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Avaliacao de diferentes métodos de decomposicdo visando a determinacao de
micronutrientes em amostras de mel produzidas no Estado da Bahia

Autor: Victor Miranda Amazonas
Orientador: Prof. Dr. Cleber Galvao Novaes (UESB)
Coorientador: Prof. Dr. Jodo Honorato Santos Neto (UFAL)

RESUMO: O foco deste estudo foi avaliar qual o método de decomposicdo de amostra seria
mais eficiente para decompor e disponibilizar em solugdo os micronutrientes presentes no mel
de abelha a serem analisados. Apds a investigacdo de qual método melhor disponibilizaria os
micronutrientes o utilizado foi a decomposi¢do por via Umida em a um reator autoclave de
alta pressdo (bombas de digestdo Parr Instrument), onde uma mistura contendo &gua
deionizada, peroxido de hidrogénio e &cido nitrico diluido foram adicionadas a uma massa de
0,59 de mel de abelha e levadas a estufa, onde foi mantida por 4 horas a uma temperatura de
100 + 10 °C. Para otimizar o método, um planejamento experimental com restri¢bes foi
aplicado, visando a otimizacdo no método e estabelecer qual a melhor condigdo favorece a
extracdo de cobre e zinco das amostras. Apo6s avaliacdo dos resultados do planejamento
experimental foi verificado que os volumes que melhor proporcionavam a extracdo dos
micronutrientes foi 1,0 mL de HNOs (3 mols L), 1,75 mL de H20 e 1,25 mL H202 30%,
sendo esses 0s volumes ideai. Apés a otimizacdo, trés amostras de mel de abelhas, adquiridos
com produtores e comércio local de cidades do estado da Bahia. Os elementos cobre, ferro,
manganés e zinco foram determinados por FAAS e apresentaram-se dentro dos padrdes
estabelecidos pela EMBRAPA e pelo Decreto n° 55.871, de 26 de marco de 1965. A
disponibilidade do Cu variou de < LOD e 5,10 pug g%, Fe teve uma variagdo entre 1,09 e 20,83
1g g%, Mn variou ente < LOD e 1,58 pug g e Zn apresentou a maior variago e concentragio
entre os micronutrientes extraidos variando de 0,41 até 46,90 g g*. Uma alternativa utilizada
para fazer um agrupamento dos resultados foi a analise de componentes principais (PCA), que
auxilia na avaliacdo da similaridade que as amostras possuem de acordo com a concentracao
encontrada. A PCA identificou a formacéo de dois grupos, onde um desses grupos foi gerado
apenas pela amostra de Lafaiete Coutinho devido a mesma conter a maior concentragdo de Zn
e ter alto teor dos outros micronutrientes o que explica sua segregacdo das demais amostras.
Nenhuma das amostras analisadas apresentou teores superiores aos estabelecidos pelo Decreto
n° 55.871 de 1965, demonstrando sua adequagao para 0 consumo humano.

Palavras-chave: Decomposicdo de amostra, micronutriente, mel de abelha, planejamento
experimental, analise de componentes principais
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Evaluation of different decomposition methods for the determination of micronutrients
in honey samples produced in the state of Bahia

Author: Victor Miranda Amazonas
Advisor: Prof. Dr. Cleber Galvao Novaes (UESB)
Co-advisor: Prof. Dr. Jodo Honorato Santos Neto (UFAL)

ABSTRACT: The focus of this study was to evaluate which sample decomposition method
would be most efficient for decomposing and making available in solution the micronutrients
present in bee honey to be analyzed. After investigating which method would best make the
micronutrients available, wet decomposition was used in a high-pressure autoclave reactor
(Parr Instrument digestion pumps), where a mixture containing deionized water, hydrogen
peroxide and diluted nitric acid was added to a 0.5g mass of bee honey and taken to the oven,
where it was kept for 4 hours at a temperature of 100 £ 10 °C. To optimize the method, an
experimental design with restrictions was applied in order to optimize the method and
establish which condition best favors the extraction of copper and zinc from the samples.
After evaluating the results of the experimental design, it was found that the volumes that
best provided extraction of the micronutrients were 1.0 mL of HNO3 (3 mols L-1), 1.75 mL
of H20 and 1.25 mL H202 30%, these being the ideal volumes. After optimization, three
samples of honey were purchased from producers and local businesses in cities in the state of
Bahia. The elements copper, iron, manganese and zinc were determined by FAAS and were
within the standards established by EMBRAPA and Decree 55,871 of March 26, 1965. The
availability of Cu ranged from < LOD to 5.10 ug g-1, Fe varied between 1.09 and 20.83 pg
g-1, Mn varied between < LOD and 1.58 pg g-1 and Zn showed the greatest variation and
concentration among the extracted micronutrients, ranging from 0.41 to 46.90 pg g-1. An
alternative used to group the results was principal component analysis (PCA), which helps to
assess the similarity of the samples according to the concentration found. PCA identified the
formation of two groups, one of which was generated only by the Lafaiete Coutinho sample
because it contained the highest concentration of Zn and had a high content of the other
micronutrients, which explains its segregation from the other samples. None of the samples
analyzed had levels higher than those established by Decree 55.871 of 1965, demonstrating
their suitability for human consumption.

Keywords: Sample decomposition, micronutrient, bee honey, experimental design, principal
component analysis.
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APRESENTACAO

Esta Dissertacdo de Mestrado faz parte dos estudos desenvolvidos no ambito
do Projeto de Pesquisa denominado Caracterizacdo quimica e avaliacdo dos impactos
causados por substancias potencialmente toxicas em amostras ambientais e alimentos
provenientes da Bacia Hidrogréafica do Rio de Contas. Este projeto esta cadastrado na
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagdo da UESB.

O trabalho de dissertacdo foi desenvolvido no Laboratorio de Quimica
Analitica 11l da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Jequié. As
andlises utilizando a técnica de espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS)
foram realizadas no Laboratorio de Quimica Analitica da UESB e as analises utilizando
as técnicas de emissdo Optica com plasma foram realizadas no Laboratorio de Analises
Ambientais do Extremo Sul da Bahia, em parceria com o Prof. Dr. Allison Gongalves
Silva (IFBA).

Este trabalho foi escrito seguindo o formato de Publicacdo, conforme as
orientagcdes constantes no Manual para Elaboracdo de Dissertacfes do Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica (PGQUI-UESB). A escrita da dissertacdo seguiu as
instrucbes do periddico Journal of the Brazilian Chemical Society (JBCS), para
submissdo apds as alteracbes sugeridas pela banca examinadora. O Periddico é
enquadrado como estrato A2 na CAPES e Fator de Impacto de 2,135 (JCR 2022).

Link para acesso ao Manual de dissertagcbes do PGQUI:
http://www2.uesb.br/ppa/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-
paraelabora%C3%A7%C3%A30-de-disserta%C3%A7%C3%A30-Vers%C3%A30-
Final-_01.04.pdf
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1. INTRODUCAO

Mel

A apicultura é umas das criacdes de animais mais antigas e importantes para o
mundo, prestando grande contribuicdo ao homem através da producdo do mel, da geleia
real, da propolis, da apitoxina, da cera e do pdlen apicola, além dos recursos de
polinizacdo que melhoram a produtividade na agricultura e a manutencdo da
biodiversidade?.

As abelhas séo insetos pertencentes & ordem Hymenoptera, da superfamilia
Apoidea®. Cultuadas ao longo da histdria por diversas civilizagdes como simbolo de
riqueza, trabalho ou perseveranca, as abelhas surgiram muito antes do homem, ha mais
de 100 milhdes de anos®.

O Brasil é considerado privilegiado devido a suas propor¢des continentais e
riquezas de ecossistemas, pois abriga cerca de Y. das espécies de abelhas existentes
(aproximadamente 5.000 espécies). SO no estado de Sdo Paulo foram listadas 729
espécies e no Rio Grande do Sul mais de 500 espécies*. Uma ampla diversidade de
abelhas existe em nossa fauna com diversas formas, tamanhos e cores como exposto na

Figura 1.

Figura 1. Variedade da diversidade de abelhas nativas do Brasil. Fonte: Meliponario do Sertdo®.

Dos produtos fornecidos pelas abelhas, o0 mel é sem duvida o mais conhecido
e difundido. Foi um dos primeiros alimentos do homem e praticamente todas as
civilizagbes antigas o utilizaram como alimento e recurso medicinal. Atualmente o
homem utiliza-se fartamente do mel como alimento, sem desconhecer suas qualidades

medicinais e seu valor nutricional®.
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O mel ndo pode ser considerado um alimento completo pelos padrbes
nutricionais humanos, mas oferece potencial como suplemento dietético, sendo
recomendado para bebés, idosos e pessoas com deficiéncia por ser um alimento de facil
digestdo, podendo ser ingerido diretamente ou utilizado como adogante em uma
variedade de produtos®. O mel de abelha se destaca apresentando caracteristicas
terapéuticas, como propriedades antioxidantes, caracteristicas essas que tém atraido
cada vez mais consumidores, aumentando sua comercializagdo em todo o mundo.

A fabricacdo do mel comeca com a coleta do néctar nas flores, que é a
principal fonte de energia das abelhas e nada mais € que uma solucdo de acucares,
composta principalmente pela sacarose. Quando coletado, o néctar é armazenado em
uma estrutura interna no corpo das abelhas, o papo, e ali entra em contato com duas
enzimas, a invertase e a glicose oxidase®.

As concentragdes dos minerais presentes no mel sdo influenciadas por sua
origem geografica, como a composi¢do do solo que é determinada por caracteristicas
geoquimicas e geologicas (atividades vulcanicas e hidrotermais), condi¢Ges regionais e
mudancas climéticas da area forrageada pelas abelhas. Assim como a cor e o sabor do
mel variam de acordo com a fonte floral (Tabela 1), também variam os teores de

vitaminas, minerais, antioxidantes e aminoacidos’.

Tabela 1: Classificacdo do mel pela legislacdo brasileira vigente desde 2000.

Origem Grupos Descrigédo da obtengéo

Unifloral ou  Néctar coletado da mesma familia, género ou espécies

monoclonal de flores.
Mel Floral Multifloral ~ Néctar coletado de familias de flores, melatos ou mel de
ou polifloral melatos, secrecBes de plantas e excre¢des de insetos

sugadores de plantas.

Mel Escorrido - Obtido por escorrimento dos favos desoperculados, sem
larvas.

Mel Prensado - Obtido por prensagem dos favos, sem larvas.

Mel Centrifugado ----- Obtido por centrifugacéo dos favos desoperculados, sem
larvas.

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA - 20008,

O mel ¢ utilizado na medicina popular tradicional e na apiterapia e € um

excelente conservante natural. As vitaminas encontradas no mel podem incluir
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(dependendo da variedade floral) niacina, riboflavina e acido pantoténico; os minerais

presentes incluem calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés, fosforo, potassio e zinco®.

O
O
HsC N
X OH N NH
N Niacina H,C N N )
Riboflavina \OH
\\\
H/// OH H

' N OH WOH

HO \/\[( HO ~

H3C CH3 O O

Acido Pantoténico OH

Figura 2: Estrutura quimica dos principais constituintes quimicos presentes no mel.

As evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante
das especiarias e de outros vegetais esta relacionada, principalmente, com 0s seus
compostos fenolicos. A maioria dos antioxidantes naturais é composta de fendlicos
contendo grupos funcionais ativos na posi¢cdo orto, com exce¢do dos tocoferdis,
enguanto que nos antioxidantes sintéticos, com excecdo dos galatos, esses grupos
encontram-se na posicdo para. Esses compostos, em geral, possuem estrutura
fenilbenzopirona (C6-C3-C6), onde as duas partes da molécula com seis carbonos sdo
anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um

anel y-pirano, denominado de anel C (Figura 3)%°.

Figura 3: Estrutura quimica geral dos flavonoides. Fonte: Adaptado de Adelmann?Z,
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Devido as suas aplicacdes, propriedades, valores nutricionais e avaliacéo
ambiental o mel de abelha vem sendo objeto de pesquisas. Dentre esses estudos,
diversas pesquisas buscam determinar espécies inorganicas presentes nas amostras de
méis e, por ser uma matriz complexa e rica em matéria organica, ambos estudos
propem métodos de preparo dessa amostra e formas de reduzir os interferentes que

possam conter.

Preparo da Amostra

Diversas estratégias de preparo de amostras podem ser aplicadas a matriz do
mel. Dentre elas pode-se destacar o banho de ultrassom com aquecimento em forno de
micro-ondas'’, a decomposicdo usando agquecimento em placa aquecedora associada a
uma posterior pré-concentracdo, decomposicdo em forno micro-ondas, decomposicdo
em placa aquecedora, extracdo em ponto nuvem associado ao aquecimento em frascos
de politetrafluoroetileno (PTFE)®, incineracdo da amostral® e a decomposicdo em
banho mariat®,

Diversos estudos com digestdo de mel foram realizados e publicados na
literatura cientifica. Dentre eles, pode-se destacar o estudo realizado por Mendes,
Baccan (et al. 2006)%, no qual foi feita a decomposicdo de mel (20,0 g) através da
dissolugdo por ultrassom. O estudo relata que amostras foram filtradas e levadas
processo de ultrassom por 15 minutos. Em seguida, 1,0 g da solugéo final foi misturada
com 0,5 mL de HNOs concentrado, 0,5 mL de solugdo de itrio (100,0 mg/L) foi
adicionado como um padrdo interno e o volume completado para 25,0 mL com agua
deionizada. Em um outro procedimento de decomposicao realizado no mesmo estudo,
uma mistura de 1,0 g de mel, 2,0 mL de HNO3z concentrado, 2,0 mL de perdxido de
hidrogénio 30% v/v e 0,5 mL de itrio (100,0 mg/L, usado como padrdo interno) foi
submetida a um programa de aquecimento em forno de micro-ondas. A solucédo
resultante foi diluida com &gua deionizada para 25,0 mL em um frasco volumétrico
antes de ser analisada por espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), afim de quantificar as espécies K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Zn, Cu,
Co, Ni, Pb e Cd.

Em outro estudo, desenvolvido por Santos et al. (2008)2, a decomposicéo foi
realizada usando 2,0 g da amostra em um cadinho de porcelana. A temperatura do forno
foi aumentada lentamente da temperatura ambiente para 550 °C durante 1 h. As

amostras foram queimadas por cerca de 8 h até que um residuo de cinzas branca fosse
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obtido. O residuo foi dissolvido em 5 mL de HCI (50% v/v) e a mistura foi aquecida
lentamente para dissolver o residuo, quando necessario. A solugdo foi transferida para
um baldo volumétrico de 25 mL e completado o volume com agua ultrapura. Os
elementos Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foram determinados diretamente na solucéo usando
a técnica FAAS.

No estudo realizado por Dasbasi et al. (2016)*3, a decomposigio das amostras
de méis foi realizada da seguinte forma: 10,0 g de amostra foi colocado em um béquer
de 100 mL, em seguida, foi adicionado 20 mL de HNOs3 concentrado e 4 mL de H20:
concentrado, na presenca de aquecimento através de placa aquecedora. A solucéo obtida
apos a digestdo foi filtrada através de um papel de filtro com fita azul. O pH da solugédo
da amostra foi ajustado para 4,0. ApoOs a etapa de decomposicdo, as amostras foram
submetidas a uma etapa de pré-concentracdo usando um novo material adsorvente
(resinas quelantes multidentadas, acido poli (MPAEMA-co-DVB-co-AMPS)) para
extracdo de ions Cd(ll), Co(ll), Cr(I11), Cu(ll), Fe(l1), Mn(ll), Pb(ll) e Zn(ll). Apds a
extracdo e eluigéo, o eluato final foi analisado por espectrometria de absorcdo atdmica
com chama (FAAS).

Hungerford et al. (2020)%, realizaram a decomposi¢do do mel utilizando
forno micro-ondas. Para isso, uma aliquota de 1,0 g de amostra foi retirada e pesada
com precisdo em tubos de digestdo e 4 mL de acido nitrico concentrado de alta pureza
foram adicionados. Os elementos traco (Ag, Al, As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, V e Zn) foram analisados por espectrometria de massas por
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Para a decomposic¢do em placa aquecedora,
5 mL de acido nitrico foram adicionados inicialmente, seguidos por outra aliquota de 5
mL até a conclusdo, quando cerca de 1 mL da solucdo digerida permaneceu. As
amostras digeridas foram diluidas para 40 mL com agua de alta pureza para analise dos
minerais (Ca, K, Mg, Na e P) por ICP OES.

No estudo desenvolvido por Khammas et al. (2012)*°, as amostras de mel
foram ligeiramente aquecidas em banho-maria a 40 °C por 2 h. Apds o resfriamento,
aliquotas contendo 1,0 g de cada amostra foram pesadas diretamente em frascos de
PTFE, para os quais 0,5 mL de HNOs e 0,5 mL de H>O> foram adicionados e a mistura
deixada em repouso durante 12 h. Posteriormente, os frascos foram fechados com
tampas de rosca e aquecidos a 100 °C por 3 h. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, os frascos foram abertos, a solugdo resultante foi transferida para frascos

graduados de polipropileno e o volume foi aferido para 25 mL com HCI 0,5 mol/L. As
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aliquotas da solucédo final foram extraidas e analisadas quanto ao teor de chumbo e
cadmio de acordo com o procedimento geral prescrito para extragdo em ponto nuvem
com detecgéo por espectrofotometria utilizando o 7- (6-metoxi 2-benzotiazolil azo) -8-
hidroxiquinolina [7- (6MBTA8HQ)] para agir como quelante para formar complexos
hidrofdbicos.

Dhahir e Hemed (2015), utilizaram a seguinte metodologia para a realizagio
da decomposicdo da matriz organica presente no mel. Foi pesado cerca de 1,0 g da
amostra em um cadinho de porcelana de alta forma. A temperatura do forno mufla foi
lentamente aumentada da temperatura ambiente para 450 °C em 1 h. As amostras
permaneceram cinzas por cerca de 5 h até que um residuo branco ou acinzentado foi
obtido. O residuo foi dissolvido em 5 mL de HNOs (25% v/v) e a mistura, quando
necessario, foi aquecida lentamente para dissolver o residuo. A solucédo foi transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume e as analises para As, Cd,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se e V foram realizadas por FAAS e G FAAS.

No estudo desenvolvido por Moniruzzaman et al. (2014)Y, foi realizada a
decomposicdo de amostras de mel assistida por micro-ondas antes da analise para
minimizar os efeitos da matriz organica. Uma aliquota de 0,5 g da amostra foi digerida
com 4 mL de HNOs (65% v/v) e 2 mL de H202 (30% v/v) usando um sistema fechado
de micro-ondas. O branco foi preparado de forma semelhante as amostras. As amostras
digeridas foram diluidas até um volume final de 50 mL com &gua duplamente
deionizada. No entanto, para a analise de Na e K, uma etapa de diluicdo adicional (até
uma diluicdo de 10 vezes) foi realizada antes da analise por FAAS, FAES e GFAAS.

No procedimento adotado por Adugna (et al. (2020)*8, 1,0 g de amostra de
mel misturada e homogeneizada, foi pesada e colocada em frasco conico, 8 mL de acido
nitrico concentrado e 4 mL de perdxido de hidrogénio foram adicionados ao frasco
contendo a amostra. Em seguida, a mistura foi colocada no banho-maria e aquecida por
4h. O frasco foi removido do banho de 4gua e resfriado a temperatura ambiente. A
amostra resfriada, foi adicionada agua deionizada para dissolver a massa seca, € 0
contetdo foi filtrado por filtracdo simples com papel de filtro e transferido para um
baldo volumétrico de 10 mL. Posteriormente, o volume da solucdo foi completado com
agua deionizada. Da mesma forma, o branco do reagente foi preparado tomando uma
mistura dos reagentes (acido nitrico concentrado e peroxido de hidrogénio) e tratando-a
da mesma maneira que a amostra. Os metais (Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) foram

medidos nas amostras de mel utilizando o instrumento FAAS.
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Andrade et al. (2014)*°, propuseram uma analise direta do mel, utilizando
FAAS e ETAAS para determinar Cd, Pb e Cr. As amostras foram decompostas em
solugdes com peroxido de hidrogénio 10% e &cido nitrico concentrado e adicionadas
diretamente no atomizador eletrotérmico (atomizacdo com plataformas piroliticas de
grafite). Um banho ultrassonico também foi empregado para auxiliar na etapa de
preparacdo das solucdes de analises contendo o mel.

Por fim, Sixto et al. (2019)%°, apresentaram um procedimento de pré-
concentracdo usando microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e
determinacédo por FAAS. A acetonitrila foi usada como agente dispersante e tetracloreto
de carbono como solvente de extracdo. Um tampdo (pH 3,5 - 0,5 mL) foi adicionado a
10 mL de solugdo de amostra contida em um tubo de polietileno de fundo conico de 15
mL. Uma mistura de acetonitrila (300 pL) e tetracloreto de carbono(140 pL) contendo
1,0 mg de pirrolidina ditiocarbamato de aménio (APDC) foi injetado a uma vazdo de
fluxo de 1800 pL.s™! na solugdo de amostra por meio da bomba de seringa. O método de
decomposicdo da amostra para determinacdo de Cd por ETAAS foi adaptado, usando
0,5 g de mel e 7,0 mL de HNOz concentrado. A decomposi¢do foi auxiliada por
aquecimento em forno micro-ondas. Apos a decomposicdo, as amostras foram diluidas
com agua ultrapura para 50 mL.

Na Tabela 2 esta apresentado um resumo de informacdes acerca de estudos
envolvendo diferentes sistemas para decomposicdo ou preparacdo de amostras de mel,
com a detec¢do envolvendo técnicas espectroanaliticas tais como FAAS, ETAAS,
Espectrofotometria UV-Vis, ICP OES e ICP-MS.

20



Tabela 2: Revisédo bibliografica de artigos referentes a determinacéo de metais em amostras de méis.

Analitos Técnica Preparo da amostra Informacoes adicionais Aquisicdo das amostras Referéncia
analitica
K, Ca, Mg, Na, Fe, ICP OES Banho de Certificacao foi verificada por meio do Brasil 6
Mn, Zn, Cu, Co, Ni, Ultrassom/Aquecimento  fator de recuperacdo em dois niveis de
Pbe Cd em forno de micro-ondas fortificacdo para quatro amostras.
Ca, Cu, Fe, K, Mg, FAAS Extracdo seca/Banho de  Aplicacdo de PCA, para atingiruma  Sudoeste da Bahia, Brasil o
Mn, Na e Zn. Ultrassom reducdo de dimensdo, mantendo a
quantidade maxima de variabilidade
presente nos dados.
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, FAAS Placa aquecedora/ Pré- Utilizacdo de resinas quelantes Kayseri, Turquia 13
Mn, Pb e Zn Concentracao multidentadas, acido poli (MPAEMA-
co-DVB-co-AMPS).
Ag, Al, As, B, Ba, Cd, ICP-MS  Forno micro-ondas/Bloco Certificacao foi verificada por meio do Queensland, Autralia 14
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, ICP OES aquecedor fator de recuperacao e material
Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, certificado.
Se, Sn, Sr,VeZn
Ca, K, Mg, NaeP
CdePb UV-Vis Extracdo em ponto Sintetizagdo do 7- (6-metoxi 2- Iraque 15
nuvem/Aquecimento em  benzotiazolil azo) -8-hidroxiquinolina
frasco de PTFE [7- (6BMBTAB8HQ)] para agir como
quelante para formar complexos
hidrofébicos.
As, Cd, Cu, Fe, K, FAAS Incineragdo - Iraque 16
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Mg, Mn, Na, Ni, Pb, GFAAS
SeeV
Ca, Fe, Mg, Zn FAAS Forno micro-ondas Uma solucéo de paléddio (500 g/mL) Malasia 1
K, Na FAES foi usada como modificador quimico
As. Cd. Co. Cu e Pb GEAAS na analise dos oligoelementos.
Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, FAAS Banho Maria - Etiopia 18
PbeZn
Cd, PbeCr ETAAS Banho de ultrassom Utilizacdo do dihidrogenofosfato de Parana, Brasil 19
amonio (1,0 g/LY), magnésio (600
mg/L?) e paladio (364 mg/L™).
Cd FAAS Pré-concentragio/Forno Adigado de 5 pg de paladio como Uruguai 20
ETAAS micro-ondas modificador quimico.

ETAAS: Absorcdo atbmica eletrotérmica; FAAS: Espectrometria de absorcdo atbmica com chama; FAES: Espectrometria de emissdo atbmica
com chama; GFAAS: Espectrometria de absor¢do atbmica em forno de grafite; PCA: Andlise de Componentes Principais; ICP OES:
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma acoplado indutivamente; ICP-MS: Espectrometria de massas com plasma acoplado

indutivamente; UV — Vis: Espectrometria ultravioleta visivel.
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Decomposicdo da amostra

Decomposigéo por Via Seca

A decomposicdo por via seca é comumente utilizada em matrizes com alto
teor de carbono presente na amostra. Devido a resisténcia ao ataque acido na matriz a
decomposicdo a seca ainda € 0 modo mais efetivo, conveniente e, talvez, 0 mais antigo
para a decomposicdo de materiais organicos. Os sistemas de combustdo permitem a
conversdo de carbono e hidrogénio em seus correspondentes produtos de oxidacao,
majoritariamente dioxido de carbono e agua, respectivamente. Considerando a elevada
temperatura atingida, praticamente todas as matrizes organicas podem ser decompostas
durante a combustéo e, desta forma, interferéncias menos significativas sao esperadas
nas analises?..

Para a decomposicdo por via seca, a utilizacdo do forno mufla faz-se
necessaria devido ao equipamento conseguir atingir temperaturas que podem chegar até
1200 °C, o que facilita a incineracdo da matriz organica presente na amostra?’. Essa
caracteristica também pode ser uma desvantagem a depender do analito que se quer
determinar, pois certos analitos como o arsénio, mercurio e 0 selénio possuem baixo

pontos de fusdo e podem acabar sendo perdidos por volatilizagio?®.

Decomposicao por Via imida

A decomposicdo por via imida é um método de preparo de amostra voltado
para degradacdo da matriz orgénica presente na amostra. O método visa disponibilizar
0S constituintes inorganicos por meio da destruicdo da amostra. A decomposi¢édo
implica no aquecimento da amostra na presenca de um acido oxidante, uma mistura
entre acidos oxidantes ou uma mistura entre um acido oxidante com perdxido de
hidrogénio. Em todos os casos, ao final do processo, os analitos ficam disponibilizados
em uma solug&o acida 2.

Devido & composicdo das mais variadas matrizes estudadas ao longo do
tempo, os métodos de decomposicdo passaram a utilizar um &cido mineral oxidante
concentrado nos procedimentos, visando facilitar a degradagdo orgéanica das matrizes.
Diversos estudos™®'#1>18 como apresentados na Tabela 2, comprovam tal eficiéncia e
eles abordam a utilizacdo de acidos oxidantes concentrados bem como a utilizacdo de

sistemas abertos ou fechados para a realizagdo do procedimento de decomposi¢do da
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matriz organica presente na amostra. Neste processo, 0 acido oxidante mais comumente
utilizado € o &cido nitrico (HNO3), pois 0 mesmo apresenta propriedades oxidantes e a
capacidade de dissolver uma ampla gama de materiais, promovendo a degradacdo de
matrizes complexas disponibilizando os analitos em meio aquoso. Outro fator que
agrega valor a utilizagdo do HNOs é a facil obtengdo comercial com um alto nivel de
pureza do 4cido, o que € indicado para os procedimentos de decomposic&o®.

O peroxido de hidrogénio (H20.) €é bastante utilizado associado a um &cido
oxidante concentrado. A sua utilizacdo na decomposi¢do da-se ao fato que o peroxido
de hidrogénio é um forte agente oxidante e na decomposi¢do torna-se uma fonte de
oxigénio, que apos decomposto, forma agua e oxigénio como descrito na equagio 1%,

H202(aq) — /2 O2(g) + H20(p) Eqg. (1)

A utilizacdo de &cido nitrico diluido na presenca de perdxido de hidrogénio é
uma alternativa aos métodos usando &cidos concentrados e esse procedimento de
decomposicdo € abordado na literatura para os mais variados tipos de matrizes. Para
uma decomposi¢do bem sucedida da amostra é necessario levar em conta dois fatores: i)
presenca de oxigénio na fase gasosa dentro do sistema fechado, contribuindo para o
processo de oxidacdo da matéria organica que posteriormente € reabsorvido pela fase
liquida e ii) o gradiente de temperatura entre a fase liquida e gasosa, que contribui com
0 menor aumento da pressdo. A influéncia desses fatores concomitantemente origina um
ciclo de reac6es que resultam na regenera¢do do &cido nitrico, como mostra as equacdes
2a5%,

(CH2)n + 2 HNO3(aq) — CO2(g) + 2 NO(g) + 2 H20(p) Eq. (2)

2 NO(g) + O2(g) — 2 NO2(g) Eq. (3)
2 NOg2(g) + H20(t) — HNOs(aq) + HNO2aq) Eq. (4)
HNOz2(aq) — H20(r) + NO2(g) + NO(g) Eq. (5)

Este ciclo é efetivo enquanto duas condicdes forem obedecidas
simultaneamente: (i) a presenca de matéria organica, que € oxidada pelo acido nitrico
formando NO) (Eq. 2); e (ii) a presenca de oxigénio na fase gasosa, aumentando a
producdo de NOz a partir da oxidacdo de NO( (Eg. 3). Posteriormente, 0 NO2) é
reabsorvido pela solugdo com a consequente regeneracdo de HNO3@q) € formacgédo de
HNO2@q) (Eg. 4). A molécula de HNO2(q) ira se decompor em NO2g) e NO) (EQ. 5),
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estes por sua vez participam das sequéncias reacionais descritas nas equacoes 3 e 4.
Assim, 0 acido nitrico reinicia em um novo ciclo?.

Durante esse processo, 0 controle da temperatura é de extrema importancia
por ser um dos fatores determinantes para a regeneracao do acido nitrico e manutencao
do ciclo, bem como para a extracdo de analitos especificos, pois esses podem ser

perdidos por volatilizagcdo em sistemas abertos.

Decomposicéo por Radiacdo UV

A radiacdo eletromagnética pode ser classificada como uma frequéncia de
onda que é caracteristica de cada energia. A classificacdo dos diversos tipos de radiacdo
em funcdo do seu efeito fisico levou a organizacdo de um espectro eletromagnético que
abrange desde a radiacdo gama até as ondas de radio. Dentro desse espectro de ondas
eletromagnético encontra-se a radiacdo ultravioleta (UV) (Figura 4), que tem destaque

por apresentar diversas aplicacdes na ciéncia 8.
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Figura 4. Espectro de ondas eletromagnéticas com destaque para as subclassificacBes da
radiagdo ultravioleta.

A radiacdo UV constitui a por¢do do espectro eletromagnético localizada
entre a radiagdo visivel e 0s raios-X, com comprimentos de onda (1) de 40 a 400 nm. A
regido UV é, geralmente, subdividida em UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280 nm) e
UV-C (280-100 nm) ou, ainda, em ultravioleta proximo (400-200 nm) e ultravioleta
distante (ou no vacuo, A <200 nm)?°.

Devido as suas propriedades, a radiacdo UV tem sido empregada no pré-
tratamento de amostras. A radiacdo UV gera fotoderivados que melhoram a
detectabilidade do analito de interesse. A Figura 5 apresenta o esquema reacional de

degradacdo da matriz organica promovida pela radiagdo UV.
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Figura 5: Esquema reacional da fotodegradacédo de compostos organicos. Adaptada de 303132

Esse tipo de decomposicdo estd em conformidade com os principios da
Quimica Verde, pois € um pré-tratamento rapido, limpo, com baixa ou nenhuma
geracdo de residuos, promovendo a quebra das ligacGes quimicas e produzindo os
fotoquimicos sem o uso de solventes ou reagentes, que possam produzir rejeitos
toxicos?®. Desse modo, 0 método se apresenta como uma alternativa a ser estudada para

fins de anéalises de amostras de mel ou de matrizes similares.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar um método de decomposicdo de méis de abelha oriundas de

diferentes regides produtoras na Bahia, visando a determinacéo de metais.
2.2 Objetivos Especificos

Avaliar diferentes sistemas de decomposicdo de amostras de mel de abelha;

Utilizar planejamentos de mistura como ferramenta estatistica visando a
otimizagdo multivariada dos sistemas de decomposicéo;

Aplicar a metodologia proposta na determinacdo de micronutrientes em mel
de abelha apds a realizacdo do processo de extracao;

Utilizar a Anélise de Componentes Principais como ferramenta para avaliacao
da similaridade das amostras com base na composi¢do mineral quantificada por FAAS;

Comparar os resultados obtidos com outros estudos utilizando a mesma
matriz;

Fornecer informaces nutricionais sobre o mel produzido na Bahia.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacéo

No estudo foi utilizado um espectrometro de absor¢do atbmica em chama
(FAAS) Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA), modelo PinAAcle 500, equipado com
lampada de deutério como corretor de fundo. Uma composicéo contendo ar/acetileno foi
utilizada na formacéo da chama. Lampadas de catodo oco foram utilizadas como fonte
de radiacdo e as condicOes operacionais do espectrometro foram as sugeridas pelo
fabricante. Os comprimentos de onda utilizados foram 324,75 nm para Cu, 248,33 nm

para Fe, 279,5 nm para Mn e 213,86 nm para Zn.

3.2 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solugdes foram todas
preparadas com &gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA,; resistividade
de 18,2 MQ cm). Solugdes de acido nitrico, preparadas por diluicdo apropriada de
solucdo estoque 65% (Merck, Darmstadt, Alemanha), e de peréxido de hidrogénio 30%
foram utilizadas na etapa de digestdo. Solugbes padrdo de Cu, Fe, Mn e Zn para
calibracdo foram preparadas a partir de solugdes estoque de cada elemento (1000 mg L
! Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Vidrarias convencionais de laboratério, previamente

descontaminada com HNOz 10% por 24 h, foram utilizadas.

3.3 Aquisicéo das amostras

As amostras foram adquiridas em cidades das regides Sudoeste, Sul, Baixo
Sul e Chapada Diamantina, Bahia. A Tabela 3 apresenta uma descricdo dos pontos de
origem das amostras com informacdes adicionais sobre as mesmas. A origem da

producéo das amostras foi obtida nos rotulos das respectivas embalagens.
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Tabela 3. Locais de aquisi¢do das amostras e informac@es adicionais sobre as mesmas.

Origem da Codigos das Mel N L
L Informac6es adicionais
amostra amostas (espécie)
Barra do Choga BCE Europa Produzido e comercializado pela Apis
Jordans
Caatiba CTE Europa Mel do apiério Tica-Bela, adquirido no
centro comercial de Itapetinga
Eundpolis EUE Europa  Adquirido em casa de produtos naturais
na cidade de Itabuna
IIhéus ILE Europa  Adquirido em casa de produtos naturais
na cidade de Itabuna
Irajuba IJE Europa Adquirido com vendedor ambulante de
produtos naturais
Itabuna IBE Europa  Adquirido em casa de produtos naturais
em Itabuna
Itacaré IRE Europa  Adquirido em casa de produtos naturais
em ltacare
Itirugu ITE Europa Produzido artesanalmente e
comercializado no mercado municipal
da cidade
Jequié JQE Europa Adiquirido no centro de abastecimento
Vicente Grilo
Jitalina JTE Europa  Producdo artesanal feita por mulheres da
ITI Jatay zona rural de Jitadna
JTU Urucu
Lagedo do LTJ Jatay Comercializado no mercado municipal
Tabocal
Lafaiete Coutinho LFE Europa Comercializado no mercado municipal
Manoel Vitorino MVE Europa Producéo artesanal e comercializado no
mercado municipal
Maracéas MCE Europa Produzido artesanalmente e
comercializado no mercado municipal
Palmeiras PLE Europa Adgquirido no centro comercial de
Mucugé, Chapada Diamantina.
Ribeirdo do Largo RLE Europa Producdo artesanal da Fazenda Oasis da
Paz, adquirido no centro de
abastecimento de Vitéria da Conquista
Santa Inés SIU Urucu Adquirido no comércio local
Vitoria da VCE Europa Comercializado no centro de
Conquista abastecimento da cidade
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3.4 Preparo das amostras

3.4.1 Decomposicao por Via Seca

Neste estudo a metodologia foi adaptada do estudo desenvolvido por Santos
et al. (2008)°, onde para decompor a amostra foi pesado 5,0 g da amostra em um
cadinho de porcelana e levado ao forno mufla, onde a temperatura foi aumentada
lentamente da temperatura ambiente para 550 °C durante 1 h. As amostras foram
queimadas por 4 h e o residuo obtido ap6s a queima foi dissolvido em 5 mL de HNO3
3,0 mol/L. A mistura formada precisou ser aquecida para promover a dissolucdo total. A
solucdo formada foi transferida para tubos conicos e avolumados para 25 mL. Os
elementos Cu e Zn foram determinados diretamente na solugdo usando a técnica FAAS.
Trés ensaios variando os volumes de &cido nitrico 3,0 mol/L e H202 30% foram
estudados para massas aproximadas de 5,0 g de mel.

3.4.2 Decomposic¢ao por Radiacdo UV

Para a decomposicdo usando radiacdo UV (Figura 6) foi usada uma
combinacdo de peroxido de hidrogénio e acido nitrico concentrado para decompor a
amostra de mel, utilizando uma lampada de mercudrio de 20W, seguindo adaptacdes de
Santos et al. (2009)%,

Figura 6: Camara de radiacao de preparo de amostra.

Otimizacdo multivariada usando Planejamento de Mistura para a Decomposi¢cdo por
Radiacdo UV
No intuito de obter os volumes ideais dos reagentes auxiliares no processo de

decomposicéo, foi aplicado também um planejamento de mistura com restri¢cdo. Para o
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estabelecimento do planejamento foram avaliados os volumes de trés componentes que
estdo presentes no meio reacional (amostra de mel, &cido nitrico 3,0 mol/L e peroxido
de hidrogénio 30%), conforme apresentado na Tabela 4. O volume da solucéo final em

todos os ensaios foi de 10,0 mL, completados com agua ultrapura.

Tabela 4. Dominio e matriz experimental utilizados no planejamento de mistura para
decomposicao por Radiacdo UV.

Dominio experimental

Variaveis Minimo Ponto Central Méaximo
(PC)
Massa da amostra (Q) 2,00 2,50 3,00
Volume de H,0, 30% (mL) 1,50 2,00 2,50
Volume de HNO; 3,0 mol/ L (mL) 2,00 3,00 4,00
Matriz experimental
Ensaios Volumede  Volume de HNOs Volume de H.O,  Volume de
amostra (mL) 3,0 mol/L (mL) 30% (mL) H,O (mL)
1 3,00 4,00 2,50 0,50
2 3,00 2,00 2,50 2,50
3 3,00 4,00 1,50 1,50
4 3,00 2,00 1,50 3,50
5 2,00 4,00 2,50 1,50
6 2,00 2,00 2,50 3,50
7 2,00 4,00 1,50 2,50
8 2,00 2,00 1,50 4,50
PC 2,50 3,00 2,00 2,50
PC 2,50 3,00 2,00 2,50
PC 2,50 3,00 2,00 2,50

PC — Ponto Central

3.4.3 Decomposicao por Via Umida

O procedimento de decomposicdo utilizou-se a seguinte metodologia,
adaptada de Khammas et al.’>; Massas aproximadas de 0,5 g da amostra de mel foram
pesadas diretamente em frascos de PTFE. Aos frascos foram adicionados solucéo de
acido nitrico 3,0 mol/L, agua ultrapura e perdéxido de hidrogénio 30%. Posteriormente,
foram colocados em um camisas de aco de alta pressdo (bombas de digestdo Parr
Instrument) e levadas a estufa, onde foram aquecidas por 4 horas a uma temperatura de
100 + 10 °C.
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Inicialmente, os volumes dos reagentes utilizados na decomposicdo foram
estudados atraves da aplicacdo de seis ensaios multivariados para definir um dominio
experimental a ser aplicado em um planejamento de mistura. Tal mistura, contendo
acido diluido na presenca de perdxido de hidrogénio, é uma alternativa viavel para
decompor matrizes ricas em matéria organica, como a amostra de mel®*. Para este
estudo foi utilizado uma amostra teste de mel adquirida em meliponario do municipio
de Jequié-Bahia. Os ensaios realizados estdo apresentados na Tabela 4. Foram avaliados
0s sinais de absorvancia de Cu e Zn medidos no FAAS bem como aspectos visuais
(coloracédo e presenca de solidos). Em todos os ensaios foram utilizados um volume

total da mistura de 4,0 mL.

Tabela 5. Ensaios multivariados preliminares utilizados para a decomposicéao acida.

_ Volumes
Ensalos " 1iN0; 3,0 mol/L H.0 H20230%
1 1.0 3.0 0.0
2 15 25 0,0
3 0,75 3,0 0,25
4 15 15 1,0
5 15 2.0 0,5
6 1,0 2,25 0,75

A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares foi definido um novo
dominio experimental a ser aplicado em um planejamento de mistura com restricdo com
0 objetivo de obter uma proporcao ideal dos volumes dos trés componentes presentes na

mistura reacional.

Planejamento de mistura para otimizagao da decomposicao por Via Umida

A otimizacdo multivariada foi realizada através do planejamento de mistura
com restricdo. A “restricdo” esta associada ao fato de a decomposicdo exigir
obrigatoriamente uma minima quantidade dos componentes para ocorrer uma digestao.
Neste planejamento foram avaliados 0s mesmos componentes e respostas dos ensaios
preliminares (Tabela 4). O volume total da solugéo final em todos os ensaios foi de 4,0
mL. A nova matriz experimental com as condi¢des estudadas no planejamento de
mistura e o dominio experimental aplicado estdo apresentadas na Tabela 5 e na Figura
7.
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Como respostas foram avaliadas as absorvancias de Cu e Zn obtidas por
FAAS, a resposta multipla (RM), a cor residual, presenca de sélido residual e a acidez
residual do digerido. A funcdo RM foi usada para os dados normalizados de
absorvancia do Cu e Zn obtidos por FAAS. A RM é calculada como mostra a equagéo
6, onde Ry1 € a resposta analitica de um elemento em um experimento particular e LSy é
a maior resposta em um conjunto de experimentos para aquele elemento. O somatorio
dessas fragGes resulta na RM3*. Para calcular a acidez residual foi utilizada uma soluc&o
padronizada de hidroxido de sédio 0,1 mol/L em um processo de titulacdo de
neutralizacao usando fenolftaleina como indicador para 100 puL do digerido obtido apos

0 processo de digestéo.

RM = [Rn + Ryp + Rxz Rxn] Eq. (6)

LSx1  LSx»  LSyz  LSxn
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Tabela 6. Dominio e matriz experimental utilizados no planejamento de mistura para a
decomposicdo por Via Umida.

Dominio experimental

Variaveis Minimo Ponto Central Maximo
(PC)
Volume de &gua ultrapura (mL) 1,0 15 2,0
Volume de H202 30% (mL) 0,5 1,0 1,5
Volume de HNO;z 3,0 mol/L (mL) 1,0 15 2,0
Matriz experimental
Ensaios Volume de HNO3;  Volumede  Volume de H,O;
3,0 mol/L (mL) H.O (mL) 30% (mL)

1 2,00 1,50 0,50
2 1,00 1,50 1,50
3 2,00 1,00 1,00
4 1,50 1,00 1,50
5 1,50 2,00 0,50
6 1,00 2,00 1,00
7 1,00 1,75 1,25
8 2,00 1,25 0,75
9 1,75 1,75 0,50
10 1,25 1,25 1,50
11 1,75 1,00 1,25
12 1,25 2,00 0,75
13 (PC) 1,50 1,50 1,00
14 (PC) 1,50 1,50 1,00
15 (PC) 1,50 1,50 1,00

PC — Ponto Central

0.75 0.25
1.00 . . ' 0.00
000 025 050 075 1.00
HNO; H,0,

Figura 7: Regido experimental do planejamento de mistura com restricao.
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Teste de Benedict

Este teste é utilizado para deteccdo da presenca de agucares redutores
presentes em amostras e tem o seguinte procedimento experimental a ser seguido: 1 mL
da solucdo de amostra (obtida no digerido) a 2% é testada com 5 mL de reagente
Benedict (a solugdo pode ser preparada previamente misturando 10 g de carbonato de
sodio e 17,3 g de citrato de sodio desidratado em 85 mL de agua. A mistura é
adicionada 10 mL de solucdo de sulfato de cobre (1,73 g/100 mL). Em seguida colocar
os tubos de ensaio em banho maria por 2 min3°Erro! Indicador ndo definido. - A formag&o de
precipitado de cor vermelho a vermelho tijolo representa um resultado positivo (que
ainda h& a presenca de agucares na amostra), como mostrado na Figura 8.

Teste Negativo para Referénci Teste Positivo para
Acucares EEencn Acucares

I

Figura 8: Ensaios tedricos do teste de Benedict para reduzir aglcares. Fonte: Arquivo pessoal.

Teste de Molisch

Para a realizacdo do teste é utilizado o seguinte procedimento: adicionar 2
gotas do reagente de Molisch (preparado dissolvendo 0,1 g de alfa naftol em 2 mL de
etanol) a 2 mL da solugdo de agucar a ser testada. Apds realizada a mistura, o tubo é
inclinado e, vagarosamente, 2 mL de &cido sulfarico concentrado é adicionado na lateral
do tubo de ensaio. Uma cor roxa na interface entre o agucar e o acido indica um
resultado positivo, conforme demonstrado na Figura 9.

Teste Negativo para Teste Positivo para
Agucares Referéncia Agucares

hm
U

Figura 9: Ensaios tedricos do teste de Molisch para reduzir agucares. Fonte: Arquivo pessoal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Decomposigao por Via Seca

A decomposicdo por via seca, comumente chamada de decomposicdo por
incineracdo ou mineralizagdo é fundamentada na degradacdo da matriz organica
presente na amostra por meio da elevacdo da temperatura transformando a matéria em
cinzas que, por sua vez, é homogeneizada com &cido nitrico em banho maria para
dissolucdo e, em seguida, a solucdo é filtrada. Na Tabela 6 estdo presentes os dados
referentes aos testes feitos para avaliar o procedimento de decomposicdo da amostra de

mel de Jequié-BA.

Tabela 7: Respostas obtidas nos ensaios para decomposicao por Via Seca.

Volumes (mL) Respostas (Absorvancia)
Ensaio Massa de HNO; 3,0 H-0;
amostra (g) mol/L. 30% Cu Fe Mn Zn
1 4,9879 2,50 0,50 0,0413 0,0242 0,0327 0,2396
2 5,0010 2,50 2,50 0,0397 0,0174 10,0346 0,2038
3 5,0178 1,50 1,50 0,0135 0,0157 0,0260 0,0835

Os resultados apresentam uma absorvancia elevada, atribuida a quantidade de
amostra decomposta para analise. No entanto, mesmo com valores elevados de
absorvancia, a aplicabilidade do método em questdo é questionavel devido a perda de
analito que pode ter ocorrido durante a decomposicdo, o que o torna inadequado para

ser empregado neste tipo especifico de amostra.

4.2. Decomposicdo por Radiacdo UV

Os resultados obtidos para o planejamento de mistura aplicado estdo
apresentados na Tabela 7 e Figura 10. Os maiores sinais estdo destacados em negrito e

0s menores em vermelho.
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Tabela 8: Respostas obtidas no planejamento de mistura para decomposicdo por Radiacdo UV.

Volumes (mL) Respostas
Ensaio Absorvancia Cor Presenca de
HNO3 3,0 mol/L H.O H»0,30% . sélido
Cu Zn residual .
residual
1 40 2,5 0,5 0,0224 0,0525 Incolor Sim
2 2,0 2,5 25 0,0213 0,0459 Incolor Sim
3 4,0 15 15 0,0105 0,0482 Incolor Sim
4 2,0 15 3,5 0,0089 0,0432 Incolor Sim
5 4,0 2,5 15 0,0056 0,0348 Incolor Sim
6 2,0 2,5 3,5 0,0073 0,0366 Incolor Sim
7 4,0 15 2,5 0,0072 0,0416 Incolor Sim
8 2,0 15 45 0,0086 0,0426 Incolor Sim
9.1 (PC) 3,0 2,0 2,5 0,0106 0,1116 Incolor Sim
9.2 (PC) 3,0 2,0 25 0,0133 0,1129 Incolor Sim
9.3 (PC) 3,0 2,0 25 0,0105 0,1187 Incolor Sim
PC: Ponto Central
0,1600
Cobre Zinco
@ 0,1200
)
c
«o
g 0,0800
)
a
<
0,0400
0,0000
Ensaios

Figura 10: Respostas obtidas para Cu e Zn nos ensaios preliminares por FAAS para
decomposicao por Radiagéo UV.

Os resultados utilizando a radiacdo UV para decompor a matriz organica
presente no mel mostraram-se promissores. Sinais significativos de absorvancia foram
observados apds a decomposi¢do. Para o Cu os melhores resultados foram obtidos
usando maior quantidade de acido e menor de perdxido, ja para 0 Zn a regido central
(condigdes intermediarias de acido e de peroxido) mostrou-se a melhor condicéo, dentro
do dominio experimental adotado. No entanto, a presenca de residuos solidos na
amostra sugere a persisténcia de matriz organica residual. Este fato pode representar um
risco potencial de danos ao equipamento utilizado para a determinacdo dos analitos,
requerendo etapas adicionais de filtragdo, otimizacdo das concentracfes de acido e de
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perdxido de hidrogénio bem como do tempo de radiacdo, entre outras. Além disso, parte
da matéria orgénica possivelmente ainda permanece no meio, o que aumenta o efeito de
matriz.

Na literatura ndo foram encontrados resultados especificos sobre a
decomposicdo de amostras de méis usando radiacdo UV. Contudo, estudos conduzidos
com uma matriz similar em relacdo ao teor de agucares, como o vinho, podem ser
considerados como referéncia para orientar o desenvolvimento de um método de
decomposicdo da matriz organica presente no mel. Entre os artigos publicados que
utilizam radiacdo ultravioleta para decompor a matriz organica em amostras de vinho,
destaca-se o estudo realizado por Santos et al. (2009)%. Estudos como o proposto por
Cruz Junior et al. (2019), também para decomposicdo de vinho, indicam a utilizagéo do
peréxido de hidrogénio e o &cido nitrico como bons auxiliares na decomposicdo de
matrizes ricas em teor de matriz organica®.

No entanto, é fundamental realizar testes e adaptacOes especificas para a
matriz do mel, pois mesmo que o mel e 0 vinho possuam algumas semelhancas em sua
composicao organica devido a ao alto teor de acUcares, também apresentam diferencas
significativas em outras caracteristicas. Ajustes no método sao necessarios para garantir
sua eficacia e aplicabilidade a matriz do mel. Portanto, estudos posteriores visando a
otimizacdo do método proposto sdo recomendados e, neste caso, 0 método nao foi

utilizado para analise de amostras de mel.

4.3. Decomposic&o por Via Umida

A decomposicdo de materiais organicos ou biolégicos por via imida implica
em aquecimento da amostra. Isso pode ocorrer geralmente na presenca de um acido
mineral oxidante, misturas contendo &cidos oxidantes ou ainda uma mistura de um
acido oxidante com perdxido de hidrogénio. Neste estudo foi utilizado uma mistura de
HNO3z como &cido oxidante na presenca de H2O». Os resultados obtidos para os seis
ensaios preliminares estdo apresentados na Tabela 8 e na Figura 11. O maior sinal esta

destacado em negrito e 0 menor em vermelho.
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Tabela 9: Respostas obtidas nos ensaios preliminares multivariados para a decomposi¢éo por
Via Umida.

Variaveis Respostas
. Volumes (mL) Absorvancia
Ensaio HNO- 3.0 o Cor Presenca de
3 2\J2 . ,y- .
' residual  sélido residual
mollL. 9 3006 cu Zn
1 1,0 30 0,0 0,0005 0,0100 Ambar Sim
2 1,5 25 00 0,0000 0,0106 Ambar Sim
3 0,75 30 0,25 0,0013 0,0211 Ambar Sim
4 15 15 1,0 0,0013 0,0131 Incolor Néo
5 15 2,0 0,5 0,0027 0,0188 Incolor Néo
6 1,0 2,25 0,75 0,0015 0,0185 Incolor Néo
0,025
0,02
E 0,015
T
9 001 " in
L . .
< L \ l.h | ‘ |
0,005 ﬁ
D
1 2 3 4 5 6
Ensaio

Figura 11: Respostas normalizadas obtidas para Cu e Zn por FAAS nos ensaios preliminares
usando decomposicao por Via Umida.

De acordo com as respostas apresentadas na Tabela 8 e Figura 11 é possivel
observar que a presenca de H20- influencia positivamente na decomposic¢do da matriz
organica presente na amostra. Nos ensaios 1 e 2, pode-se observar 0s menores sinais
para Cu e Zn, sinal este que possivelmente estd associado a auséncia de perdxido de
hidrogénio nos ensaios. Ao mesmo tempo, essas solugdes apresentaram coloragao

ambar e presenca de sélidos ndo digeridos, como pode ser observado na Figura 12.

- - -
. " ‘
~ ) o

Figura 12: Imagens obtidas nos ensaios preliminares. Fonte: Arquivo pessoal.
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No ensaio 3, na presenca de peroxido de hidrogénio em menor quantidade
(0,25 mL), o resultado para Cu e para Zn aumentou significativamente. No entanto, a
presenca de coloracdo &mbar e sélidos residuais também foram observados (Figura 12),
0 que caracteriza uma decomposi¢do incompleta da matéria organica.

Nos ensaios 4, 5 e 6, a decomposicdo aparentemente apresentou maior
eficiéncia, demonstrando a auséncia de cor e de sélidos residuais. Adicionalmente, 0s
trés ensaios apresentaram melhores sinais para Cu, sendo 0 ensaio 5 0 que apresentou
maior absorvancia. Para 0 Zn também ocorreu melhoria nos sinais, sendo o0 ensaio 5 a
segunda melhor condicdo obtida. Apesar do sinal de absorvancia no ensaio 5 ter sido
um pouco menor do que 0 ensaio 3, 0 mesmo nao apresentou presenca de solidos e
coloracgéo residual. Assim, as condic¢des do ensaio 5 foram norteadoras para definir o
novo dominio e a matriz experimental a serem aplicados no planejamento de mistura. A
matriz experimental com 0s respectivos resultados obtidos ap6s a aplicacdo do
planejamento esta apresentada na Tabela 10. O maior sinal estd destacado em negrito e

0 que apresentou cor ambar e presenca de sélido residual em vermelho.
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Tabela 10: Matriz e resultados do planejamento de mistura.

Volumes (mL) Respostas

Ensaios  NO; 3,0 o | HOe Absorvancia Cor  Presencadesotlido  Acidez residual
mol/L 30% Cu Zn residual residual (%)
1 2,00 1,50 0,50 0,0029 0,0323  0,3027 Incolor Né&o 8,91
2 1,00 1,50 1,50 0,0109 0,0696 0,8339 Incolor Né&o 8,88
3 2,00 1,00 1,00 0,0061 0,0496 0,5054 Incolor Né&o 8,88
4 1,50 1,00 1,50 0,0031 10,0259 0,2752  Incolor Nao 8,80
5 1,50 2,00 0,50 0,0027 0,0278 0,2645 Incolor Nao 8,66
6 1,00 2,00 1,00 0,0032 0,0336 0,3297  Ambar Sim 8,74
7 1,00 1,75 1,25 0,0229 0,1887 1,9569 Incolor Nao 8,88
8 2,00 1,25 0,75 0,0225 0,0193 1,1088 Incolor Né&o 8,95
9 1,75 1,75 0,50 0,0027 0,0191 0,2271  Incolor Né&o 8,58
10 1,25 1,25 1,50 0,0126 0,0685 0,8615 Incolor Né&o 9,63
11 1,75 1,00 1,25 0,0036 0,0274  0,3130 Incolor Né&o 9,31
12 1,25 2,00 0,75 0,0036 0,0312 0,3127 Incolor Nao 9,30
13 (PC) 1,50 1,50 1,00 0,0035 10,0237 0,2975 Incolor Néo 9,17
14 (PC) 1,50 1,50 1,00 0,0035 0,0252 0,2920 Incolor Nao 9,08
15 (PC) 1,50 1,50 1,00 0,0038 0,0227 0,2889 Incolor Né&o 9,14

PC: Ponto Central; *Resposta em Absorbancia; RM: Resposta Multipla.
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A otimizacdo multivariada aplicada na forma de planejamento de mistura é
um recurso utilizado quando pretende-se definir as proporgdes que gerem a melhor
resposta de um processo, neste caso uma melhor decomposi¢céo da matriz organica. Esse
modo de otimizacdo permite estudar varios fatores simultaneamente, e as melhores
condicdes sdo encontradas atraves de recursos matematicos e estatisticos. Essa
otimizagdo multivariada permite reconhecer se existe interacbes entre os fatores
avaliados, aléem de proporcionar a reducdo no conjunto de ensaios experimentais,
comparado com a otimizacdo univariada. Oferece ainda aspectos econémicos e
sustentaveis, coerente com os principios da quimica verde, sem perder a eficiéncia do
processo®’.

Para este estudo, 0 método de decomposic¢do utilizou reatores de alta pressao
de PTFE adaptado de Khammas et al.’®. Visualmente, a decomposicdo realizada
aplicando o planejamento experimental mostrou-se eficiente para a maior parte do
experimento, exceto para o ensaio 6. Em todos os ensaios bem-sucedidos foi observado
0 clareamento da amostra de &mbar para incolor e a diminui¢do da viscosidade das
amostras, porém a amostra 6 permaneceu com a coloracdo levemente ambar. Dentre 0s
resultados, a condicdo que apresentou as melhores respostas foi aquela obtida no ensaio
1.

Os dados experimentais para absorvancia, RM e acidez residual foram
tratados no programa Statistica 12 e geraram as superficies de resposta, apresentadas

nas Figuras 13 a 15.

Figura 13: Superficie de contorno obtida para o planejamento de mistura usando absorvancia
como resposta para: (a) Cobre e b) Zinco.
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Neste estudo, o ponto maximo obtido pela avaliacdo da absorvancia tanto do

Cu quanto do Zn ¢ identificado como uma condicéo de sela, uma regido de interse¢do
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entre um minimo relativo e um maximo relativo. E possivel observar na Figura 13 que a
superficie possui duas regides de maximos e, portanto, as coordenadas desses pontos
apresentam duas melhores condi¢cdes adequadas para obter uma maior resposta. Um
desses pontos inclusive situa-se fora do dominio experimental estudado. O ponto
maximo € identificado na cor vermelha nos graficos da figura, onde destaca-se 0 ensaio
7. Os pontos criticos sdo obtidos pela aplicacdo do critério de Lagrange, que € baseado
no determinante Hessiano®,

O modelo quadratico obtido para ambas as respostas (Absorvancias) do Cu e
Zn apresentou superficies muito semelhantes em relacdo aos pontos de maximo e de
minimo, ao aspecto visual e as condi¢des ideais. Isso demonstra que a digestdo acontece
numa mesma tendéncia para ambos os elementos estudados. Contudo, as coordenadas
do ponto de sela gerados pela equacdo ndo representam condicdes ideais para o
processo avaliado e os valores criticos podem estar compreendidos fora do dominio
experimental avaliado. E necesséario entdo uma inspecdo visual da superficie obtida a
fim de encontrar as condicdes ideais.

O fato de o ensaio 7 estar dentro do dominio experimental e apresentar as
maiores respostas faz com que ele seja o ponto definido com condices 6timas para
promover a extracdo mais eficiente dos metais Cu e Zn. O ponto 8 também apresentou
Gtima resposta para o Cu, mas ndo apresentou para o Zn.

Além da utilizacdo das respostas em absorvancias dos elementos Cu e Zn, a
funcdo resposta multipla (Figura 14) foi obtida a partir do somatério das absorvancias

individuais apds normalizagdo dos dados®®.

Vel. H;O

1,00 5 s . . \
0.00 0.25 0.50 0,75 1,00 B o>
Vol. HNO; Val. H;0;

Figura 14: Superficie de contorno para o planejamento de mistura usando RM como resposta.
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A RM mostrou-se muito Util para uma avaliacdo global do sistema, visto que
o comportamento individual dos elementos é mantido mesmo quando se usa a resposta
global. Neste caso, a ferramenta consolidou ainda mais as respostas individuais que
apontavam como ponto 6timo o ensaio 7.

Os resultados também foram avaliados pela acidez residual do digerido

(Tabela 10) e foi obtida a superficie de contorno, conforme apresentada na Figura 15.

H;O
000, 10

), 100

000 0.25% 050 976 100

-0
a0 WE <0658
HNC, HO:

Figura 15: Superficie de contorno obtida para o planejamento de mistura usando acidez
residual como resposta.

Ao analisar a Figura 15, nota-se uma tendéncia de aumento no residuo de
acidez quando sdo utilizadas maiores quantidades de peréxido de hidrogénio nos
experimentos. Esses resultados estdo alinhados com as superficies de contorno
apresentados na Figura 13 (resultados de absorvancia para Cu e Zn), evidenciando que a
eficiéncia da digestdo estd diretamente relacionada a combinacdo do acido nitrico 3,0
mol L e perdxido de hidrogénio 30%. Fica nitido que os volumes de H202 e HNO3
empregados neste estudo desempenham um papel significativo na decomposicao da
matriz analisada.

Em técnicas espectrométricas como FAAS e ICP OES, é recomendavel
utilizar solugbes com acidez inferior a 10% v/v para evitar interferéncias no transporte
de aerossais durante a introdugdo da amostra. Todos os ensaios realizados apresentaram
uma acidez residual menor que 10%, em conformidade com as diretrizes recomendadas
para andlises espectrométricas. Tais resultados indicam que o acido que estava presente
no meio foi usado para degradar a matéria organica com efetividade, com auxilio do

reagente peroxido.
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4.3.1 Teste de Benedict

O Teste de Benedict foi aplicado tanto para uma amostra de mel sem
decomposi¢do quanto para os digeridos obtidos ap6s a decomposi¢cdo nos ensaios com
as diferentes condicOes propostas pelo planejamento de mistura (Tabela 10). A Figura
16 traz o resultado visual positivo para aplicacdo do teste no mel constatando a presenca
de acUcares na amostra, de acordo com 0 que esta apresentado na literatura. Com as
amostras digeridas (Figura 17), nota-se que ndo ha uma mudanca brusca na coloragao
como na Figura 16, porém ha uma leve mudanca da coloracdo saindo do azul para um
tom pouco esverdeado nos ensaios 5, 6 e 12, o que é um indicativo ainda da presenca de

acucares.

Referéncia Mel

:
.
.
.
-

Figura 16: Imagem da aplicacdo do Teste de Benedict em mel. Fonte: Arquivo pessoal.

Referéncia  Ensalo Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio b

Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10  Ensaio 11 Ensaio 12 Ensaio 13

Figura 17: Imagens da aplicacdo do Teste de Benedict para o planejamento de mistura. Fonte:
Arquivo pessoal.

De acordo com o teste aplicado, o resultado positivo é somente indicado
quando ha a mudanca da coloracdo azul para um tom de vermelho tijolo, 0o que nédo
ocorreu nos ensaios avaliados. No entanto, o Teste de Molisch foi aplicado para

evidenciar ou ndo a presenca de agucares redutores nos ensaios 5, 6 e 12.
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4.3.2 Teste de Molisch

O Teste de Molisch é usado para detectar a presenca de carboidratos. Se for
obtido um resultado negativo, a presenca de aglicares na amostra néo € detectada. E um
teste util para identificar compostos que possam ser desidratados em furfural ou
hidroximetilfurfural na presenca de H.SO4. O alfa naftol reage com o aldeido ciclico
para formar produtos de condensacdo de cor purpura.

Os resultados para o Teste de Molisch realizados somente com os ensaios 5, 6
e 12 podem ser observados nas Figuras 18 e 19. Nos trés ensaios, a matéria organica na
forma de acgUcares permaneceu sem a total decomposicéo, sinalizando que ainda existe
carboidratos presente na solucdo®. Portanto, essas condigcdes ndo apresentam uma
decomposicéo efetiva para ser usada nas amostras de mel. As condic¢des definidas entéo,
com base em todos os resultados supracitados, correspondem a 1,0 mL de HNO3 3,0
mol/L, 1,25 mL de H>O> 30% e 1,75 mL de &gua ultrapura, para uma massa aproximada
de 0,5000 g de mel.

Referéncia Mel

Figura 18: Imagem da aplica¢éo do Teste de Molish em mel. Fonte: Arquivo pessoal.

Referéncia Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 12

Figura 19: Imagens obtidas da aplicacdo do Teste de Molish nos digeridos dos ensaios 5,6 e 12.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4 Linearidade do método e faixas de trabalho utilizadas

Apo6s o processo de otimizacdo e a definicdo das condicbes ideais dos
volumes dos reagentes estabelecidos com o planejamento de mistura, realizou-se o
processo de calibracdo instrumental usando ajuste pelo método dos minimos quadrados,
com o intuito de gerar um modelo matematico linear. Tal técnica tenta encontrar o
melhor ajuste para um conjunto de dados buscando minimizar a soma dos quadrados
das diferencas entre o valor estimado e os valores observados. Essas diferencas sdo
denominadas residuos.

Mendes et al. (2006)° e Santos et al. (2008)° ressaltam a importancia da
calibracdo em analises quantitativas, pois esse processo indica que a resposta dada pelo
sistema de medida a ser utilizado esta diretamente relacionada as concentracdes dos
padrdes preparados. Os graficos das Figuras 20 a 23 trazem no eixo vertical as respostas
instrumentais (absorvancia) obtidas a partir da analise das solugdes preparadas com
concentragfes crescentes. Na Tabela 11 sdo expressos os parametros referentes as
curvas de calibracdo de Cu, Fe, Mn e Zn. Para os parametros de calibragdo e posterior
analise das amostras, a aplicacdo do método foi estendida para a determinacéo de ferro e

manganés, usando os mesmas condicBes otimizadas para Cu e Zn.
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Figura 20. Curva de calibragdo para cobre.

Figura 21. Curva de calibragdo para ferro.
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Figura 22. Curva de calibracdo para manganés.
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Figura 23. Curva de calibracdo para zinco.
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Tabela 11: Dados da curva de calibracdo do cobre, ferro, manganés e zinco.

Elemento Equacéao R? Linearidade
Cu y = 0,1094 Conc. + 0,0049 0,9984 0-25mgL?
Fe y =0,0561 Conc. + 0,0035 0,9988 0-25mgL?
Mn y =0,1262 Conc. + 0,0024 0,9997 0-25mgL?
Zn y = 0,4815 Conc. + 0,0085 0,9963 0-0,25mgL*

R2: Coeficiente de determinacio; y = absorvancia medida experimentalmente.

Os coeficientes de correlagio R? foram superiores a 0,99, indicando uma

excelente linearidade das curvas, atendendo as exigéncias minimas estabelecidas pelo

INMETRO%.

4.5 Aplicagdo do método

Apds a calibracdo instrumental, a analise das amostras de mel de abelha foi

realizada e os calculos de concentracdo em pg g (Tabela 12 e Figura 26) foram

conduzidos com base nas equacdes estabelecidas para cada elemento. Os sinais de

absorvancia obtidos para as amostras estavam dentro da faixa analitica de trabalho

atribuida nas curvas de calibracdo. Os resultados foram plotados em gréaficos de barras.

Nesta etapa, 0 método foi utilizado também para a determinacdo de Fe e Mn, utilizando

as condicdes previamente otimizadas para Cu e Zn.
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Tabela 12. Concentragdo dos micronutrientes encontrados em amostras de mel.

Estatistica Concentracéo (ug g?)
Amostra Basica Cu Fe Mn Zn
Barra do Média + DP 0,009 £ 0,027 1,65+0,32 1,59 +0,03 0,73+0,12
Choca cVv 3,1 0,19 0,016 0,17
Caatiba Média + DP 0,055+ 0,073 1,60 +£0,32 0,34 + 0,06 1,23 +£0,08
CcVv 1,3 0,20 0,17 0,071
. Média £ DP 1,99 £0,20 0,93+0,16
Eunapolis cV <LQ 0.10 <LQ 0.18
, Média £ DP 1,81 +£0,03 0,74 +0,48
lIheus cv <LQ 0,017 <LQ 0,65
. Média £ DP 2,00+ 0,36 1,89+1,04
Irajuba oV <LQ 0.18 <LQ 0.55
ltabuna Média £ DP <L0 1,89 +£0,08 1,42 +£0,02 1,31+0,16
CcVv 0,042 0,016 0,12
ltacaré Média £ DP 2,10+1,97 2,32 +0,68 0,69 + 0,86 3,57 + 3,88
CcVv 0,94 0,29 1,25 1,09
Itirucu Média £ DP <LO 2,20+ 0,60 0,29+ 0,46 1,08 £ 0,55
CcVv 0,27 1,60 0,51
Jequié Média + DP <LQ 1,03+0,18 0,11 +£0,49 1,44 +0,28
Ccv 0,17 4,43 0,20
Jitauna Média £ DP 0,08 £0,35 1,76 £ 0,20 0,89 £0,04 1,33+ 0,50
Cv 42 0,11 0,044 0,37
Jitauna Média £ DP 0,12 +£0,22 1,84 + 0,09 0,95+0,04 1,42 +£0,44
Cv 1,9 0,050 0,043 0,31
. Média £ DP 1,23+0,26 0,43 £ 0,07
Jitauna cv <LQ 0,22 <LQ 0,17
Jiguirica Média + DP <LQ 1,56 +0,19 0,48 +0,19 1,39+0,31
cVv 0,12 0,39 0,22
L Média + DP 208+0,4 0,77 +0,39
?iﬁf&ﬂ(’ cv <LQ 0,020 <LQ 0,51
Lafaiete Média + DP 1,71+£0,74 17,4+0,8 0,29 £ 0,02 46,9 +0,7
Coutinho cVv 0,43 0,048 0,068 0,015
Manoel Média £ DP 0,42 +1,30 1,77 +£0,39 0,17 £ 0,05 23+3,0
Vitorino CVv 3,1 0,22 0,31 1,30
, Média £ DP 0,50+0,21 3,43+1,51 1,52 + 00,0694 3,2+0,8
Maracés
CVv 0,43 0,44 0,0457 0,24
. Média £ DP 1,77 £0,33 0,42 £ 0,06
Palmeiras cV <LQ 0.18 <LQ 0.15
Ribeirdo do Média + DP 0,53+1,58 1,09 £ 0,05 0,16 + 0,03 14,2 +0,51
Largo CcVv 3,0 0,042 0,18 0,11
Santa Inés Média + DP <LQ 2,22 +0,18 0,24 £ 0,002 3,7+£0,3
CcVv 0,081 0,008 0,091
Vitoria da Média + DP 2,80+ 1,36 2,07+0,43 0,77 £ 0,08 26109
Conquista CcVv 0,48 0,21 0,11 0,34

*n = 3; DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de Variagdo.
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Figura 24. Concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras de mel analisados por
FAAS.

Com base no Decreto n° 55.871, de 26 de marco de 1965, que foi
posteriormente revogado pelo Decreto n® 9.917, de 2019, as quantidades méaximas
permitidas para cobre e zinco em alimentos em geral sdo de 30 ug g* e 50 pg g7,
respectivamente*!, porém a referida portaria ndo contém informacGes acerca das
quantidades maximas de ferro e manganés. Cada amostra de alimento pode variar em
sua composicao devido a diversos fatores, como o solo, 0 método de coleta e possiveis
contaminagoes.

No estudo em questdo, as amostras analisadas apresentaram concentracdes
médias de cobre variando entre 0,00 a 2,80 pg g* e de zinco entre 0,00 a 46,9 ug g.
Todas as amostras analisadas mostraram valores inferiores aos limites maximos
estabelecidos. O valor maximo de cobre foi encontrado na amostra adquirida da cidade
de Vitdria da Conquista, enquanto o valor maximo de concentracdo de zinco foi
identificado na cidade de Lafaiete Coutinho, ambas adquiridas no sudoeste baiano.

Para o elemento ferro, foi observada uma concentragdo de 20,8 pg g no mel
adquirido em Lagedo do Tabocal, o que representa o valor mais alto entre todas as
cidades analisadas. Em seguida, o segundo maior valor foi de 17,4 ug g para a amostra
de Lafaiete Coutinho. A menor concentragdo registrada foi de 1,03 pg g* para a
amostra de Jequié.

Quanto ao elemento manganés, a concentracdo mais alta (1,58 pg g1), foi
encontrada no mel adquirido em Barra do Choga. Em segundo lugar, a amostra de

Maracas apresentou uma concentragdo de 1,51 pg g*. A menor concentragdo detectada
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foi de 0,11 pg g™* para a amostra de Jequié. E importante observar que as cidades de
Eundpolis, Ilhéus, Irajuba, Jitaina (Urugu), Lagedo do Tabocal e Palmeiras
apresentaram concentragdes abaixo do limite de quantificacdo para ambos os elementos,
indicando niveis muito baixos ou indetectaveis desses elementos nas amostras de mel.
A Tabela 13 apresenta os valores de concentracdo encontrados nas amostras e

faz uma comparagdo com valores descritos na literatura. Os teores encontrados estéo

condizentes com os encontrados na literatura.

Tabela 13. Concentracdo dos micronutrientes (ug g) e comparacdo com valores da literatura.

Analito Este estudo (FAAS) FAAS ICP OES ICP-MS
<0,18 < LOQ"
0,16%
Cu <LOD-5,10 < LOD - 33,66% <0,1%
< 0,145;
<0,1% <LOD-0,1%
<0,113 <0,1°
< 01344
Fe 1,09 -20,8 < 1,50 — 89,08 <0,1%
< 0,145;
<01 < LOD - 0,0004%
<0,1% <LOQ-0,1°
6,344
Mn <LOD-1,58 < LOD - 52,98% <0,1%
< 0,145;
<01 <LOD*
<0,1% <LOQ-0,1°
< 0,04%
Zn 0,41-46,9 < LOD - 14,26% <0,1%
< 0,145;

< LOD -0,0003*

4.6 Tratamento dos dados usando analise de componentes principais

A utilizacdo da Anaélise de Componentes Principais tem como objetivo
reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, mantendo a maior quantidade
possivel de informacgdo (variancia). Essa reducdo é alcancada através da criacdo de
novas variaveis ortogonais entre si, chamadas de componentes principais (PCs). Os
gréficos obtidos representam as amostras em um sistema cartesiano, onde 0s €ixos s&o
as PCs. Isso permite visualizar a distribuicdo das amostras no espago definido pelas
PCs, o que facilita a identificacdo de padrfes, agrupamentos ou diferengas entre as
amostras®®.

Inicialmente montou-se uma matriz de dados (21 amostras x 4 variaveis)

contendo informagdes referentes as amostras de mel dispostas em linhas e as
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informac0es referentes as variaveis (valores individuais de concentracdo dos elementos)
dispostas em coluna. Na Tabela 14 estdo apresentados os valores associados as
correlagOes entre as variaveis e as trés primeiras PCs. Considerou-se como contribuicao

significativa a variavel com valor de correlacdo acima de 0,60, destacado em negrito na

tabela.
Tabela 14: Valores para as correlagbes entre as componentes principais e variaveis das

amostras de mel.

Parametro PC1 PC2 PC3
Cu -0,619 0,560 0,501
Fe -0,781 - 0,292 -0,438
Mn 0,146 0,871 - 0,469
Zn - 0,886 0,009 - 0,040

PC: Componente Principal.

As variaveis que mais contribuem na variancia total (Cu, Fe e Zn)
apresentaram valores significantes na PC1, ressaltando que essa primeira PC representa
44,98% da variancia dos dados. A segunda componente principal (PC2) é responsavel
por 28,94% dos dados, sendo 0 Mn a Unica variavel que apresenta maior contribui¢do
nesta PC. Como PC 1 e PC 2 ja explica uma parcela significativa da variancia dos dados
(73,92%), a inclusdo da terceira componente ndo adicionaria informacoes relevantes
para a analise, visto que sua contribuicdo é de apenas 16,60%. A aplicacdo da PCA aos

dados de concentragdo obtidos resultou no grafico presente na Figura 27.
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Figura 25. Gréficos dos escores (a) e loadings (b) obtidos para a analise por PC1 versus PC2.
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Na Figura 27a fica evidente a formagédo de um grupo formado pelas amostras
adquiridas nas cidades de Barra do Choga, Caatiba, Eunapolis, I1lhéus, Irajuba, Itabuna,
Itacaré, Itirucu, Jequié, Jitauna (Europa, Jatai e Urugu), Jiquirica, Lagedo do Tabocal,
Manoel Vitorino, Maracas, Palmeiras, Ribeirdo do Largo, Santa Inés e Vitoria da
Conquista. Essa similaridade € atribuida principalmente as baixas concentracdes de Cu,
Fe e Zn nessas amostras. Por outro lado, ha uma distingdo da amostra proveniente de
Lafaiete Coutinho. Essa amostra destaca-se por apresentar uma concentragdo de Zn
significativamente maior em comparacdo com as demais amostras, resultando em sua
separacdo nitida no gréafico, localizada na parte esquerda da PC1. Da mesma forma, a
amostra proveniente de Lajedo do Tabocal destaca-se por apresentar uma concentragdo
de Mn significativamente menor que as demais.

Para uma melhor andlise do Unico grupo formado, as amostras das cidades de
Lafaiete Coutinho e Lajedo do Tabocal foram retiradas da analise por PCA. Assim, uma
matriz de dados composta por 19 amostras x 4 varidveis foram analisadas. Na Tabela 15
estdo os valores das correlages para as trés primeiras PCs. Considerou-se novamente

como contribuicdo significativa a variavel com valor de correlacdo acima de 0,60.

Tabela 15: Valores para as correlagdes entre as componentes principais e variaveis das
amostras de mel (sem duas amostras).

Parametro PC1 PC2 PC3
Cu 0,569 -0,608 -0,480
Fe 0,823 0,192 -0,117
Mn 0,776 0,169 0,510
Zn -0,064 -0,880 0,404

PC: Componente Principal.

As variadveis Fe e Mn apresentaram valores significantes na PC1 (40,17% da
variancia) enquanto Cu e Zn estdo representadas pela PC2 (30,25% da variancia). Os

gréaficos dos escores e loadings (PC1 versus PC2) estdo presentes na Figura 28.
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Figura 28. Graficos dos escores (a) e loadings (b) obtidos para PC1 versus PC2 (sem duas
amostras).

Na anéalise da Figura 28a ficou evidente a formacdo de um grupo formado
pelas amostras adquiridas nas cidades de Barra do Choca, Caatiba, Eunapolis, 1lhéus,
Irajuba, Itabuna, Itirucu, Jequié, Jitalna (Europa, Jatai e Urugu), Jiquirica, Lagedo do
Tabocal, Manoel Vitorino, Palmeiras e Santa Inés. O grupo foi formado em decorréncia
das baixas concentracbes de Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras. Dentro do grupo, as
amostras de Barra do Choca, Itabuna e Jitalna apresentaram as maiores concentracdes
de Cu.

Nessa nova analise, as amostras adquiridas em Itacaré, Maracas, Ribeirdo do
Largo e Vitoria da Conquista se separaram do grupo principal, devido a maior
concentracdo de Fe e Mn obtida para a amostra de Maracas, maior concentracdo de Zn
obtida para a amostra de Ribeirdo do Largo e maior concentracdo de Cu obtida para as

amostras de Vitéria da Conquista e Itacaré.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo foi avaliada a eficiéncia de trés métodos de decomposicdo de
amostras, buscando evidenciar qual dos métodos propostos disponibilizaria a maior
quantidade dos micronutrientes em meio aquoso sem perder a eficiéncia dos demais
parametros. O metodo de decomposicdo por via seca demonstrou resultados pouco
satisfatorios. A decomposicédo por radiacdo UV mostrou resultados promissores, porém
um fato a ser ressaltado é que a persisténcia de residuo organico apds a decomposigéo é
um fato que pode dificultar a utilizacdo deste método, pois um teor maior de carbono
residual pode acabar gerando danos aos equipamentos bem como aumentar as
interferéncias na forma de efeito de matriz.

O método escolhido foi a decomposicdo por via Umida que também
apresentou resultados satisfatorios. Nesse sentido, o planejamento de mistura utilizando
acido diluido demonstrou caracteristicas satisfatorias, como rapidez e eficiéncia,
visando aprimorar o método de digestdo. Além disso, a utilizacdo de acido diluido
ressoa com os principios da Quimica Verde, ao empregar substancias menos danosas ao
meio ambiente.

Os resultados de acidez residual atenderam bem ao meétodo, gerando uma
acidez menor que 10%, garantindo a vida Util do sistema de introducdo de amostra e
reduzindo efeitos de matriz.

Este estudo oferece resultados valiosos que contribuem para a Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos, onde as analises apresentaram valores
inferiores ao estabelecido pelo Decreto n°® 55.871, de 26 de marco de 1965.
Considerando que o conhecimento da composi¢do dos alimentos consumidos no Brasil
é crucial para garantir a seguranca alimentar no pais e para avaliar e ajustar a ingestdo
de nutrientes por individuos ou populacdes, € essencial atualizar os dados disponiveis.
Além disso, destaca-se a importancia da criacdo de uma normativa com valores
atualizados dos teores maximos permitidos nas amostras, proporcionando uma base
mais sélida para as politicas de seguranca alimentar e regulamentacdo de produtos
alimenticios no pais.

A avaliagdo da similaridade das amostras com base na composi¢cdo mineral
através da Analise de Componentes Principais trouxe informacfes Uteis, com as duas

principais componentes (PC1 e PC2) explicando acima de 70% da variancia dos dados.
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6. PERSPECTIVAS

E interessante como os resultados do estudo sugerem uma série de potenciais
fontes para o alto teor de zinco nas amostras analisadas. A investigacdo detalhada dessas
variaveis pode fornecer insights valiosos sobre a origem do metal e possiveis medidas
para mitigar sua presenca em niveis indesejaveis. A consideracdo de fatores como
adubacdo, uso de fertilizantes, materiais de revestimento e poluicdo ambiental é crucial
para entender melhor a composicdo do mel e garantir sua qualidade. Além disso, a
possibilidade de adulteracdo do produto destaca a importancia de medidas de controle

de qualidade robustas em toda a cadeia de producéo e distribuic&o.

Os resultados obtidos na decomposicdo por radiacdo UV certamente abrem
caminho para explorar ainda mais essa técnica e sua otimizacdo em conjunto com outras
variaveis. A combinacdo de diferentes métodos analiticos, como ICP-MS, GFAAS e
HG AAS, pode oferecer uma compreensao mais abrangente dos nutrientes presentes na
matriz em estudo. A aplicacdo da andlise quimica por imagem digital também parece ser
uma abordagem promissora para quantificar os constituintes quimicos presentes na
amostra, fornecendo uma visualizagdo mais detalhada da distribuicdo dos elementos na
amostra. Essas estratégias complementares podem enriquecer significativamente a
analise e a interpretacdo dos dados, contribuindo para uma investigacdo mais abrangente

e precisa.
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