENA et al., 2012), antitumoral
(FERNANDEZ-CABEZUDO et al., 2013) e antioxidante (VIUDA-MARTOS et al.,
2008; KHALIL et al., 2011; LIU et al., 2013). Essas atividades estédo
diretamente correlacionadas a composicao quimica do mel.

O mel é constituido por uma mistura complexa de acguUcares, na qual a
frutose e glicose sdo os principais contribuintes (85% a 95% da matéria seca
do mel) bem como, por outros constituintes minoritarios, tais como, minerais,
proteinas, enzimas, aminoacidos, vitaminas, acidos organicos, flavonodides,
acidos fendlicos e outras substancias volateis, responsaveis pelo aroma
caracteristico do mel (CHEPULIS, 2008; PERALTA; KOBLITZ, 2011). De um
modo geral, o mel contém concentracbes similares de glicose e frutose
(PERALTA; KOBLITZ, 2011). Os acucares remanescentes sdo praticamente
constituidos por moléculas formadas por duas ou mais unidades de glicose e
frutose (FINOLA; LASAGNO; MARIOLI, 2007).
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Variacbes na origem botanica e/ou geografica do mel ocasionam
algumas alteracdes na sua composi¢do quimica e, por consequéncia, na sua
aparéncia e percepcéao sensorial (BOGDANOV, 2008). Assim, muitos estudos
tém buscado avaliar os teores de elementos majoritarios e/ou minoritarios com
o intuito de utilizar essas informacfes na caracterizacdo de méis segundo a
sua origem geografica e/ou botanica (ALDA-GARCILOPE et al.,, 2012;
BATISTA et al., 2012; KROPF et al., 2010; TERRAB; HERNANZ; HEREDIA,
2004). No entanto, outros estudos visam apenas o conhecimento do contetdo
mineral de um determinado mel com vistas na sua caracterizacdo e na
avaliagdo de sua qualidade (PONTARA et al.,, 2012; ESCUREDO; SEIJO;
FERNANDEZ-GONZALES, 2011).

Contudo, é importante salientar que, embora investigacdes acerca do
teor de halogénios como Br e | em alimentos sejam relevantes, poucos
trabalhos avaliam o teor de halogénios no mel (RODRIGUEZ-OTERO, J. L. et
al., 1994; ISKANDER, F. Y., 1995; KROPF et al., 2010; BATISTA et al., 2012.
Aléem disso, os meétodos empregados, em geral, apresentam alguns
inconvenientes, uma vez que, fazem o uso de acidos concentrados, o que pode
nao ser adequado para a posterior determinacdo de halogénios (BATISTA et
al., 2012); utilizam técnicas que nao apresentam limites de deteccdo que
possibilitem a determinacao de Br e | em nivel de tracos (KROPF et al., 2010);
envolvem a utilizacdo de técnicas como a analise instrumental por ativacéo
neutronica (INAA) (ISKANDER, F. Y., 1995), que € disponivel em poucos
laboratorios, tendo em vista que seu custo é elevado; ou utilizam técnicas como
a titulacdo potenciométrica que, apresentam pouca precisdo quando aplicadas
a determinacao de elementos em nivel de tragcos (RODRIGUEZ-OTERO et al.,
1994).

No Brasil, os requisitos minimos de qualidade do mel destinado ao
consumo humano sao especificados pelo Ministério da Agricultura na
Normativa 11, de 20 de outubro de 2000 (Brasil, 2000). Internacionalmente, 0s
critérios de qualidade do mel encontram-se compilados na Codex Alimentarius
(BOGDANOV, 1999). Os parametros regulados por meio dessas normativas
incluem, contetdo de agua, teor de acucares, conteudo de sélidos insoluveis,

concentracdo de metais (As, Cd e Pb), acidez livre, atividade diastasica, teor de
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hidroximetilfurfural, condutividade elétrica e concentracao de alguns compostos
(antimicrobianos; compostos halogenados e organoclorados; carbamatos;
piretréides e organofosforados). Entretanto, ndo existem especificacbes que

estabelecam os teores maximos de Br e | em mel.

2.3. Preparo de Amostras

Com relacao a determinacdo de metais e ndo metais, cabe destacar que
com excecdo das técnicas que permitem a andlise direta de soélidos, a maior
parte das técnicas de determinacdo requer que a amostra seja convertida em
uma solugcdo adequada (SNEDDON et al.,, 2006). Dessa forma, faz-se
necessaria, previamente as analises, a aplicacdo de uma etapa de preparo de
amostra.

O preparo de amostras € uma das etapas mais demoradas, de maior
custo, e onde se cometem mais erros, 0s quais podem comprometer a exatidao
alcancada na andlise. Adicionalmente, cabe destacar que ndo existe um
método de preparo de amostras que possa ser aplicado para diferentes tipos
de matrizes, uma vez que, este depende do tipo de analito a ser determinado,
da natureza da amostra, bem como da técnica de determinacdo empregada

(KRUG; NOBREGA, 2010).

2.3.1 Preparo de Amostra para Posterior Determinacéao de Halogénios

Como relatado anteriormente, devido a importancia da determinacéo de
halogénios como Br e | em alimentos, faz-se necessario o desenvolvimento de
um método de preparo de amostras adequado para esse fim. Segundo Antes et
al. (2010), o preparo de amostras para posterior determinacdo de halogénios &
um desafio, uma vez que esses analitos sdo volateis e existe uma elevada
possibilidade de ocorrer contaminacdo durante o preparo e a andlise das
amostras.

Dentro desse contexto, cabe destacar que procedimentos de preparo de
amostras que utilizam acidos ndo sdo indicados para este fim, tendo em vista

gue, sao formados compostos volateis com os analitos, podendo, assim,
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ocorrer perdas por volatilizacdo (ANTES et al., 2010). Adicionalmente, a
utilizacéo de &cidos concentrados pode ocasionar um aumento significativo dos
brancos analiticos, além de requerer a realizacdo de uma etapa de diluicéo,
previamente a determinacéo, com o intuito de reduzir a concentracdo do acido
no meio (FLORES et al., 2004).

De acordo com Nébrega et al. (2006), o uso de reagentes alcalinos tem
sido recomendado como uma alternativa para a preparagcdo de amostras
envolvendo um grupo apreciavel de analitos em diferentes matrizes. Deste
modo, este pode também constituir uma alternativa para o preparo de
diferentes amostras visando a determinacdo de halogénios. Com respeito aos
meios comumente empregados dentro deste contexto, pode-se destacar as
solucdes de hidroxido de tetrametilaménio (TMAH), aminas terciarias soluveis
em agua (CFA-C), bem como outras bases fortes (NOBREGA et al., 2006).

Uma segunda alternativa para a decomposi¢cdo das amostras visando a
determinacdo de halogénios consiste na aplicacdo de técnicas baseadas na
combustdo. Nessas, as matrizes organicas sao oxidadas pela acao direta do
oxigénio sendo, assim, convertidas quase que na totalidade nos seus produtos
de combustdo (CO, e H,O), o que minimiza as interferéncias durante a
determinacdo dos analitos (FLORES et al.,, 2007). Apos a combustédo, 0s
analitos podem ser absorvidos em uma solucdo adequada a sua absorcdo e a
técnica que sera empregada para a sua determinacdo (MESKO, 2008).

Os métodos de decomposicao que envolvem a combustdo das amostras
podem ser classificados em sistemas aberto, fechado ou dinamico (KNAPP,
1991). Dentre esses, 0s que empregam recipientes fechados como, a bomba
de combustao, o frasco de Schoniger e a combustéo iniciada por micro-ondas
(MIC), séo os mais indicados quando se almeja a determinacdo de ndo metais
(FLORES et al., 2007).

Nesta revisdo, serdo abordadas com mais detalhes as técnicas de
combustdo em sistema fechado, em especial a MIC, bem como os métodos de
preparo de amostra que utilizam soluc@es alcalinas. Adicionalmente, sera feita
uma breve descricdo sobre a contribuicdo da radiacdo ultravioleta no preparo
de amostras organicas, tendo em vista que, neste trabalho avaliou-se a

dissolucéo alcalina sob a ac&o da radiacao ultravioleta.
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2.3.1.1 Preparo de Amostra com Solugdes Alcalinas

Como mencionado anteriormente, de acordo com Noébrega et al. (2006),
os procedimentos de preparo de amostra que envolvem a utlizagcdo de
solucdes alcalinas podem ser empregados para a determinacdo de um grande
namero de analitos, o que inclui os halogénios, em uma ampla variedade de
amostras. Adicionalmente, cabe destacar que o uso de meios alcalinos pode
melhorar o desempenho de técnicas como a espectrometria de massa por meio
da reducédo do efeito de memdria ocasionado por alguns elementos, além de
fornecer métodos relativamente simples, permitir a utilizacdo da radiacdo
micro-ondas e nao ocasionar mudancas no estado de oxidacao do(s) analito(s)
(NOBREGA et al., 2006). Assim, o uso de solucées alcalinas no preparo de
amostras tem se mostrado uma alternativa promissora frente a outros métodos
de preparo de amostras como, 0s que utilizam acidos concentrados.

O TMAH é um dos reagentes mais utlizados nos procedimentos
envolvendo extracdo ou dissolucdo alcalina (NOBREGA et al., 2006). Esse
reagente tem sido indicado para a solubilizacdo de materiais biologicos
contendo um teor significativo de gordura, previamente a determinacdo de
analitos como |, Br, As, Cd e Sb por ICP OES, ICP-MS e GF AAS (POZEBON,
DRESSLER, CURTIUS, 1998). Dentro desse contexto, cabe salientar que um
numero expressivo de trabalhos relatados na literatura tem empregado o TMAH
para este fim. Em geral, sdo empregados pequenos volumes do mesmo (< 1
ml) e a homogeneizacao é feita a temperatura ambiente ou sob aguecimento
(MARTINS et al.,, 2002; BATISTA et al., 2007; CAMPILLO, et al., 2010). No
trabalho de BATISTA et al. (2007) TMAH foi empregado no preparo de
amostras biologicas com vistas a determinacdo de elementos traco por ICP-
MS. De acordo com os autores, o método proposto apresenta exatiddo
satisfatoria, minimiza a possibilidade de perdas por volatilizacdo e a ocorréncia
de contaminacgdes e, € adequado ao ICP-MS. Essas vantagens também foram
reportadas em outros trabalhos que atribuem aos métodos de preparo de
amostras que utiizam TMAH caracteristicas como, simplicidade e rapidez
(MARTINS et al., 2002; GHISI et al., 2011).
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No entanto, embora o TMAH apresente vantagens, devido a dificuldade
envolvida na sua purificacdo, os brancos analiticos obtidos para Br e | apds o
preparo de amostra com o0 mesmo podem ser significativos (HARTWIG, 2012).
Além disso, as solucfes obtidas apds o preparo de amostras organicas com o
TMAH apresentam um teor de carbono residual (RCC) elevado, uma vez que, 0
mesmo ndo € capaz de decompor as amostras e apresenta carbono na sua
constituicdo. Assim, sucessivas etapas de diluicAo devem ser realizadas
previamente as determinacées por ICP-MS (NOBREGA et al., 2006).

Dentro desse contexto, solucbes de ambnia também tém sido utilizadas
de um modo satisfatério para o preparo de amostras biolégicas. No trabalho de
VANHOE et al. (1993) solucbes de amodnia foram utilizadas no preparo de
amostras de leite em p6 e soro humano visando a determinacgéo de | por ICP-
MS.

Com relacdo ao uso de solugdes alcalinas para o preparo de amostras
de mel para posterior determinagcdo de Br e I, cabe salientar que néo foi

encontrado nenhum trabalho na literatura que relate essa aplicacgéo.

2.3.1.2 Técnicas de Combustdao em Sistema Fechado

2.3.1.2.1 Bomba de Combustao

Na bomba de combustdo as amostras sdo decompostas na presenca de
excesso de oxigénio e os produtos gasosos gerados durante esse processo
sdo absorvidos em uma solucdo adequada que se encontra no interior do
sistema (MAGALHAES et al., 2010). Na Fig. 1 sdo apresentadas as principais

partes que constituem a bomba de combustéo, que é construida em aco.
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absorvedora

Figura 1. Bomba de combustao (adaptado de Flores et al., 2007).

Para a decomposicdo das amostras neste sistema, as mesmas Sao
preparadas na forma de comprimidos e posicionadas no copo de ignicdo. Um
fio, geralmente de platina, é colocado em contato com a amostra e conectado a
dois eletrodos para a subsequente ignicdo (FLORES et al., 2007). Uma solucéo
absorvedora, cujo volume geralmente varia de 5 a 10 ml, € utilizada na parte
inferior do sistema que, apods a introducao da amostra é fechado e pressurizado
com oxigénio. A pressdo de O, utllizada € da faixa de 20 a 30 atm
(MAGALHAES et al., 2010). A ignicéo é feita pelo aguecimento do fio de platina
e, assim, € dado inicio a reacdo de combustdo (FLORES et al., 2007). ApGs o
resfriamento, que pode ser realizado por meio da submersdo da bomba em
agua (SOUZA et al., 2002) ou em um banho de gelo (ANDERSON, 1991;
BELEVI et al., 2000). Por fim, o sistema é aberto e a solucdo absorvedora &
utilizada para a determinacao dos analitos.

Dentro desse contexto, é importante salientar que, em alguns trabalhos
gue empregaram a bomba de combustdo, foram utilizados auxiliares como
amido (ARIKAWA, et al., 1987), alcool (NARASAKI, 1985), 6leos (NADKARNI &
POND, 1983) e parafinas (SOUZA et al., 2002) com o intuito de melhorar a

eficiéncia da combustdo da amostra.



28

A principal vantagem deste sistema encontra-se associada a massa de
amostra que pode ser empregada (geralmente, maior que 0,5 g). Entretanto,
esse método de combustdo apresenta desvantagens que incluem a
possibilidade de contaminacdo durante a decomposicdo visando a
determinacdo de metais em nivel de tracos, tendo em vista que a bomba
apresenta partes metdlicas, dificuldades para a descontaminacdo e baixa
frequéncia analitica (FLORES et al., 2007).

Métodos utilizando a bomba de combustdo foram desenvolvidos para
muitos tipos de amostras visando a determinacdo, tanto de metais como, de
nao-metais. Em uma revisdo publicada em 2007, encontram-se descritas
diversas aplicacbes dessa técnica (FLORES et al., 2007). Grande parte dos
trabalhos que empregam a bomba de combustdo visando a determinacéo de
halogénios envolve a decomposicdo de carvdo, bem como de outros
combustiveis (MARTINEZ-TARAZONA & CARDIN, 1986; NADKARNI & POND,
1983; DOOLAN, 1987; FUNG & DAO, 1995; FUNG &DAO, 1996). Entretanto,
no trabalho de SOUZA et al. (2002), amostras biolégicas foram decompostas
(até 500 mg) por meio da bomba de combustao para posterior determinacéao de
| por ICP OES. Além desse halogénio, também foram determinados alguns
metais (Ca, Cu, K, Mg, Na, P e Zn) e S. Neste trabalho, os autores
demonstraram que a solucdo de CFA-C 10% (v/v), bem como a solucédo de
HNO3; 0,1% (v/v) sdo adequadas para a absorcdo dos elementos estudados,
com excecao do |. No entanto, para a absorcdo de |, somente a solucdo de
CFA-C 10% (v/v) mostrou-se adequada. Adicionalmente, cabe salientar que
fez-se necessaria a adicdo de um auxiliar de combustdo (etanol ou parafina)
para que as amostras de leite em p6 fossem devidamente decompostas.

Outras aplicacbes da bomba de combustdo para a subsequente
determinacdo de halogénios incluem a decomposicdo de pecas automotivas
(CORTES-PENA et al., 2002) e de residuos de incineracdo (BELEVI &
MONCH, 2000). No entanto, ndo foram encontrados relatos do uso deste

sistema para a decomposicéao de mel.
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2.3.1.2.2 Frasco de Combustéo de Schoniger

Para a decomposicédo de uma amostra por meio do frasco de combustao
de Schoniger (Fig. 2), a mesma deve ser envolvida em um papel com baixo
teor de cinzas. Em um segundo momento, a amostra envolta no papel deve ser
colocada em uma cesta de platina que se encontra fixada, normalmente, na
tampa do frasco de decomposicédo. Assim, apoés ter sido adicionada a solucao
absorvedora e ter-se introduzido oxigénio gasoso no frasco, a amostra €,
entdo, inserida. A ignicdo pode ser feita manualmente, eletricamente ou por
meio de radiacdo no infravermelho. Apds a ignicdo, o frasco é invertido para
que a proépria solucdo absorvedora auxilie a vedacdo do frasco, evitando
perdas do analito por volatilizagdo. A combustdo é, geralmente, rapida e se
completa entre 5 e 15 s (MAGALHAES et al., 2010).

Com relacdo a massa de amostra que pode ser empregada, cabe
salientar que a mesma depende do volume do frasco e do tipo de amostra a
ser utilizada (MAGALHAES et al., 2010). Entretanto, em geral, as massas de
amostra empregadas nao ultrapassam 100 mg quando frascos de até 1000 ml
séo utilizados (FLORES et al.,2007).

O,

Suporte —
—— _n’ -.-.-—
de Pt
Solucéo
absorvedora

Figura 2. Frasco de combustdo de Schoniger (adaptado de Flores et al.,
2007).
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As vantagens do frasco de combustdo de Schoniger incluem a
velocidade com que as amostras sao decompostas, a simplicidade do
processo, uma vez que emprega materiais relativamente simples e baratos e, o
baixo risco de perdas (MAGALHAES et al., 2010). Em contrapartida, apresenta
desvantagens, tendo em vista que o0 uso de massas de amostra relativamente
pequenas traz inconvenientes quando se deseja determinar elementos em
nivel de tracos; possibilita a decomposi¢do de apenas uma amostra por vez, o
gue compromete a frequéncia analitica; e mostra-se susceptivel a
contaminagdo associada ao material utilizado para envolver a amostra
(MESKO, 2008; KNAPP et al., 1998).

Com relacdo as desvantagens do frasco de combustdo de Schoniger,
Magalhdes et al. (2010) sdo descritos ainda, a possibilidade de oxidacéo
incompleta da amostra e de ocorrer evaporacdo de compostos volateis antes
da queima.

Muitos procedimentos envolvendo este meétodo sdo descritos na
literatura, onde, incluem o preparo de diferentes tipos de amostras, visando
tanto a determinacdo de metais como a de nao-metais. No entanto, cabe
salientar que grande parte das aplicacbes envolve a subsequente
determinacdo de ndo-metais, especialmente, de halogénios (FLORES et al.,
2007).

De acordo com o trabalho de FLORES et al. (2007), as principais
aplicacbes do frasco de Schoniger para a subsequente determinacdo de |,
incluem a decomposicdo de materiais biolégicos e de compostos organicos,
enquanto grande parte das aplicacbes deste método para Br incluem a
decomposicdo de compostos organicos e polimeros.

Neste sentido, o trabalho desenvolvido por Knapp et al. (1998) constitui
um exemplo de aplicacdo do frasco de combustdo de Schoniger para a
decomposicdo de materiais bioldgicos para a subsequente determinacéao de I.
No trabalho de Knapp et al. (1998), 20 a 25 mg de amostras bioldgicas (leite
em po, plantas e tecidos) foram decompostos em um frasco de combustao com
capacidade de 500 ml. A solucdo absorvedora utilizada nesse trabalho foi
TMAH 0,5% e a determinacdo de iodo foi realizada por ICP-MS. As

concordancias obtidas pelos autores com os valores certificados foram
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superiores a 93% indicando que o método é adequado para a determinagdo de
| nas amostras avaliadas.

Com relacdo as aplicagfes do frasco de combustdo de Schoniger, ainda
cabe salientar que, embora este tenha sido aplicado a diversos tipos de
amostra, ndo foram encontradas aplicacbes deste método para a
decomposicdo de mel.

2.3.1.2.3 Combustdao Iniciada por Micro-ondas

A combustao iniciada por micro-ondas (MIC), proposta por Flores et al.
(2004), associa as vantagens da decomposicdo por via Umida com
aquecimento por radiacdo micro-ondas, com as vantagens das técnicas de
combustdo em sistema fechado. Essas vantagens, incluem, baixos valores de
branco, reducéo do tempo de preparo, uso de frascos de alta presséo, baixos
valores de carbono residual, elevada massa de amostra, adequabilidade a
determinacdo de ndo metais e uso de pequena gquantidade de reagentes
(MESKO, 2008).

Na MIC, a amostra é decomposta no interior de um frasco fechado
pressurizado com oxigénio. Neste método, a ignicdo € promovida por meio da
aplicacdo da radiacdo micro-ondas. Apds a combustdo os analitos séo, entéo,
absorvidos em uma solucdo adequada e uma etapa de refluxo pode ser
aplicada por meio da continuacéo do programa de irradiacdo de micro-ondas. A
aplicacdo de uma etapa de refluxo permite a obtencdo de baixos desvios
padrdes relativos (RSDs) e recuperacdes quantitativas dos analitos (FLORES
et al., 2004). Para a realizacdo do procedimento de combustdo, um dispositivo
de quartzo, que serve como suporte para a amostra, deve ser inserido no

frasco de decomposicéo, de acordo com a Fig. 3.
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Figura 3. Frasco de quartzo e suporte empregados na combustdo iniciada por
micro-ondas (MESKO, 2008).

Com relacdo ao dispositivo de quartzo utilizado como suporte para a
amostra, segundo Mesko (2008), o modelo mais adequado € o que fica
suspenso na parte superior do frasco de decomposicao (Fig. 4). Este apresenta
na parte inferior ranhuras que permitem que ocorra um maior contato entre o
oxigénio e a amostra e, na parte superior, um funil que permite a lavagem
efetiva da base do suporte onde ocorre a combustdo da amostra. Esse funil
também tem a funcéo de proteger a tampa do frasco de digestdo da chama
gerada durante a combustdo (MESKO, 2008).
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89 mm

20 mm

Figura 4. Suporte de quartzo utilizado na MIC (adaptado de Mesko, 2004).

Para que uma amostra solida seja decomposta por MIC faz-se
necessario que a mesma seja preparada na forma de um comprimido, o qual,
em um segundo momento, é colocado sobre um disco de papel filtro,
previamente posicionado sobre o suporte de quartzo, e contendo 50 pl de
solucdo de nitrato de aménio 6 mol I* que, sob a acdo da radiacdo micro-
ondas, atua como o iniciador da combustdo. Em seguida, o suporte é inserido
dentro do frasco de decomposicdo contendo 6 ml da solucdo absorvedora
(volume minimo recomendado pelo fabricante do equipamento). Apos o
fechamento dos frascos com a tampa de PTFE, os mesmos séo fixados ao
rotor, pressurizados com oxigénio e levados ao forno micro-ondas, onde, seréo
submetidos a radiacdo que dara inicio ao processo de combustdo. Apds a
ignicdo, temperaturas superiores a 1300 °C geralmente sdo atingidas,
garantindo a conversao de praticamente toda a matéria organica em seus
produtos de combustdo (FLORES et al., 2004).

No caso de amostras liquidas, devido a impossibilidade de obtencao de
comprimidos, estas podem ser acondicionadas no interior de invoélucros
produzidos a partir de filmes de polietiieno (PEREIRA, 2007), para a posterior
decomposicédo por MIC.

Outra vantagem inerente a MIC é a possibilidade do uso de solu¢cdes
absorvedoras mais adequadas ao tipo de analito e a técnica de determinacéo.

No caso da quantificacdo de halogénios, essa vantagem torna possivel a
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utilizacdo de agua ou solugdes alcalinas para absorver os analitos (FLORES et
al., 2007), as quais sdo recomendadas para estes elementos, uma vez que néo
formam compostos volateis com os mesmos (ANTES et al., 2010).

De acordo com o que é relato na literatura, a MIC foi empregada para a
subsequente determinagao de halogénios em amostras com diferentes tipos de
matrizes como, carvdo (FLORES et al.,, 2007), 6leo bruto extra-pesado
(PEREIRA et al., 2009), coque de petrdleo (PEREIRA et al., 2008), leite em p0,
figado bovino, farinha de trigo, amido de milho (MESKO et al.,, 2010),
nanotubos de carbono (PEREIRA, 2010), polimeros (MORAES et al., 2010),
tabaco (MULLER et al., 2011) e &cidos humicos (PEREIRA et al., 2011).
Entretanto, ndo existem relatos do uso da MIC para a decomposicdo de

amostras como o mel, cuja matriz é rica em acgucares.

2.3.1.3 Contribuicdo da Radiacao Ultravioleta no Preparo de Amostras

Orgéanicas

A radiacéo ultravioleta (A = 40 a 400 nm) é capaz de formar compostos
intermediarios extremamente reativos, com uma elevada capacidade oxidante,
a partir de compostos organicos e inorganicos dissolvidos (GOLIMOWSKI;
GOLIMOWSKA, 1996). Dessa forma, a sua aplicacdo no de preparo de
amostras organicas passa a Ser promissora, uma vez que a mesma pode
contribuir para que o(s) analito(s) seja(m) disponibilizado(s) em solugcéo, bem
como decompor, parcialmente, a amostra, diminuindo assim o RCC.

Dentre as espécies reativas formadas pela acdo da radiacéo ultravioleta
podem ser citadas o oxigénio singlete, o0z6nio, radicais superoxidos e
alquilperéxidos, peroxido de hidrogénio e ion persulfato (GOLIMOWSKI;
GOLIMOWSKA, 1996).

Alguns trabalhos relataram o emprego da radiacdo ultravioleta associada
a radiacdo micro-ondas com o intuito de realizar a decomposicao de amostras
organicas em sistema fechado utilizando acidos diluidos, e obtendo teores de
carbono residual adequados a determinacédo de diversos elementos por ICP-
MS (FLORIAN; KNAPP, 2001; LIMBECK, 2006; FERREIRA, 2013). Para tanto,

no interior dos frascos de decomposicdo séo inseridas lampadas de emisséo
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de radiacao ultravioleta (Fig. 5), estas séo ativadas pela radiagdo micro-ondas
e agem de forma simultinea com a mesma. A |ampada ultravioleta é
construida em quartzo e apresenta em seu interior cerca de 1 mg de Cd,
aproximadamente, 4 mbar de argonio e uma antena de molibdénio (FLORIAN;
KNAPP, 2001).

raY

L i
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frasco de quartzo >

0
|

=2 <«———dispositivo de PTFE

<+———antena

l«———Dbulbo

lampada de emisséo
de radiacao UV “«———dispositivo de PTFE

Figura 5. Sistema comercial para a decomposicéo por via umida assistida por
micro-ondas e ultravioleta (FERREIRA, 2013).

Embora os trabalhos que vém sendo desenvolvidos com as lampadas
ultravioletas estejam indicando resultados satisfatorios (FLORIAN; KNAPP,
2001; LIMBECK, 2006; FERREIRA, 2013), cabe destacar que, ainda né&o
existem relatos na literatura de trabalhos que tenham avaliado o efeito da
radiacdo UV em extracbes ou dissolucbes realizadas em meio alcalino.
Provavelmente, nessa condicdo, a aplicacdo da radiacdo UV pode favorecer a
ocorréncia de transformacfes quimicas e, com isso, contribuir para a obtencéo
de uma solucdo, onde os analitos encontram-se totalmente ou quase que na

totalidade disponiveis para a andlise.
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2.4 Técnicas de Determinacdo de Halogénios

Muitas técnicas analiticas vém sendo empregadas para a determinagdo
de halogénios, dentre as quais se pode destacar, a espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a cromatografia de ions
(IC), a potenciometria com eletrodo de ion seletivo (ISE), a espectrometria de
fluorescéncia de dispersdo de raios-X (EDXRF), a andlise instrumental por
ativacdo neutrdnica (INAA) e os métodos titrimétricos. A escolha da técnica de
determinacdo mais adequada, no entanto, deve estar sempre pautada no tipo
de amostra, no analito a ser determinado, bem como na sua concentracéo
(VARGA, 2007; KNAPP, 1998).

Dentre as técnicas empregadas para determinacdo de halogénios, a
ICP-MS vem sendo amplamente utilizada devido a sua seletividade, sua
capacidade multielementar e seus baixos limites de detec¢do (SCHRAMEL,
HASSE, 1994; BETTINELLI et al., 1995; KNAPP et al., 1998). Entretanto,
apesar da mesma apresentar uma série de vantagens, uma de suas principais
limitacbes, quando empregada para determinacdo de halogénios, esta
relacionada a ocorréncia de acentuado efeito de memoria durante a
determinacdo destes analitos, principalmente, bromo e iodo. Dentro desse
contexto, a utilizacdo de soluc¢des alcalinas no preparo das amostras, além de
evitar a volatilizacdo dos elementos também previne possiveis efeitos de
memoria (VANHOE et al., 1993; NOBREGA et al., 2006). Adicionalmente, cabe
salientar que as solucfes alcalinas também podem ser utilizadas na lavagem
do sistema de introducdo da amostra contribuindo, assim, para a reducédo do
efeito de memoria (MESKO et al., 2010).

No entanto, a introducéo direta de solu¢cdes contendo TMAH no plasma
nao € recomendada, tendo em vista que pode ocorrer o acumulo de carbono na
interface  no espectrometro (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1998)
ocasionando, assim, interferéncias (BETTINELLI et al., 1995).

Muitos trabalhos da literatura reportam o uso da ICP-MS para a
determinacdo de Br e | em alimentos. No entanto, o Unico trabalho que reporta

0 uso dessa técnica para a determinacao de iodo em mel ndo apresenta o teor
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deste analito na amostra nem o limite de deteccdo obtido para o método
proposto (BATISTA et al., 2012).



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, 0s reagentes e as
amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os
procedimentos empregados para o preparo e analise das amostras.

Os métodos de preparo de amostra avaliados para a subsequente
determinacdo de Br e | por ICP-MS foram a dissolugao alcalina assistida por
radiacdo micro-ondas, a dissolucdo alcalina assistida por radiagdo micro-ondas
e ultravioleta, a dissolucdo alcalina com aquecimento em banho-maria e a
combustéo iniciada por micro-ondas (MIC),

Para os procedimentos de preparo de amostras envolvendo a dissolugéao
alcalina foram estudadas diferentes solugdes com o intuito de avaliar qual seria
mais adequada para a dissolucdo das amostras e liberacdo dos analitos para
posterior determinacdo por ICP-MS. Na dissolucdo alcalina em banho-maria
também foram avaliados parametros como, temperatura e tempo de
dissolugéo.

No procedimento de decomposicdao por MIC, foi avaliada a massa
maxima de amostra que poderia ser utilizada sem o risco de um aumento
excessivo de pressdo durante a etapa de combustdo. Adicionalmente, foram
avaliadas diferentes solucdes absorvedoras, com o intuito de selecionar a
solucdo mais adequada para absorver os analitos.

Cabe ressaltar que as determinacbes de Br e | por ICP-MS foram
realizadas no Laboratdrio de Analises Quimicas, Industriais e Ambientais da
Universidade Federal de Santa Maria, com o apoio do grupo coordenado pelo
Prof. Dr. Erico M. M. Flores, pois esse equipamento ndo esta disponivel para

utilizacao na UFPel.
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3.1 Instrumentacgéo

Para o preparo das amostras através da dissolucdo alcalina assistida por
radiagdo micro-ondas, da dissolugcéo alcalina assistida por radiagdo micro-
ondas e ultravioleta e da MIC foi utilizado um forno de micro-ondas Multiwave
3000® (Anton Paar) (Fig. 6). No entanto, para o procedimento de dissolucéo
alcalina assistida por radiagdo micro-ondas este sistema foi equipado com 8
frascos de politetrafluoretiieno (PTFE), com um volume interno de 100 ml.
Enquanto, para a MIC e para a dissolugcdo alcalina assistida por radiacéo
micro-ondas e ultravioleta foi usado o0 mesmo sistema equipado com 8 frascos

de quartzo, com um volume interno de 80 ml.

Figura 6. Forno de micro-ondas Multiwave 3000® (a), rotor equipado com 8
frascos de quartzo utilizados para a decomposicdo de amostras (b),

frasco de quartzo (c) e frasco de PTFE (d).

Na dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta
foi utilizado no interior de cada frasco uma lampada de cadmio preenchida com
argonio (Anton Paar) que, emite radiacdo ultravioleta (A = 228) (Fig. 7). Para
evitar o contato direto da lampada com o frasco de decomposicdo foi

necessaria a inser¢ao de dois discos de PTFE, sendo um posicionado na parte
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inferior e outro na parte superior da ldmpada, conforme pode ser observado na
Fig. 7. Em contrapartida, na MIC um dispositivo de quartzo (Fig. 8) foi utilizado
no interior dos frascos, servindo como suporte para as amostras, conforme

proposto por Mesko (2004).

T m—

Figura 7. Lampada de radiacao ultravioleta e discos de PTFE (a) e frasco de

guartzo com a lampada devidamente posicionada (b).

Figura 8. Dispositivo de quartzo utilizado na MIC como suporte para as

amostras.

As dissolugdes alcalinas que ndo foram realizadas sob a radiagdo micro-
ondas foram feitas com auxilio de um banho-maria (Thermomix®, Modelo 18
BU, B. Braun Biotech International).

Um banho de ultrassom Unique (modelo USC — 1800 A), com frequéncia

de 40 kHz, foi utilizado para a descontaminacdo do papel filtro usado como
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auxiliar no processo de combustdo, bem como para a descontaminacao do
invélucro das amostras.

As amostras foram homogeneizadas com o auxilio de uma chapa de
aquecimento IKA (modelo RH Basic 2), previamente aos procedimentos de
preparo, uma vez que, a solubilizacdo da amostra a 60 °C por 30 min fez-se
necessaria devido a presenca de cristais na mesma.

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Marte
(modelo AY220, Brasil), com resolugédo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g.

Para a determinacao de bromo (m/z = 79) e iodo (m/z = 127) por ICP-MS
foi empregado um espectrometro (Elan DRC II, PerkinElmer SCIEX) equipado
com um nebulizador concéntrico (Meinhard Associates), uma camara de
nebulizacdo do tipo ciclénica (Glass Expansion, Inc.) e uma tocha de quartzo
(Glass Expansion, Inc.), com tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.).

O teor de carbono residual nas solucdes obtidas apos a decomposicéo
das amostras por MIC foi determinado por ICP OES, utilizando um
espectrometro com configuracao axial (PerkinElmer, modelo Optima 4300 DV,
Shelton, CT, USA, http://www.perkinelmer.com) equipado com tocha e tubo
injetor de quartzo, com camara de nebulizacdo ciclénica e um nebulizador
conceéntrico.

A otimizacdo dos parametros instrumentais utlizados para as
determinacdes por ICP-MS e ICP OES foi feita de acordo com as
recomendacdes do fabricante (PERKIN ELMER-SCIEX, 2003).

A determinacdo do teor de umidade foi realizada por meio de um

refratbmetro de Abbé (modelo Thermo Haake C10, Analytik Jena).

3.2 Reagentes

Hidréxido de aménio p.a. (Merck) e carbonato de aménio p.a. (Vetec)
foram utilizados para o preparo das solucdes absorvedoras utilizadas na
decomposicdo por MIC. Adicionalmente, cabe ressaltar que o hidréxido de
amonio também foi empregado para o preparo de algumas solucdes utilizadas
na dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas e na dissolucéo

alcalina assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta.
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Uma solugcédo de hidroxido de tetrametilaménio 25% (p/p) em metanol
(Sigma-Aldrich) foi utilizada nos procedimentos de dissolugédo alcalina com
aqguecimento em banho-maria, dissolugao alcalina assistida por radiagao micro-
ondas e dissolucéo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta.

Para a MIC, foi utilizada uma solucdo de nitrato de aménio (6 mol 1™
como iniciador de combustdo. Esta solucéo foi preparada a partir da dissolugéo
de NH4NO; p.a. (Merck) em agua.

As solucbes de calibracdo de Br e | foram preparadas a partir da
dissolucéo de solucdes de referéncia contendo sais de brometo e iodeto de
potassio (Merck) em hidroxido de aménio 10 mmol I* ou em carbonato de
aménio 10 mmol I™.

Acido citrico p.a. (Vetec, www.vetecquimica.com.br, Brasil) foi diluido em
agua e a solucdo obtida, contendo 1000 mg I de carbono, foi utilizada para o
preparo das solucdes de calibracdo (5 a 500 mg I"') empregadas para a
determinacdo do teor de carbono residual nos digeridos obtidos apos a
decomposicdo das amostras por MIC. Para essas determinacdes também foi
utilizada uma solucdo de itrio Assurance® (Spex CertiPrep, 1001,5 + 3 mg I*
em HNOj3 0,28 mol I, www.spexcsp.com, EUA) como padréo interno.

Oxigénio comercial (White Martins, Brasil) foi utlizado para a
pressurizacao dos frascos de decomposic¢ao por MIC.

Nas determinacdes por ICP-MS, o plasma foi gerado a partir de argonio
de alta pureza (99,998%, White Martins).

Acido nitrico p.a. (Vetec) e alcool etilico absoluto (Vetec) foram utilizados
para a descontaminacdo dos materiais utilizados neste trabalho.

Celulose microcristalina de grau farmacéutico foi utlizada na
decomposicdo da amostra por MIC com o intuito de reduzir a velocidade da
reacdo de combustéao.

A agua de elevada pureza utilizada nos procedimentos foi destilada,
deionizada em coluna de troca i6nica e, adicionalmente, purificada em um

sistema de purificacdo (Megapurity, Billerica, USA).
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3.3 Materiais Diversos

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratorio foram
descontaminados por imersdo em &cido nitrico 10% (v/v) por, pelo menos, 24 h
e, posteriormente, lavados com agua purificada.

Os filmes de polietileno utilizados como involucros das amostras, bem
como o0s papéis filtro empregados na MIC, foram descontaminados atraves de
imersdao em 4alcool etilico 20% (v/v) por 20 min em banho de ultrassom.
Posteriormente, os mesmos foram lavados com &gua ultrapura e secos em
capela de fluxo laminar.

Para a descontaminacdo da celulose empregada na combustédo das
amostras, inicialmente, a mesma foi imersa em HNO3; 10% (v/v) por 24 h. Em
um segundo momento, a celulose foi filtrada a vacuo, lavada com &agua
ultrapura e seca em estufa a 60 °C por 4 h.

Os frascos de quartzo e de PTFE do forno de micro-ondas, bem como
0S suportes para as amostras usados no sistema de combustdo foram
descontaminados com acido nitrico concentrado sob aguecimento em forno de
micro-ondas. Para tanto, o seguinte programa de aquecimento foi utilizado: i)
1400 W por 10 min e ii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). O mesmo
procedimento de descontaminacdo foi feito também uma vez com agua
ultrapura, antes de proceder a decomposicao ou dissolu¢do das amostras.

As lampadas de emissao ultravioleta ndo foram descontaminadas sob
radiacdo micro-ondas, uma vez que, neste caso, a lampada ficaria emitindo a
radiacdo ultravioleta e, com isso, sofreria um desgaste. Deste modo, estas
foram descontaminadas em um béquer contendo HNOj3; concentrado em uma
chapa de aquecimento, a 120 °C por 20 min. Posteriormente, as lampadas e os
suportes de PTFE foram lavados com agua ultrapura e secos em uma capela

de fluxo laminar.

3.4 Amostras

As amostras de mel empregadas neste trabalho foram adquiridas no

comércio local de Pelotas — RS, de Santa Maria — RS e de Belo Horizonte —
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MG. De acordo com as informacfOes presentes nas embalagens, uma das
amostras € proveniente de Santa Catarina — Brasil, duas sdo provenientes de
cidades do Rio Grande do Sul (Santana do Livramento e Agudo), enquanto
uma das amostras € oriunda de Minas Gerais, da cidade de Formiga. Com
excecdo da amostra oriunda da cidade de Formiga, que foi produzida a partir
de flores de eucalipto, as demais amostras de mel apresentam uma origem
floral silvestre. Dentre as amostras, uma foi escolhida aleatoriamente para a
avaliacdo e desenvolvimento dos métodos para a determinacédo de Br e | e,
esta foi identificada como “A”. As demais amostras foram utilizadas para avaliar
a aplicabilidade do método proposto, estas foram identificadas como B,C e D.

Ap6s a aquisicdo das amostras, estas foram homogeneizadas, com o
auxilio de um bastdo de vidro em um recipiente previamente descontaminado
e, acondicionadas em recipientes de polietileno de alta densidade (PEAD).

Devido ter-se observado a presenca de cristais nas amostras,
previamente aos procedimentos de decomposicao e dissolugcdo, as mesmas
foram novamente homogeneizadas em um banho-maria a 60 °C por 30 min.
Este procedimento € recomendado pelo método oficial 920.180 da Association
of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2011), o qual faz mencdo aos
procedimentos que devem ser empregados para a homogeneizacao do mel.

Dois materiais de referéncia (RM), NIST 8435 (Whole Milk Powder) e
NIST 8414 (Muscle Bovine), foram secos e utilizados para a avaliacdo da
exatiddo do procedimento proposto por MIC.

Diferentemente da maioria dos trabalhos relatados na literatura, para a
decomposicdo das amostras, bem como dos RMs por MIC, foram preparados
involucros com um filme de polietileno (com dimensdes de 8 x 8 cm, massa de
aproximadamente 50 mg), sobre o qual foi pesada a amostra ou 0 RM, e uma
guantidade significativa de celulose microcristalina. Em seguida, adicionou-se
100 pl de NH4NOs (6 mol I'Y) e o invélucro foi fechado com o auxilio de uma
pinca, selado por aquecimento e o excesso de polietiieno foi removido.
Imagens dos invélucros produzidos com a amostra de mel encontram-se
apresentados na Figura 9 (MELLO, 2007; PEREIRA, 2007).
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Figura 9. Invélucros contendo mel e celulose microcristalina.

3.5 Determinacao do Teor de Umidade

A umidade das amostras de mel foi determinada segundo o método
44.1.03 (B) da Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2011) que,
recomenda o uso da refratometria para esse fim.

Para a determinacdo do teor de umidade por meio do método,
inicialmente, circulou-se agua a 20 °C pelo refratdbmetro de Abbé, por tempo
suficiente para equilibrar a temperatura do mesmo. Posteriormente, 3 a 4 gotas
da amostra foram transferidas para o prisma do refratdmetro, para que, entao,
fosse possivel fazer a leitura do indice de refracdo. Com base no indice de
refracdo observado e em uma Tabela (Anexo 1) que relaciona indices de
refracdo com diferentes teores de umidade (AOAC, 2011) foi possivel a

obtencao do percentual de umidade no mel.

3.6 Dissolucao Alcalina Assistida por Radiacdo Micro-ondas em Sistema

Fechado

No procedimento de dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas, inicialmente, foram transferidos 500 mg de amostra para frascos de
PTFE, onde, posteriormente, foram adicionados 6 ml de solucdo (TMAH 0,11
mol I, NH,OH 50 mmol I"* ou NH,OH 100 mmol I'}). A seguir, os frascos foram
fechados e submetidos ao programa de irradiacdo com micro-ondas

apresentado na Tab. 1.
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Tabela 1. Programa de irradiacdo empregado na dissolucdo alcalina assistida

por radiacdo micro-ondas em sistema fechado.

Etapa Poténcia (W) Rampa Tempo de permanéncia Exaustéo

(min) (min)
1 1000 10 - Fan 1
2 1000 - 50 Fan 1
3 0 - 20 Fan 3*

Taxa de aumento de pressdo: 0,3 bar s™, temperatura maxima: 90 °C e
pressdo maxima: 40 bar; *etapa de resfriamento.

A temperatura maxima da extracdo foi limitada em 90 °C, para evitar
riscos de degradacéo do reagente TMAH (KNAPP et al., 1998; TAGAMI et al.,
2006).

A solucdo obtida apos o término do programa de irradiacdo foi
avolumada a 25 ml com agua ultrapura. As determinagdes dos analitos foram
feitas por ICP-MS.

3.7 Dissolucao Alcalina Assistida por Radiacdo Micro-ondas e Ultravioleta

em Sistema Fechado

Neste procedimento, em um primeiro momento, foi inserido um
dispositivo de PTFE no interior do frasco de quartzo. Posteriormente, foram
adicionados 500 mg de amostra, 10 ml da solucéo responséavel pela dissolucdo
da amostra, onde, foram avaliados TMAH 0,11 mol I"!, NH,OH 50 mmol I e
NH,OH 100 mmol I e, por fim, a lampada UV contendo um segundo
dispositivo de PTFE na parte superior. Em seguida, os frascos foram fechados,
fixados no rotor e submetidos ao programa de aquecimento mostrado na Tab.
2.
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Tabela 2. Programa de irradiacdo empregado na dissolucdo alcalina assistida

por radiacdo micro-ondas em sistema fechado.

Etapa Poténcia (W) Rampa Tempo de permanéncia Exaustéo

(min) (min)
1 1000 10 - Fan 1
2 1000 - 50 Fan 1
3 0 - 20 Fan 3*

Taxa de aumento de pressdo: 0,3 bar s™, temperatura maxima: 90 °C e
pressdo maxima: 40 bar; *etapa de resfriamento.

Ap6s o término do programa de irradiacdo as solucdes obtidas foram
avolumadas a 25 ml e os analitos foram determinados por ICP-MS.

3.8 Dissolugéao Alcalina com Aquecimento em Banho-Maria

Na dissolucdo alcalina com aquecimento em banho-maria, inicialmente,
foi transferido cerca de 1 g de amostra para frascos de polipropileno,
posteriormente, adicionou-se 0,5 ou 1 ml de TMAH 25% (m/v) e, as amostras
foram, entdo, submetidas ao aquecimento em banho-maria.

Outros parametros avaliados, além do volume de solu¢cdo empregado,
foram: a temperatura (60 e 90 °C) e o tempo de dissolucao (0,5; 1 e 2 h).

Apos a dissolucdo das amostras, as mesmas foram aferidas a 10 ml e as

determinacdes de Br e | foram feitas por ICP-MS.
3.9 Decomposicao por MIC

Para a execucdo da decomposicdo por MIC, foram preparados
invélucros contendo a amostra, a celulose e o NH4sNO3 (6 mol 1Y), conforme foi
descrito no item 3.4. A MIC foi realizada com massas de 500 e 1000 mg de
amostra. No entanto, estudos foram realizados previamente com o intuito de
verificar a massa maxima de amostra que poderia ser completamente
decomposta sem o risco de um aumento excessivo de pressdo durante a etapa

de combustao.
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Apos a obtencgdo do invllucro contendo a amostra, este foi disposto na
base do suporte de quartzo contendo um disco de papel filtro (15 mm de
diametro, 12 mg) umedecido com 50 ul de NH4sNO3; 6 mol I*. Em um segundo
momento, foram adicionados 6 ml da solugc&o absorvedora no interior do frasco
de quartzo e o suporte contendo a amostra foi, entdo, colocado no interior do
mesmo com o auxilio de uma haste. Por fim, os frascos foram fechados,
fixados no rotor, pressurizados com 20 bar de O, por 1 min e submetidos ao

programa de irradiagdo com micro-ondas mostrado na Tab. 3.

Tabela 3. Programa de irradiacdo empregado para a decomposicao das

amostras por combustéo iniciada por micro-ondas.

Etapa Poténcia (W) Rampa Tempo de permanéncia Exaustéo

(min)
1 1400 - 50 seg Fan 1
2 0 - 3 min Fan 1
3 1400 - 4 min Fan 1
4 0 - 20 min Fan 3*

Taxa de aumento de pressdo: 0,8 bar s™, temperatura maxima: 280 °C e
pressdao maxima: 80 bar; *etapa de resfriamento.

Apés o término do programa de irradiacdo as amostras foram
avolumadas a 25 ml e as determinacdes de Br e | foram conduzidas por ICP-
MS.

Outro parametro avaliado na MIC foi a solucdo absorvedora, para tanto,
foram estudadas, por meio de ensaios de recuperacéo, solucdes de carbonato
de amoénio e hidroxido de aménio em diferentes concentracdes (25, 50, 75, 100
e 150 mmol ). Os ensaios de recuperacdo foram realizados por meio da
adicdo de 50 pl de solucdes padrao de Br e I, cujas concentracfes eram 300 e
45 mg I, respectivamente, em 50 g da amostra de mel. Essas solu¢des foram
preparadas a partir de sais de Kl e KBr, previamente secos, e aferidas com
agua ultrapura.

As melhores condi¢cdes observadas tiveram a sua exatiddo avaliada por
meio da decomposicdo de 200 mg do RM NIST 8435 por MIC e pela
decomposicdo do RM NIST 8414 (110 mg), na presenca da matriz da amostra
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(500 mg). Para tanto, foi utilizado, assim como para as amostras, o filme de
polietileno, como involucro, e a celulose microcristalina em uma proporgédo de
aproximadamente 30% em relacdo a massa de amostra e/ou RM empregada.

ApoOs os parametros do método terem sido otimizados, as melhores
condicOes para a decomposi¢cao das amostras visando a determinagcao de Br e
| foram aplicadas para a decomposicdo de méis de outras origens geogréficas
e/ou botanicas.

No que diz respeito ao procedimento empregado para a execucédo da
MIC, ainda cabe destacar que, a massa de papel filtro, a concentracdo e o
volume de NH4sNO3 e a pressédo de O, utilizada foram baseados em trabalhos
prévios (FLORES et al., 2004; MESKO et al., 2006).

Na Fig. 10 é apresentado um fluxograma com todos os procedimentos
utilizados neste trabalho para o preparo de amostras de mel, para subsequente

determinacdo de Br e I.

Procedimentos empregados

para o preparo de amostras

1
| 1 | |

Dissolugéo alcalina Dissolugao alcalina Dissolucao alcalina MIC
assistida por radiagao em banho-maria assistida por radiagao
micro-ondas micro-ondas e I
ultravioleta Invélucros com 500
I | | T ou 1000 mg de
500 mq de amostra 1,0 g de amostra amostra,
2 | I 500 mg de amostra | celulose e 100 pl de
| I NH,NO, (6 mol I)
6 ml de sol. (TMAH 6 ml de sol. (TMAH I
0,11 mol I, NH,OH 50 sl el 0,11 mol I, NH,OH Papel filtro + 50 pl de
mmol ' ou NH,OH TMAH 25% 50 mmol I ou NH,NO, (6 mol I')
100 mmol I1) NH,OH 100 mmol I) I
| ' psorvedora (NH,0H
p absorvedora 4
Micro-ondas: O e Lampada WV | | 550, 75, 100 ¢ 150
10 min rampa I mmol I' ou (NH,),CO,
50 min 1400 W Micro-ondas: 25, 50, 75, 100 e 150
20 min resfriamento 10 min rampa mmol I1)
50 min 1400 W T
20 min resfriamento Micro-ondas:
50s 1400 W
3min0W
4 min 1400 W
20 min resfriamento
1
ICP-MS

Figura 10. Representacdo esquematica dos procedimentos avaliados para o
preparo de amostras de mel para subsequente determinacdo de Br
e | por ICP-MS.
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3.10 Determinacao dos Analitos por ICP-MS
As solucbes obtidas ap6s a amostra ter sido submetida aos diferentes
procedimentos de preparo de amostra foram analisadas por ICP-MS para a
determinacdo de Br e |. Os parametros operacionais do espectrometro no

momento das andlises sdo apresentados na Tab. 4.

Tabela 4. Parametros operacionais para a determinacao de Br e | por ICP-MS.

Parémetros ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Vaz&o de argdnio no tubo externo (I min™) 15,0
Vazao auxiliar de argénio (I min™) 1,2
Vazao de argdnio do nebulizador (I min™) 1,15
Camara de nebulizacao Ciclbnica
Nebulizador Concéntrico
Cones de amostragem (sampler e skimmer) Pt
Lente idGnica Auto lens on
Tempo de aquisi¢éo de sinal (ms) 50
Is6topos (m/z) Br, %]

Com respeito a calibracdo, cabe destacar que, esta foi realizada por
meio de solucdes preparadas a partir de solucbes estoques de Br e | na
concentracdo de 10000 pg I™*. As curvas utilizadas para a calibragdo foram de 1
al1l0pg |t deBrede0,1a1lugl*del. Estas foram preparadas em NH4OH ou

(NH4).CO3 10 mmol I™* de acordo com a composicéo dos digeridos.
3.11. Determinacéo do Teor de Carbono Residual

A determinacédo do teor de carbono residual nas amostras digeridas por
MIC foi feita por ICP OES. Para tanto, os digeridos, bem como as solu¢bes de
calibracdo foram, previamente, purgadas com argénio (Ar) por 2 min, para a
remocao do CO, dissolvido. Foi utilizado itrio como padrdo interno, este foi

adicionado as amostras e padrdes a uma concentracéo final igual a 1 mg I™.
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Os parametros operacionais do espectrometro sdo apresentados na
Tab. 5.

Tabela 5. Parametros operacionais para a determinacéo de C por ICP OES.

Parametros ICP OES
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Vaz&o de argdnio no tubo externo (I min™) 15,0
Vaz&o auxiliar de argénio (I min™) 0,2
Vaz&o de argdnio do nebulizador (I min™) 0,7
Céamara de nebulizacao Ciclonica
Nebulizador Concéntrico
Vista Axial
Comprimento de onda C (nm) 193,091 e 247,856

Comprimento de onda Y (nm) 371,030




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para
as andlises descritas no capitulo 3 (Materiais e Métodos), 0s quais
possibilitaram o desenvolvimento e avaliagdo de diferentes procedimentos de
preparo das amostras de mel para a subsequente determinacdo de Br e | por
ICP-MS.

A discussao dos resultados foi subdividida de acordo com os diferentes
procedimentos estudados. Na primeira parte, € feita uma discusséo a respeito
do teor de umidade da amostra analisada. Nas trés partes seguintes s&o
apresentados os resultados obtidos para a determinagédo de bromo e iodo por
ICP-MS apés os diferentes procedimentos avaliados. Na quinta e Gltima parte,
e feita uma discussado a respeito das vantagens e desvantagens dos métodos

de preparo de amostras desenvolvidos.
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4.1 Determinagé&o do Teor de Umidade

As amostras de mel foram submetidas a determinacdo do teor de
umidade, de acordo com descrito no item 3.5 (Materiais e Métodos), com o
intuito de avaliar se o conteddo de agua nas amostras estava dentro do
relatado na literatura e preconizado pela legislacéo vigente. Este cuidado foi
tomado, tendo em vista que durante a etapa de decomposicdo das amostras
por MIC, a presenca de um teor elevado de agua poderia ocasionar a
decomposicdo incompleta das mesmas. Possivelmente, isso poderia ocorrer
devido uma parcela significativa da energia liberada nos instantes iniciais da
reacdo de combustdo acabar sendo utilizada para a evaporacdo da agua
presente na amostra e, com isso, nao ser possivel alcancar a energia de
ativacao necessaria para dar prosseguimento a reacao, extinguindo, assim, o
processo de combustdo. Esta hipdtese estd baseada nos estudos feitos por
MESKO (2004), onde foram investigados diferentes volumes de iniciadores de
combustdo e foi observado que quando um volume elevado de solucao foi
utilizado o inicio da reacao de combustdo nao era reprodutivel ou ndo ocorria.

O teor de umidade encontrado para o mel foi de 17,9 + 0,1% (n = 3),
onde se pode constatar que este se encontra dentro do limite especificado pelo
Ministério da Agricultura na Normativa n°® 11, de 20 de outubro de 2000
(BRASIL, 2000) e com o limite estabelecido pela Codex Alimentarius na
Normativa CODEX STAN 12-1981. Segundo essas normativas, o teor maximo
de agua permitido no mel é de 20% e valores superiores a estes podem indicar
adulteracées no mesmo.

Adicionalmente, cabe salientar que o teor de agua encontrado para a
amostra analisada encontra-se de acordo com valores reportados em outros
trabalhos para méis florais (BERTONCELJ. J. et al., 2011; FINOLA, M. S;;
LASAGNO, M. C.; MARIOLI, J.M.; 2007). Além disso, também é relatado que
pequenas variacdes sdo esperadas, uma vez que, a umidade do mel depende
de varios fatores, tais como, estacdo de colheita, grau de maturidade
alcancado na colmeia e fatores climaticos (FINOLA, M. S.; LASAGNO, M. C,;
MARIOLI, J.M.; 2007).
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4.2 Dissolucao Alcalina Assistida por Radiagdo Micro-ondas em Sistema

Fechado

A dissolucao alcalina assistida por radiagdo micro-ondas em sistema
fechado foi um dos métodos de preparo de amostras avaliado visando a
determinacdo de Br e | em mel por ICP-MS. Esse sistema foi avaliado, tendo
em vista que, quando se trata da determinacdo de halogénios em amostras
biolégicas, este € um dos métodos de preparo de amostras mais utilizados
(MARTINS et al., 2002; BATISTA et al., 2007; CAMPILLO, et al., 2010). Para
tanto, amostras de mel foram submetidas ao procedimento de dissolucéo
alcalina em sistema fechado e assistido por radiagdo micro-ondas utilizando
trés diferentes solucdes: solucdo de TMAH 0,11 mol I"*, cuja escolha encontra-
se pautada em estudos anteriores (HARTWIG, 2011; MESKO, et al., 2010), e
solugbes de NH4OH 50 e 100 mmol I}, tendo em vista que existem relatos de
gue essas solucdes apresentaram um desempenho satisfatorio para a
absorcao de Br e | em matrizes biologicas decompostas por MIC. A dissolugéo
foi realizada conforme o procedimento descrito no item 3.7 (Materiais e
Métodos).

Na Fig. 11, podem ser observadas as solucdes obtidas apds a amostra
de mel ter sido preparada por dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-

ondas, utilizando as diferentes solucdes alcalinas.
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Figura 11. Aspecto das solu¢cBes obtidas ap6s 500 mg de mel terem sido
preparados por dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas em sistema fechado, utilizando TMAH 0,11 mol I (a),
NH,OH 50 mmol I'* (b), e NH4OH 100 mmol I (c).

Com base na Fig. 11 pode-se perceber que ao utilizar TMAH (Fig. 11a)
na dissolucdo das amostras obteve-se uma solugdo com uma coloracéo
marrom intensa. Provavelmente, isto esta relacionado ao fato do TMAH ser
uma base organica forte (NOBREGA et al., 2006) e, por isso, ocasionar um
namero mais expressivo de transformacdes quimicas durante a dissolucdo da
amostra quando comparado ao NH4;OH (Fig. 11 b e ¢). Em geral, o TMAH ¢é
capaz de ocasionar a cisdo hidrolitica ou a metilacdo de algumas ligacoes,
especialmente, ligacbes éster, amida e éter (NOBREGA et al., 2006).

A concentracdo de Br e | ndo pode ser determinada, por ICP-MS, nas
solucdes obtidas apds a dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas, uma vez que, as concentragdes dos analitos ha amostra encontravam-
se abaixo dos limites de deteccao obtidos para o0 método, quando utilizadas as
diferentes solucfes alcalinas.

Quanto aos limites de deteccdo obtidos para a dissolucdo alcalina
assistida por radiacdo micro-ondas, cabe salientar que, estes foram elevados
devido as solugcbes obtidas conterem um elevado RCC, e, portanto, fazer-se
necessaria a realizacdo de sucessivas diluicdbes (de até 300 vezes),

previamente as analises. Maiores detalhes referentes aos limites de deteccéo
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dos métodos avaliados neste trabalho serdo apresentados no item 4.7 deste
capitulo.

Com relagédo ao teor de carbono residual, vale salientar que, este é
elevado apés a dissolucado com solugdes alcalinas, uma vez que neste método,
ndo ocorre a decomposi¢do da matriz da amostra, com a conversao da matéria
organica em CO; e H,O, como ocorre em outros sistemas de decomposicao de
amostras como as baseados nos métodos de combustdo (FLORES et al.,
2007). Além disso, cabe destacar que, a presenca de um teor elevado de
carbono durante a analise por ICP-MS pode ocasionar o acumulo de carbono
na interface do equipamento, que implica na perda de sensibilidade durante a
determinacdo, bem como interferir na ionizagdo dos analitos no plasma
(NOBREGA et al., 2006), assim, de fato, faz-se necessaria a diluicio das
amostras.

Com relagéo as interferéncias do carbono sob a ionizacéo dos analitos,
cabe mencionar que estas, geralmente, estdo relacionadas ao fato das
moléculas organicas requererem mais energia para a sua atomizacdo quando
comparadas as moléculas de agua (WEIR & BLADES, 1994), bem como a
ionizacdo de um teor elevado de carbono demandar uma parcela apreciavel de
energia. O consumo de energia envolvido em ambos 0S processos
mencionados diminuem a energia disponivel para a ionizagcédo do(s) analito(s) e
ocasionam, por consequéncia, a reducdo da intensidade dos sinais obtidos
para 0s mesmos. Assim, o | deveria ter seu sinal suprimido em uma larga
extensdo, devido apresentar uma elevada energia de ionizacdo, no entanto, o
mesmo, assim como o As, Au, Hg, Sb, Se e Pd, na presenca de um elevado
teor de carbono, tem a intensidade do seu sinal aumentada (GRINDLAY et al.,
2013). A intensidade do sinal mais elevada esta relacionada a uma maior
eficiéncia de ionizacdo do(s) analito(s) que, neste caso, se deve a ocorréncia
de reacOes de transferéncia de carga (GRINDLAY et al.,, 2013). Nessas
reacdes ocorre a transferéncia de carga entre o analito e espécie(s) de carbono
ionizada(s) (C*, C,", CO" ou CO,"), as quais séo formadas no plasma, o que
culmina na ionizacao do analito. Esse processo somente ocorre com elementos
gue apresentam niveis eletrénicos ibnicos com energia semelhante a energia

de ionizacdo da(s) espécie(s) de carbono produzidas.
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4.3 Dissolucao Alcalina Assistida por Radiagcao Micro-ondas e Ultravioleta
em Sistema Fechado

A dissolucéo alcalina assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta em
sistema fechado também foi realizada, uma vez que havia o interesse de
conhecer as suas potencialidades como método de preparo de amostras para a
subsequente determinacgéo de Br e | em mel por ICP-MS.

O procedimento utilizado para a execucdo deste método (item 3.8 —
Materiais e Métodos) é semelhante ao empregado para a dissolucdo alcalina
por radiacdo micro-ondas em sistema fechado. A diferenga entre o0s
procedimentos reside no fato de, na dissolugcéo alcalina assistida por radiacao
micro-ondas e ultravioleta, ser empregada uma lampada de radiacdo UV no
interior do frasco onde ocorre a dissolu¢do da amostra (Fig. 12).

T

Figura 12. Frasco de quartzo contendo a lampada UV, a amostra e a solucao

utilizada para a dissolucdo da mesma.

Quanto as solucbes empregadas, cabe destacar que, estas foram as
mesmas avaliadas na dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas
em sistema fechado (TMAH 0,11 mol I, NH,OH 50 e 100 mmol ), uma vez
gue, assim, o efeito da radiacdo UV poderia ser estudado de um modo mais
efetivo, por meio da comparacgéo entre os métodos.

A temperatura maxima foi limitada para 90 °C devido o TMAH se

decompor sob temperaturas superiores. Para as demais solucfes dissolutoras
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avaliadas a temperatura também foi limitada a 90 °C devido objetivar-se a
avaliacdo do efeito da solucdo dissolutora na amostra e, portanto, ser
necessario que os todos os outros parametros fossem fixados. No entanto,
cabe salientar que temperaturas superiores podem ser utilizadas para as
demais solucbes estudadas. Todavia, este estudo da avaliagdo de diferentes
temperaturas de dissolugdo nao foi feito devido as limitacbes encontradas
durante a deteccéo do analito por ICP-MS, as quais serdo detalhadas a seguir.

Na Fig. 13 podem ser observadas as solu¢Bes obtidas apds a amostra
de mel ter sido submetida a dissolugdo alcalina assistida por radiagdo micro-
ondas e ultravioleta em sistema fechado, utilizando as diferentes solugcdes
(TMAH 0,11 mol I'* e NH4OH (50 e 100 mmol I'")).

Figura 13. Aspecto das solucbes obtidas apdés 500 mg de mel terem sido
preparados por dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas e ultravioleta em sistema fechado, utilizando TMAH 0,11 mol
It (@), NH4OH 50 mmol I (b), e NH4OH 100 mmol I (c).

Com base na Fig. 13 pode-se perceber que, as solu¢cdes obtidas por
meio da dissolucéo alcalina empregando radiacdo micro-ondas e ultravioleta,
apresentam uma coloracdo marrom mais intensa que as solu¢fes obtidas por
meio da dissolucdo alcalina empregando somente a radiacdo micro-ondas (Fig.
11). Provavelmente, isso se deve ao fato de, no sistema que emprega a
radiacdo ultravioleta, ocorrer um maior nimero de transformacfes quimicas

durante a dissolugdo da amostra. De acordo com Golimowski e Golimowska
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(1996), a radiacao ultravioleta é capaz de gerar espécies reativas a partir de
compostos organicos e inorganicos, algumas dessas espécies sdo oxigénio
singlet, radicais superéxido e alquilperoxidos, ozénio, radical hidroxila e
peroxido de hidrogénio. Algumas dessas espécies como o radical hidroxila e os
radicais alquilperéxidos podem ser formados, na presenca da radiacdo UV, a
partir das solucdes dissolutoras avaliadas (NH4sOH e TMAH).

Quanto aos resultados, cabe destacar que, assim como, para a
dissolucdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas, ndo foi possivel a
guantificacdo do teor de Br e | no mel por ICP-MS apds a dissolucdo alcalina
assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta. Isso se deve, novamente, ao
fato, do teor dos analitos na amostra encontrar-se abaixo dos limites de
deteccéo (item 4.7) obtidos para o método, quando utilizadas as diferentes
solucdes avaliadas.

A inviabilidade de determinar a concentragcdo dos analitos por meio
deste meétodo impossibilitou a avaliacdo da potencialidade da radiacéo
ultravioleta para o preparo de amostras de mel visando a subsequente
determinacdo de Br e |. Entretanto, como a radiacédo ultravioleta € capaz de
gerar espécies reativas e oxidantes, acredita-se que a mesma possa favorecer
a obtencdo de uma solucdo, onde, os analitos encontram-se totalmente ou
guase que na totalidade disponiveis para a analise. Essa capacidade torna-se
ainda mais relevante quando os analitos encontram-se fortemente ligados a
matriz da amostra, tendo em vista que a solubilizacdo dos mesmos passa a ser

ainda mais complexa.

4.4 Dissolucao Alcalina com Aquecimento em Banho-Maria

Para a realizacdo da dissolucao alcalina com aquecimento em banho-
maria empregou-se o procedimento descrito no item 3.9 (Materiais e Métodos).

Com relacdo ao procedimento empregado, cabe destacar que, neste
foram avaliados os seguintes parametros: volume de TMAH utilizado (0,5 e 1
ml), temperatura de dissolucédo (60 e 90 °C) e tempo de dissolucédo (0,5; 1 e 2
h).
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Nas Fig. 14 podem ser observadas as solu¢des obtidas apos a
dissolugéo de 1 g de amostra sob as diferentes condi¢cdes avaliadas.

Figura 14. Aspecto das solucdes obtidas ap6s dissolucdo alcalina com
aquecimento em banho-maria, utilizando TMAH 25%. Condicbes
empregadas nas dissolucdes de 1 g de amostra a 60 °C: 1 ml de
TMAH (30 min) (a), 1 ml de TMAH (1h) (b), 1 ml de TMAH (2 h)
(c), 0,5 ml de TMAH (30 min) (d), 0,5 ml de TMAH (1 h) (e), e 0,5
ml de TMAH (2 h) (f). Condigcbes empregadas nas dissolucdes de
1 g de amostra a 90 °C: 1 ml de TMAH (30 min) (g), 1 ml de
TMAH (1h) (h), 1 ml de TMAH (2 h) (i), 0,5 ml de TMAH (30 min)
(), 0,5 ml de TMAH (1 h) (k), e 0,5 ml de TMAH (1 h) (I).

Como pode ser observado na Fig. 14, as solucbes ndo apresentaram
uma diferenca significativa quanto ao seu aspecto. No entanto, cabe ressaltar
gue, dentre essas solucdes, as que apresentaram uma colora¢cdo mais intensa
foram obtidas a partir de 1 ml de TMAH e submetidas a uma temperatura de 90
°C. Possivelmente, isso esteja correlacionado ao fato de, nessas condicoes,
ter-se uma maior disponibilidade de TMAH e uma temperatura mais elevada e,
portanto, um meio que favorece de um modo mais efetivo a ocorréncia de
transformacdes quimicas.

No entanto, assim como, para 0s métodos de dissolucdo alcalina
mencionados anteriormente, nao foi possivel obter o teor de Br e | no mel por

ICP-MS apéds a aplicacdo da dissolucdo alcalina com aquecimento por banho-
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maria. Novamente, o teor dos analitos na amostra mostrou-se menor que 0S
limites de deteccdo obtidos para o método, os quais foram elevados devido a
necessidade de sucessivas diluicdes para a introducdo da amostra no ICP-MS.

4.5 Decomposicéo por MIC

Tendo em vista que os métodos que envolvem a dissolucdo alcalina nédo
foram adequados para o preparo de amostras de mel para subsequente
determinacdo de Br e I, avaliou-se também a MIC, uma vez que ha relatos na
literatura que descrevem o seu uso para a decomposicao de diferentes tipos de
alimentos para posterior determinacdo de halogénios (MESKO et al., 2010).
Entretanto, cabe ressaltar que a MIC ainda ndo foi utilizada para a
decomposicdo de matrizes ricas em acucares, como o mel.

As decomposic¢des por MIC foram realizadas conforme descrito no item
3.6 (Materiais e Metodos). Inicialmente, existiu a necessidade de avaliar a
forma de introducéo da amostra no sistema de combustao, tendo em vista que
o mel é um liquido viscoso e a maior parte dos trabalhos por MIC utilizam a
amostra na forma solida. Assim, em um primeiro momento, optou-se pela
utilizacédo de capsulas de policarbonato, uma vez que o uso de capsulas como
involucros para amostras € reportado na literatura ha algum tempo para a
subsequente decomposicado de diferentes tipos de amostra por meio do frasco
de combustéo de Schoniger que, consiste em um sistema de combustédo, assim
como, a MIC (FLORES et al., 2007; PEREIRA, 2007). Todavia, como 0 uso da
capsula limitava a massa de amostra a ser utilizada, avaliou-se a utilizacdo de
involucros de polietileno. A utilizacdo deste tipo de involucro para a amostra foi
baseada em um trabalho relatado na literatura que utilizou filmes de polietileno
para amostras de petréleo (PEREIRA, 2007). Durante o desenvolvimento deste
método também foi avaliada a massa maxima de amostra que poderia ser
utilizada sem o risco de um aumento excessivo da presséo durante a etapa de
combustdo, bem como a solucdo absorvedora mais adequada para a absorcéo,
estabilizacao e insercéo dos analitos em ICPs por nebulizagdo pneumatica.

Nos itens 4.2.1 e 4.2.3 sdo apresentados os resultados referentes a

otimizacdo da massa de amostra e da solucdo absorvedora, respectivamente.
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4.5.1 Otimizagcao da Massa de Amostra

Como mencionado anteriormente, a massa de amostra a ser utilizada na
MIC, foi um parametro avaliado durante o desenvolvimento do método para a
decomposicdo de mel, visando a determinacdo de Br e I. A menor massa de
amostra avaliada foi 100 mg, para os estudos subsequentes a massa
empregada foi sendo aumentada em incrementos de 50 mg. Esse estudo foi
realizado de uma forma gradual devido desconhecer-se o comportamento da
reacdo de combustdo do mel, ou seja, se a mesma poderia ocorrer de uma
forma violenta ocasionando, assim, um aumento excessivo da pressdo do
sistema.

Durante esse estudo houve um acompanhamento do aspecto da solucao
obtida ap0s a combustao, bem como da pressao atingida no sistema para cada
massa de amostra avaliada, para que, entdo, fosse possivel determinar a
massa maxima de amostra que poderia ser utilizada sem um aumento
excessivo da pressao e com uma completa decomposi¢cédo da amostra.

Com base nesse estudo foi possivel perceber que massas entre 100 e
350 mg de mel podem ser decompostas por MIC a uma pressdo de O, de 20
bar (Fig. 15), obtendo-se solu¢cdes com aspecto limpido. Em contrapartida,
observou-se que para massas a partir de 400 mg a reacdo de combustdo néao
era completa. Deste modo, fez-se um estudo empregando-se 25 bar de O, com
o intuito de avaliar se 0 aumento da pressao de O, poderia auxiliar no processo
de combustédo. Todavia, nesta condicdo ocorreu a persisténcia de uma solucéo
com coloracédo escura (Fig.16) para a massa de 400 mg de amostra. Dessa
forma, para averiguar o que ocorria durante a combustdo de massas de mel
acima de 350 mg, realizou-se a decomposicao de 400 mg da amostra em um
modo que permite a visualizacdo do processo de combustdo. Como se
suspeitava, a queima nao havia sido completa, devido o invélucro romper nos
instantes iniciais da combustéo, projetando a amostra carbonizada nas paredes

do frasco e na solugéo absorvedora.
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Figura 15. Aspecto da solucéo absorvedora e do sistema de decomposicao

apos a decomposicdo de diferentes massas de mel por MIC com
pressao de 20 bar de O, no sistema: 100 mg (a), 150 mg (b), 200
mg (c), 250 mg (d), 300 mg (e) e 350 mg (f).

Figura 16. Aspecto da solucdo absorvedora e do sistema de decomposicéo
apo6s a decomposicdo de 400 mg de mel por MIC, com presséao de
O, de 25 bar.

Assim, com o intuito de poder aumentar a massa de mel a ser
decomposta no sistema, possibilitando uma melhora no LOD do método e,
consequentemente, a determinacdo de Br e | nas amostras de mel, avaliou-se
a adicao de celulose nos involucros contendo a amostra. A adi¢céo foi feita com
a intencdo de avaliar se a presenca da celulose poderia tornar a reacdo de
combustdo mais controlada e, com isso evitar a proje¢cdo do mel durante a
gueima. Este estudo foi baseado em trabalhos de outros autores que utilizaram

auxiliares para melhorar a eficiéncia da combustdo de amostras biolégicas
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durante a decomposicao das mesmas na bomba de combustdo (ARIKAWA, et
al., 1987; SOUZA et al., 2002). Além disso, em alguns trabalhos relatados na
literatura relacionados a MIC, a celulose foi empregada como um auxiliar de
combustdo. No entanto, a mesma néo foi utilizada com o intuito de influenciar
na cinética da reacdo de combustdo, mas, com o objetivo de contribuir com a
volatilizacdo de alguns analitos presentes em amostras que possuem uma
fracdo inorganica elevada (PICOLOTO et al., 2012).

Adicionalmente, também foi avaliada a adicdo de 50 ou 100 pl de
NHsNOs 6 mol I* (mesma solucéo usada como iniciador de combustdo) na
amostra, bem como a presenca de pequenos orificios nos involucros da
amostra. Estes orificios no filme de polietileno foram feitos para verificar se a
projecdo da amostra durante a combustéo era reduzida.

Apoés essa otimizacdo pode-se perceber que, a presenca de celulose em
uma proporcédo adequada a massa de amostra, a adicdo de 100 pl de NH4NO3
(6 mol 1) e a presenca de pequenos orificios nos invélucros, permitem a
combustdo completa de até 1000 mg de mel (Fig. 17). A eficiéncia da
decomposicdo dessa massa de amostra foi comprovada por meio da
determinacdo do teor de carbono nos digeridos, onde, todas as solucbes
analisadas apresentaram valores abaixo de 13 mg I (limite de deteccéo do

método).

Figura 17. Aspecto da solucdo absorvedora e do sistema de decomposicao
apo6s a decomposicdo de 1000 mg de mel por MIC, com 20 bar de

O, no sistema.
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Na Tab. 6 para cada massa de amostra avaliada a partir de 400 mg
encontra-se especificada a massa de celulose necesséria para que a reacao de
combustdo seja completa. No entanto, fez-se necessério ainda, a adicdo de
100 pl de NH4NOs3 (6 mol ') e que se fagcam pequenos orificios nos invélucros
antes da combust&do da amostra.

Com relacéo a adi¢cao de 100 pl de NH4sNO3 juntamente com a amostra e
a celulose, acredita-se que esta solucdo tenha facilitado a ocorréncia da
ignicdo da amostra de uma maneira mais homogénea e, com isso, auxiliado na
melhora do processo de combustdo. Da mesma forma, acredita-se que a
presenca de orificios no filme que envolve a amostra tenha contribuido para
aumentar a superficie de contato entre a amostra e o O, favorecendo assim a
reagcdo, como também reduzido a presséo interna dos invoélucros evitando o
rompimento repentino durante o processo de ignicdo e, consequentemente, a

projecao da amostra durante a combustéo.

Tabela 6. Massas de celulose utilizadas para combustado de 400 a 1000 mg de

mel, utilizando 20 bar de presséo inicial de O..

Massa de mel (mg) Massa de celulose (mgQ)
400 50
450 100
500 150
550 150
600 150
650 200
700 200
750 250
800 250
850 300
900 350
950 400
1000 400

O teor de celulose necesséario para a decomposicdo de massas de

amostra de 400 a 1000 mg variou de 12 a 40% (m/m). Com base nos
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resultados apresentados na Tab. 6 pode-se perceber que com o aumento da
massa de amostra faz-se necessario utilizar a celulose em uma maior
proporgdo. Adicionalmente, pode-se observar que os teores de celulose
necessarios para a decomposicao de massas superiores a 850 mg foram os
mais elevados (cerca de 40%).

Com o intuito de avaliar qual massa seria mais adequada para a
guantificacdo dos analitos em mel, selecionou-se a maior massa otimizada
(1000 mg), bem como a massa intermediaria (500 mg). A massa de 1000 mg
foi selecionada, uma vez que, a sua utilizagdo permitiria a reducéo do limite de
deteccdo do método, facilitando, assim, a deteccédo de elementos em um nivel
traco. Enquanto que a massa de 500 mg foi utilizada devido a maior facilidade
de manipulacdo da amostra, a menor propor¢cdo amostra/celulose e a menor
pressao gerada no sistema. Além disso, a decomposi¢cdo das massas de mel
selecionadas permitiu fazer uma avaliacdo dos brancos, tendo em vista que a
proporcao de celulose adicionada ndo € proporcional para estas massas de
amostra (500 mg de mel — 30% de celulose e 1000 mg de mel — 40% de
celulose).

Quanto as pressoes atingidas ao longo da otimizacao, vale salientar que,
as mesmas nao ultrapassaram 45 bar. Deste modo, como o sistema utilizado
apresenta uma pressao limite de 80 bar, foi possivel realizar a decomposicao
de até 1000 mg de amostra de modo seguro. Além disso, esse estudo indicou
gue massas de mel superiores a 1000 mg ainda podem ser avaliadas na MIC,
todavia, fica evidente que outros parametros devem ser acompanhados. Na
Fig. 18 sdo apresentadas as pressdes atingidas no sistema apos a combustao
de diferentes massas de mel usando 20 bar de oxigénio como pressao inicial.
No entanto, € importante salientar que as pressdes apresentadas na Fig. 18,
para massas de amostra a partir de 400 mg, também se referem as massas de
celulose que tiveram de ser adicionadas (Tab. 6) para que as decomposicdes

ocorressem de uma forma adequada.
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Figura 18. Pressfes atingidas ap0s a combustdo de massas de 200 a 1000 mg

de mel, com presséo inicial de 20 bar de O, (n=1).

Como pode ser observado na Fig. 18, com o aumento da massa da
amostra ocorreu um incremento praticamente linear na pressdo (R? = 0,928).
Contudo, alguns comportamentos diferentes do esperado podem estar
correlacionados a uma variagcdo na pressao inicial do sistema, bem como a
propria variagdo do sensor que monitora a pressdo dos frascos de

decomposicao.
4.5.2 Programa de Irradiacdo com Micro-ondas

O programa de irradiacdo das micro-ondas utilizado, inicialmente, era
constituido pelas seguintes etapas: i) 1400 W por 5 min para a etapa de
combustdo seguida de refluxo e, i) 0 W por 20 min para a etapa de
resfriamento, conforme proposto em trabalhos anteriores (MESKO et al., 2010;
HARTWIG, 2011).

No entanto, tendo em vista que a aplicacdo do refluxo
concomitantemente a etapa de combustdo ocasionava o arraste da amostra
durante o processo de combustdo, optou-se pela aplicagdo de uma etapa

intermediaria entre a de combustdo e a de refluxo, para que, assim, a
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combustdo completa da amostra fosse garantida. O programa de irradiacéo
empregado neste trabalho esta apresentado no item 3.6 (Materiais e métodos).

Com respeito a etapa de refluxo, cabe destacar que a mesma foi
utilizada, devido relatos da literatura indicarem que a sua aplicacado propicia
recuperacdes mais quantitativas, bem como menores desvios padrao relativos
(RSDs) (FLORES et al., 2004; MESKO et al., 2010).

4.5.3 Otimizacédo da Solucéo Absorvedora paraBre |

Para que fosse selecionada a solucdo mais adequada para a absorgéao
de Br e | apbs a decomposicao das amostras de mel por MIC, foram estudadas
solucdes de (NH4).CO3; e NH,OH em diferentes concentracdes (25, 75, 50, 100
e 150 mmol I'"). O (NH,),CO3; e NH,OH foram selecionados, uma vez que, para
outros tipos de amostra, relatos da literatura tém apontado que essas solucdes
sédo candidatas potenciais para a absorcao de Br e | apds a decomposicao por
MIC (HARTWIG, 2011; MESKO, 2008; PEREIRA et al, 2010). Assim, ensaios
de recuperacdo foram realizados com o intuito de avaliar a solugéo
absorvedora mais adequada, onde foram adicionadas concentracdes
conhecidas de solucdes padréo dos analitos na amostra (item 3.9).

Na Fig. 19 sédo apresentadas as recuperacdes obtidas para Br e | na
amostra de mel, apés decomposicdo por MIC empregando NH,OH e
(NH,4).COs3 nas concentracdes de 25, 50, 75, 100 e 150 mmol I e, subsequente
determinacao por ICP-MS.
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Figura 19. Recuperacdes para ll Br e B | em amostras de mel, por ICP-MS,
ap6s MIC, utilizando diferentes concentracdes de NH;OH (a) e

(NH4)2COg3 (b) como solucdo absorvedora (massa de amostra =
500 mg, n=3).

Como pode ser observado na Fig. 19 as recuperacdes para Br e | foram
satisfatérias para as diferentes solu¢cdes de NH,OH estudadas. Para Br as
recuperacdes variaram de 99 a 104% e para | de 98 a 104%. Contudo, com o
uso das concentracées de 50, 75, 100 e 150 mmol I* de NH,OH, como solucéo

absorvedora, os RSDs para ambos os analitos mostraram-se inferiores (< 6%)
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aos obtidos quando a solucdo de 25 mmol I foi utilizada. Assim, as solucdes
empregadas com concentracbes a partir de 50 mmol I"* foram consideradas
mais adequadas para a absorcao de Br e | apds a decomposi¢cdo da amostra
analisada. Entretanto, cabe salientar que embora a solucdo de NH,OH 25
mmol I* ndo tenha sido a mais adequada, seu comportamento mostrou-se
diferente do observado em outros trabalhos relatados na literatura (PEREIRA,
2010; HARTWIG, 2011), onde, apds a decomposi¢cdo de amostras com outros
tipos de matrizes por MIC, essa concentragdo da solugcdo de NH;OH
apresentou recuperacdes para estes analitos inferiores a 60%. Provavelmente,
isso se deve ao fato da amostra de mel analisada apresentar uma baixa
concentracdo dos analitos, e ndo possuir uma matriz que apds a MIC favoreca
uma reducédo significativa do pH do meio que, em um segundo momento,
poderia ocasionar a baixa recuperacdo dos mesmos. Os pHs para todas as
solucdes absorvedoras estudadas quando decompostos 500 mg de amostra
ficaram em torno de 7.

Com relacdo as recuperacdes obtidas para Br e | quando utilizadas as
diferentes solugbes de (NH4).COs, cabe salientar que também foram
observadas recuperacdes satisfatorias para ambos os analitos em todas as
concentracfes avaliadas (96 a 105% para Br e 99 a 106% para I). Além disso,
assim como para as solucbes de NH4OH, os menores RSDs (< 10%) foram
obtidos quando se utilizou o (NH4).CO3 nas concentracdes de 50, 75, 100 e
150 mmol I, No entanto, os RSDs obtidos, quando (NH4),COs foi utilizado
como solucdo absorvedora, foram de um modo geral, superiores aos
encontrados para NH4OH. Adicionalmente, cabe destacar que, o uso de
(NH4).COg3 pode trazer inconvenientes durante a determinacdo por ICP-MS,
uma vez que, podem ocorrer depdsitos de carbono na interface do mesmo
(cones e lente ibnica), assim, optou-se por utilizar a solucdo de NH,OH como
solucéo absorvedora.

Desta forma, para avaliar a exatiddo do procedimento de decomposicao
por MIC utilizando NH,OH como solucdo absorvedora para subsequente
determinacao de Br e | por ICP-MS, foram decompostos cerca de 200 mg do
RM NIST RM 8435 (Whole Milk Powder), conforme descrito no item 3.6
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(Materiais e Métodos), avaliando duas concentracdes da solugcdo absorvedora,
50 e 100 mmol I,

Com respeito ao RM utilizado cabe salientar que devido a auséncia de
material de referéncia certificado (CRM) com uma matriz semelhante a da
amostra, bem como de um material de referéncia (RM), optou-se pela sua
utilizacdo. Embora, a sua matriz ndo apresente semelhanca com a da amostra,
0 mesmo, em conjunto com os demais estudos que foram realizados ao longo
desse trabalho, foi capaz de contribuir para a avaliacdo da exatiddo do método.

Os resultados apresentados na Tab. 7, referentes a determinacéo de Br
e | no RM por ICP-MS, ap6s decomposi¢cdo por MIC, mostram concordancias
como o valor informado para Br de 101 e 105% e para | de 98 e 106% quando
as solucdes de NH,OH 50 mmol I e 100 mmol I* foram usadas,
respectivamente. Utilizando o teste t de Student é possivel observar que ambas
as concentragdes de NH,OH né&o apresentam diferencas significativas com o
valor certificado para Br e I, em um nivel de 95% de confianga. Dessa forma,
tanto a concentracdo de 50 mmol I quanto & concentracdo de 100 mmol I da

solucdo de NH,OH séo adequadas para a absorcéo de Br e I.

Tabela 7. Determinacéo de Br e | em material de referéncia NIST 8435 (Whole
milk powder), por ICP-MS, ap0s decomposicdo por MIC, utilizando
NH,OH 50 e 100 mmol I, como solucdo absorvedora (resultados

expressos em pg kg™ + desvio padrdo, n=3).

Solucéo absorvedora Br I
NH4OH 50 mmol I** 20,2+0,2 2,25+0,17
NH4OH 100 mmol I 21,0+24 2,43+0,17

Valor informado para Br: 20 + 10 uyg g™; 1: 2,30 £ 0,40 ug g .

No entanto, tendo em vista que o RM utilizado ndo apresenta uma matriz
semelhante a da amostra, fez-se um estudo adicional com o intuito de
complementar a avaliacdo da exatiddo do procedimento de decomposicao por
MIC utilizando NH,OH como solucdo absorvedora. Para tanto, foi feita a

decomposicédo por MIC de cerca de 110 mg do RM NIST 8414 (Bovine muscle),
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que apresenta em sua composicdo 1,1 + 0,5 ug g™ de Br e 0,035 + 0,012 ug g™
de I, na presenca da matriz da amostra (500 mg).

Na Tab. 8 sdo apresentadas as recuperagdes obtidas para Br, por ICP-
MS, apoés a adicdo do RM NIST 8414 nas amostras de mel e decomposi¢ao por
MIC empregando NH4OH nas concentracées de 50, 75 e 100 mmol I,

Tabela 8. Recuperacfes de Br obtidas por ICP-MS, ap6s a adicdo do RM NIST
8414 nas amostras de mel e decomposi¢cdo por MIC empregando
NH4OH nas concentracdes de 50, 75 e 100 mmol I (resultados
expressos em % = desvio padréo, n=3).

Solucéo absorvedora Recuperacgéao
NH4OH 50 mmol I 104 + 3
NH,OH 75 mmol I 105 + 4
NH4OH 100 mmol I** 102 +7

Com pode ser observado na Tab. 8 as recuperacfes para Br podem ser
consideradas quantitativas para todas as concentracdes de NH,OH avaliadas,
0 que indica, novamente, que essas solu¢cbes sao adequadas para a absorcao
de Br apos a decomposicdo por MIC e subsequente determinacao por ICP-MS.
Entretanto, tendo em vista que, com a utilizacdo da solucdo de hidréxido de
amonio 50 mmol I obteve-se 0 menor RSD (menor que 3%) e que, 0 emprego
de solucbes absorvedoras mais diluidas é sempre desejavel quando as
determinacdes sao realizadas por ICP-MS, dentre as solucGes avaliadas, a
solucéo escolhida para absorver Br e | apos a decomposi¢cdo de mel por MIC
foi NH,OH 50 mmol I,

Quanto as recuperacdes para | referentes a adicdo do RM NIST 8414
nas amostras de mel, cabe salientar que as mesmas nao puderam ser obtidas
tendo em vista que, o teor de | das amostras contendo o RM encontrava-se
abaixo dos limites de deteccdo obtidos para 0 método (~ 11 pg kg™, conforme
apresentado no item 4.7) quando empregadas as diferentes solu¢des avaliadas
neste estudo.

Apés a escolha da solucdo absorvedora mais apropriada para a

absorcao de Br e |, a amostra de mel foi decomposta por meio da MIC
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utilizando como solucdo absorvedora NH4;OH 50 mmol I, e o teor de Br e | foi,
entdo, determinado por ICP-MS.

A concentragao de Br encontrada para a amostra analisada foi 581 + 16
ug kg, e o RSD obtido foi menor que 3%, o que indica que o método
apresenta uma boa precisdo. Entretanto, ndo foi possivel determinar a
concentragcdo de | na amostra, uma vez que esta se encontra abaixo do limite
de deteccdo (LOD) do método desenvolvido (11 ug kg™).

Na Fig. 20 é apresentada a solucdo que foi obtida apds a decomposicéo
de mel por MIC, utilizando NH4OH 50 mmol I'* como solucédo absorvedora, a
mesma possui aspecto limpido e ndo apresenta coloracdo. Além disso, o teor
de carbono foi determinado nesta solucdo e a concentragao foi menor que 13

mg I* (LOD do método), o que caracteriza que a decomposicéo foi eficiente.

Figura 20. Aspecto da solucdo obtida apos decomposicdo de mel por MIC
utilizando NH,OH 50 mmol I* como solugéo absorvedora (massa

de amostra: 500 mg + 150 mg de celulose; pressao de O,: 20 bar).

Como foi mencionado no item 3.6 (Materiais e Métodos), também foi
realizada a decomposicdo de 1000 mg de mel por MIC. Para tanto, fez-se
necessario avaliar se a solucdo absorvedora utilizada na decomposicéao de 500
mg de mel seria adequada para a absorcao de Br e | apds a decomposicao de
1000 mg amostra. Assim, foram realizados ensaios de recuperacao utilizando
1000 mg de mel e, como solucdo absorvedora, NH,OH 50 mmol I, Esse
estudo também foi realizado a partir da amostra, onde, foram adicionadas
concentracdes conhecidas de Br e I, conforme o procedimento descrito no item
3.9.
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As recuperagfes obtidas para Br e | na amostra de mel apds a
decomposicdo de 1000 mg da mesma por MIC utilizando NHsOH 50 mmol I,
como solucao absorvedora, foram 106 e 104%, respectivamente. Desta forma,
com base nesse resultado e, tendo em vista que a exatiddo do procedimento
de decomposicdo por MIC utilizando NHsOH 50 mmol I como solucgéo
absorvedora foi confirmada anteriormente, por meio da decomposi¢do do RM
NIST RM 8435 (Whole Milk Powder) e do RM NIST 8414 (Muscle Bovine),
pode-se concluir que a solucdo de NH,OH 50 mmol I'* também é adequada
para a absorcdo de Br e | apés a decomposicao de 1000 mg de amostra.

Ap6s a avaliacdo da adequabilidade da solucdo de NH4OH 50 mmol I
para a absorcédo de Br e | durante a decomposi¢cdo 1000 mg de mel por MIC,
fez-se a decomposicdo de 1000 mg de amostra utilizando essa solugéo
absorvedora e, a concentracao de Br encontrada para a amostra de mel foi 577
+ 13 pg kg™. Ao comparar a concentragdo encontrada apds a decomposicéo de
1000 mg de mel com o teor encontrado apos a decomposicao de 500 mg de
mel (581 + 16 pg kg™) pode-se perceber que néo existe diferenca significativa
entre os valores com um nivel de confianca de 95%, dessa forma, isso também
indica, que a solucdo de NH4OH 50 mmol I'* é adequada para a absorcéo de Br
apos decomposicao de 1000 mg de mel.

Com relacdo a determinacdo de | nos digeridos obtidos apds a
decomposicdo de 1000 mg de amostra, cabe ressaltar que embora o LOD
tenha sido reduzido com o aumento da massa de amostra (6 pg kg™), o mesmo
ainda né&o viabilizou a determinacdo desse analito. No entanto, para outras
amostras de mel que tenham um teor de | acima do LOD obtido, sera possivel
determinar a concentracdo do analito por meio do método desenvolvido de uma
forma exata e precisa.

Com relacdo a massa de amostra empregada na MIC (1000 mg de
amostra + 400 mg de celulose), cabe enfatizar que, até o momento nenhum
trabalho utilizou massas tdo elevadas neste sistema de decomposicao, onde,
geralmente, sdo utilizadas massas de amostra de até 500 mg. Além disso, em
se tratando de amostras de mel, uma matriz rica em acucares (CHEPULIS,
2008; PERALTA; KOBLITZ, 2011) e, por isso, de dificil decomposicdo, também
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nao existem relatos do uso de massas superiores a 500 mg para a
decomposi¢cdo em sistemas fechados.

4.6 Comparacao entre os Diferentes Procedimentos de Preparo de
Amostras

Como mencionado anteriormente, os procedimentos de preparo de
amostras envolvendo a dissolucdo alcalina ndo foram adequados para a
subsequente determinacdo de Br e | em amostras de mel por ICP-MS.
Contudo, dentre os métodos avaliados, a dissolucdo alcalina assistida por
radiacdo micro-ondas em sistema fechado, bem como a dissolugédo alcalina
assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta em sistema fechado
apresentam vantagens frente a dissolucdo alcalina com aquecimento em
ban