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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos para analise de metais importantes
em termos de toxicidade, como Hg, As, Pb, Cu e Cd em mel, de forma que
simplificassem alguns métodos em uso atualmente.

Dois métodos analiticos empregando espectrometria de absor¢cdo atdmica com
geracdo de vapor frio (CVAAS) e analisador direto de mercario (DMA) foram otimizados
e validados para determinar Hg em mel. O método empregando CVAAS consistiu no
preparo de solu¢des contendo 5,0% (m/v) de mel, 4,0% (v/v) de H,O, e 6,0% (v/v) de
HNO3. A determinacao foi feita utilizando 0,6% (m/v) de NaBH, em 0,5% (m/v) de NaOH
e 6,0 mol/L de HCI. No método empregando DMA, as medidas foram feitas usando até
100 mg de amostra de mel, sem qualquer preparo. Os tempos de secagem e
decomposicédo e a temperatura de secagem foram otimizados.

No desenvolvimento do usando HGAAS para andlise de As em amostras de mel,
os fatores estudados foram: concentragdes de NaBH4 e HCI, agente pré-redutor, tipo de
diluente e o tempo de contato com a amostra. As condi¢cdes otimizadas foram 5,0 %
(m/v) de amostra, preparada em 1,3 mol/L de HCl e 1,0 % (m/v) de SC(NH),. As
solugdes utilizadas durante a geracdo do hidreto foram 0,85 % (m/v) de NaBH, e 2,5
mol/L de HCI.

Apos as validacfes, os métodos foram utilizados para quantificar Hg e As em 35
amostras de mel, coletadas em varias cidades do estado de Minas Gerais, Brasil. Todas
as amostras de mel apresentaram concentracdes de Hg menores que 1,0 pg/kg e As
inferiores a 20 pg/kg. As novas metodologias propostas foram realizadas com
amostragem direta, sem prévio tratamento da amostra, sendo consideradas mais
eficientes, rapidas, com um baixo consumo de reagentes e sem problemas de perdas por
volatilizagdo dos elementos de interesse.

Com o proposito de determinar Cd, Cu e Pb em mel, foi desenvolvido um método
de andlise utilizando espectrometria de absor¢cdo atdmica no modo sequencial rapido
com forno tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-FS-AAS). Durante o
desenvolvimento do método foram estudados os efeitos do comprimento do tubo de
niquel e a quantidade de furos, fluxo da amostra e 0 modo de aquisicdo de sinal. Em
seguida, foram estudados os efeitos dos fatores tempo e temperatura de extragéo e o

uso dos reagentes HNO3, HCI e H,0,, utilizando-se planejamentos fatoriais e composto



central. As condi¢des otimizadas foram: preparo de 50 mL de solucao contendo 1,0 g de
amostra, digerida em bloco digestor, utilizando 2,0 mL de HNO3 e 1,0 mL de H,0., até a
temperatura de 128 + 5 °C por 30 minutos. Apds a validacdo, os limites de detecgédo
obtidos foram 0,010 mg/kg (Cd), 1,0 mg/kg (Cu) e 0,10 mg/kg (Pb), confirmando a
adequacado ao proposito de uso do TS-FF-FS-AAS para determinacdo de Cd, Cu e Pb
em mel em atendimento aos limites maximos regulamentados pela legislacdo brasileira
(1998) e Mercado Comum do Sul (MERCOSUL, 2011). Nas 35 amostras de mel
analisadas, foi possivel detectar Cu em uma amostra, cuja concentracédo foi 1,1 mg/kg, e
Pb em duas amostras: 0,14 mg/kg e 0,17 mg/kg. Em relagdo ao Cd, todas as amostras
apresentaram concentragdo menor que 0,010 mg/kg. Cabe destacar que houve um
ganho de sensibilidade com o uso do TS-FF-FS-AAS de 67,2; 3,4 e 72,8 vezes para o
Cd, Cu e Pb, respectivamente, em relacdo ao FAAS. A utilizacdo do TS-FF-FS-AAS
contribuiu para que houvesse um ganho de tempo de trés vezes em relacdo aos
equipamentos que utilizam o TS-FF-AAS de forma monoelementar, reduzindo os custos

dessa analise.

Palavras-chave: mel, seguranca alimentar, DMA, CVAAS, HGAAS, TS-FF-AAS.



ABSTRACT

In this work, some methods were developed for analysis of metals of significant
toxicity, such as mercury, arsenic, lead, copper and cadmium in honey, capable of
simplifying some methods currently in use.

Two analytical methods employing Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry
(CVAAS) and a Direct Mercury Analyzer (DMA) were optimized and validated to
determine the Hg concentration in honey samples. The CVAAS method consisted of
preparing solutions containing 5.0% (w/v) honey, 4.0% (v/v) H,O, and 6.0% (v/v) HNOs.
Hg determination was accomplished by treatment with 0.6% (w/v) NaBH4 in 0.5% (w/v)
NaOH and 6.0 mol/L HCI. In the DMA method, measurements were made using up to
100 mg of honey sample without any prior treatment. The drying and decompaosition times
along with drying temperature were optimized.

In the development of the method for determination of arsenic in samples of
honey, the variables studied in the optimization of the method were NaBH,4 concentration,
pre-reducing agent, HCI concentration, the diluents’ type and contact time with the
sample. The optimized conditions were 5.0 % (w/v) of sample prepared in 1.3 mol/L HCI
and 1.0 % (w/v) SC(NH>),. The hydride generation solutions were 0.85 % (w/v) NaBH,
and 2.5 mol/L HCI.

After validation, the methods were used to quantify Hg in 35 honey samples,
collected from several cities in Minas Gerais, Brazil. All honey samples showed Hg
concentrations below 1.0 pg/kg and As concentrations below 20 pg/kg. The proposed
methodologies do not require a pre-treatment of digestion of the sample, so they can be
considered more efficient, fast, with low cost reagents and without problems of volatility
losses of the elements of interest.

A method using thermospray flame furnace fast sequential atomic absorption
spectrometry (TS-FF-FS-AAS) was developed in order to determining Cd, Cu and Pb in
honey. During the development of the method, the effects: nickel tube length and quantity
of holes, flow of the sample and signal acquisition mode, were studied. Then, the effects
of time and temperature of extraction and the reagents HNO3, HCI and H,O, were studied
using factorial and central composite designs. The optimized conditions were: prepare of
50 mL of solution containing 1.0 g of sample, 2.0 mL of HNO3; and 1.0 mL of H,O,,

digested in a block with heating until the temperature of 128 + 5 °C for 30 minutes. After



validation, the limits of detection were 0.010 mg/kg (Cd), 1.0 mg/kg (Cu) and 0.10 mg/kg
(Pb), meeting the intended purpose of using TS-FF-FS-AAS for determination of Cd, Cu
and Pb in honey in attendance to the maximum limits required by Brazilian legislation
(1998) and Common Market of the South (MERCOSUR, 2011). For the 35 studied
samples, it was possible to determine above the limits of detection: Cu in one sample,
obtaining 1.1 mg/kg, and lead in two samples: 0.14 mg/kg and 0.17 mg/kg. For cadmium,
all samples had concentrations below 0.010 mg/kg. It is noteworthy that there was a gain
in sensitivity with the use of TS-FF-FS-AAS of 67.2, 3.4 and 72.8 times for the Cd, Cu
and Pb, respectively, relative to FAAS. The TS-FF-FS-AAS had contributed to a gain of
time of thrice, in relation to mono-element equipment (TS-FF-AAS), reducing the costs of

this analysis.

Key words: honey, food safety, DMA, CVAAS, HGAAS, TS-FF-AAS.
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1 INTRODUCAO

Contaminantes inorganicos como o0 arsénio (As), cadmio (Cd), cobre (Cu),
mercurio (Hg) e chumbo (Pb) sdo perigosos quando em contato com o organismo
humano, seja por ingestéo, absor¢do cutanea ou por via aérea, e os efeitos provenientes
dessas intoxicacOes sdo proporcionais a sua exposicdo. Vale ressaltar que Hg e As sao
0S contaminantes inorganicos mais toxicos que podem ser encontrados nos alimentos e
séo, portanto, alvo de atencéo.

O contato com Hg pode levar ao seu acumulo nos organismos e intoxicacdes
leves caracterizam-se por causar anemia, depressdo, dermatite, dores de cabeca,
hipertenséo, insénia, irritabilidade, problemas de audicdo e visdo. Intoxicacbes mais
severas podem levar a indmeros problemas neuroldgicos e permanentes [1, 2].

O As também é muito perigoso quando em contato com o corpo humano e a
toxicidade deste metaldide esta diretamente relacionada com suas espécies quimicas,
sendo que o As inorganico € mais toxico do que o organico. Além disso, entre as
espécies inorganicas, 0s compostos trivalentes sdo mais toxicos do que o0s
pentavalentes. A exposicdo por longo prazo pode levar a manifestacdes sistémicas,
carcinogénicas ou nao. A pele é o 6rgdo mais atingido, podendo apresentar multiplas
lesdes, como hiperpigmentacdo. O As pode também causar neuropatias, doencas
cardiovasculares, anemia e diabetes [3]. Dessa forma, a presenca do As e de outros
contaminantes inorganicos em alimentos deve ser monitorada.

O mel é um alimento sujeito ao acumulo de contaminantes inorganicos porque as
abelhas costumam percorrer grandes areas em busca de néctar, ficando continuamente
expostas a varias substancias, incluindo contaminantes, presentes em uma area de
aproximadamente 7 km? em torno do apiario [4]. Devido ao seu valor nutritivo,
propriedades medicinais e adocantes, o consumo do mel tem aumentado mundialmente
[5]. Assim, o controle de contaminantes inorganicos, tais como As, Cd, Cu, Hg e Pb em
mel tornou-se necessario para garantir a saude dos consumidores desses produtos.

Nessa conjuntura, uma das acbes tomadas pelas agéncias reguladoras de
diversos paises foi 0 estabelecimento de limites maximos permitidos para contaminantes
inorganicos e outros contaminantes quimicos em alimentos. No Brasil, em 1998, foi

publicada pelo Ministério da Saude a portaria n° 685, que aprovou 0 regulamento



técnico: "Principios gerais para o estabelecimento de niveis maximos de contaminantes
guimicos em alimentos” e seu Anexo: "Limites maximos de tolerancia para
contaminantes inorganicos" [6]. Nessa portaria foram publicados os limites méaximos
permitidos para As, Cd, Cu, Sn, Hg e Pb em diferentes alimentos. No mel, foram
estabelecidos os limites maximos de 1,0 mg/kg de As e 10,0 mg/kg de Cu.

Os limites maximos permitidos sao estabelecidos com base em estudos que
levam em consideracdo fatores como a toxicidade do contaminante, metabolismo e
experiéncia de especialistas em toxicologia a respeito dos niveis de ingestdo e grupos
populacionais mais vulneraveis, entre outros [7]. A medida que estes estudos evoluiram,
foram definidos novos limites maximos para outros contaminantes em mel, como
estabelecido na instru¢do normativa n°® 8 de 2010, do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) [8]. Essa instrugdo normativa aprovou os programas de controle
de residuos e contaminantes em carnes (bovina, aves, suina e equina), leite, mel, ovos e
pescado para o exercicio de 2010, no caso do mel, foram instituidos os limites maximos
permitidos para As, Cd, Pb e Hg de 0,50 mg/kg. Em 2011, o MERCOSUL adotou limites
de até 0,30 mg/kg para As e Pb e 0,10 mg/kg para Cd em mel [9]. Este valor tornou-se
também vigente no Brasil, pais membro do MERCOSUL.

Para o monitoramento de contaminantes inorganicos em alimentos, 0os 6rgaos de
fiscalizacdo dos governos estaduais e federal contam com laboratérios equipados e
pessoas treinadas para realizar a analise desses contaminantes, em diversos tipos de
produtos. Essas andlises sdo sofisticadas, envolvendo varias etapas e equipamentos de
alto custo. Adicionalmente, nos ultimos anos tem crescido o uso de técnicas de
determinacdo de varios contaminantes inorganicos com aquisicdo de sinal de forma
sequencial ou simultanea, pois elas possibilitam analises multielementares e uma maior
frequéncia analitica. Em relacdo aos métodos de determinac¢do dos contaminantes Hg e
As em alimentos, as metodologias tradicionalmente utilizadas nos laboratérios de rotina
consistem na decomposicdo da amostra para posterior determinagcdo por geracédo de
vapor frio ou de hidretos volateis acoplada a espectrometria de absor¢cdo ou emisséo
atdbmica. A principal vantagem desse método € a sua capacidade de separar o analito da
matriz, pois poucos elementos sdo capazes de formar hidretos volateis sob
circunstancias normais [10]. Entretanto, o procedimento de solubilizacdo da amostra
utilizando decomposicdo pode causar erros sistematicos devido a possibilidade de

perdas por volatilizagdo dos elementos de interesse. Portanto, o desenvolvimento de



novas metodologias que néo requerem um pré-tratamento de digestdo da amostra reflete
em uma inovacao em termos de controle de qualidade nestes laboratérios.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi de desenvolver métodos de
determinacao de metais importantes em termos de toxicidade, como As, Cd, Cu, Hg e Pb
em mel, de forma que simplificassem alguns métodos em uso atualmente. Dessa forma,
essas analises podem ser feitas de forma mais rapida e com menor custo, 0 que
viabilizard& uma melhora na capacidade de avaliagdo da qualidade pelos Orgaos

competentes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos analiticos rapidos, simples e de
baixo custo que possam ser implementados em laboratérios de controle de qualidade de

alimentos e utiliza-los na quantificacdo dos contaminantes As, Cd, Cu, Hg e Pb em mel.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver métodos analiticos para determinacdo de As, Hg, Cd, Pb e Cu em
mel empregando amostragem direta na forma de suspensdo seguida de determinacao
por CVAAS, HGAAS e TS-FF-FS-AAS e andlise direta de Hg utilizando DMA.

- Otimizar um procedimento de decomposicdo para mel quando néo for possivel a
determinacao usando suspensao.

- Validar os métodos desenvolvidos usando os guias atuais.

- Aplicar os métodos desenvolvidos e validados para analise de amostras
coletadas em areas impactadas por atividades antropicas e areas nao impactadas do

estado de Minas Gerais.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ocorréncia de contaminantes inorganicos no estado de Minas Gerais

O estado de Minas Gerais apresenta grandes riquezas minerais, principalmente
na regido do Quadrilatero Ferrifero, cujos vértices sdo 0os municipios de Belo Horizonte,
Santa Barbara, Mariana e Congonhas do Campo. Essa regido € responsavel pela maior
producdo de minério de ferro no Brasil e também sdo exploradas jazidas de minérios de
manganés e outros metais, como ouro, aluminio, antiménio e cobre [11]. Essa ja histérica
e intensa atividade mineradora, embora responsavel pela importante representacdo do
estado na economia nacional e mundial, pode causar problemas ambientais expressivos,
visto que, além de promover uma extensa degradacdo fisica, libera metais e outros
compostos quimicos utilizados durante o seu beneficiamento para o ambiente, podendo
representar um prejuizo a salde humana e de outros seres vivos.

O Quadrilatero Ferrifero também ja foi a mais famosa provincia aurifera do Brasil,
abrigando minas de ouro em funcionamento desde o século XVIl e que contaminam até
hoje os sedimentos dos rios e a atmosfera com Hg. O As também tem sido detectado em
alguns depositos auriferos explorados do Quadrilatero Ferrifero desde o inicio do século
XVIII. De 1950 a 1983, estima-se que 2.300.000 toneladas de rejeitos oriundos das
mineracdes de ouro com concentracdo meédia de As de 14,5 g/kg foram lancados
diretamente nos cursos d’agua. Outra parte desses rejeitos foi acumulada em depdésitos
construidos em vales que margeiam o Ribeirdo Cardoso, na regido de Nova Lima [12].
Além da atividade de mineracdo, no passado havia uma fabrica de 6xido de As que
contribuiu para a contaminacdo dos solos nos municipios de Ouro Preto e Mariana [13,
14]. Em aguas coletadas em algumas minas auriferas subterraneas e nascentes dessa
regido, foram encontradas concentracfes de As total variando de 2 a 2980 ug/L e de
As® de 1 até 86 pg/L [15]. A contaminagao por As, observada em Ouro Preto e Mariana,
pode se repetir em outros locais do estado de Minas Gerais que apresentem contexto
geoldgico semelhante, ou seja, rochas contendo mineraliza¢cées auriferas ou a presenca
de sulfetos em rochas, solos e sedimentos [14].

Alguns estudos ja foram realizados sobre a presenca, a distribuicdo geoquimica e

a disponibilidade do Hg e do As em solos e sedimentos da regido do Quadrilatero



Ferrifero e a transferéncia desses elementos para plantas e peixes. Os resultados
mostraram que o0s dois contaminantes, liberados ou naturalmente presentes no
ambiente, tornam-se biodisponiveis e sdo acumulados por algumas espécies de peixe,
no caso do Hg, e por algumas espécies de samambaia, no caso do As [14]. Outro estudo
em area de mineracdo de ouro do Quadrilatero Ferrifero mostrou, por informacdes de
especiacdo de Hg, a ocorréncia de liberacdo natural desse metal presente na regiao [16].

Outros estudos foram conduzidos com o objetivo de investigar a presenca de As
em varios compartimentos ambientais (solo superficial, plantas, legumes, vegetais, agua,
sedimentos e urina humana) nos municipios de Santa Barbara e Nova Lima [13]. O solo
superficial foi 0 compartimento que apresentou maiores valores médios de As (61 mg/kg
em Santa Barbara e 145 mg/kg em Nova Lima). Observou-se ainda que as plantas
cultivadas em solos contaminados com As apresentaram um aumento no teor desse
elemento [12].

A contaminacdo humana por As na regido do Quadrilatero Ferrifero foi
evidenciada no estudo realizado no periodo de 1998 a 2006. Foram coletadas 1400
amostras de urina para determinacdo de As, na populacdo das cidades de Mariana,
Nova Lima e Santa Barbara, municipios do Quadrilatero Ferrifero. Os resultados
mostraram anomalias positivas (> 15 ug/L), com excecdo da cidade de Mariana, em
cerca de 43% das pessoas amostradas, sendo 3% com concentragao de 50 ug/L. Este
estudo também foi realizado em criancas de 7 a 12 anos. Entre a populacéo infantil
avaliada foram encontradas concentracdes de As entre 2 e 106 pug/L nas amostras de
urina, sendo que 22% das criancas apresentaram concentracdes superiores a 40 ugl/L,
para as quais efeitos adversos ndo podem ser excluidos [13]. Esse trabalho comprovou o
acesso do As ao ser humano, sendo que as principais vias de exposi¢cao foram: inalacao
de poeira, ingestdo de adgua nédo tratada e ingestdo de alimentos cultivados em solos

contaminados.

3.2 Contaminantes inorganicos em alimentos

A presencga de contaminantes inorganicos no solo esta relacionada as atividades
humanas e aos fatores naturais, como a localizacdo geografica do estado de Minas
Gerais, tipo de solo, seu pH, sua capacidade de troca de cations, entre outros [17]. Entre

as atividades humanas, além da exploragdo mineral, cabe destacar as atividades



agricolas e os processos industriais, que representam uma contribuicdo importante na
distribuicdo e possivel contaminacdo por metais toxicos em todo o estado.

A acumulacdo destes metais nos solos tem sido motivo de preocupacao,
principalmente quando o solo é utilizado para o cultivo de alimentos. Cada planta possuli
capacidade diferente de absorcdo e acumulacdo para cada elemento, que pode ou nao
depender da concentracdo desses elementos no meio. A capacidade de absorcdo de
cada metal para a planta vai depender do tipo de planta, idade, época do ano, tipo de
solo, temperatura e aeragao [18].

Em geral, as plantas toleram mais o excesso de um nutriente do que a sua falta.
Plantas como musgos e liquens sdo extremamente resistentes a altas concentracdes de
elementos toxicos [19]. Embora as demais plantas sejam menos resistentes, algumas
também tém acumulado esses elementos e sobrevivido em solos contaminados [18]. Um
exemplo deste fato foi o cultivo de cana-de-agclcar em locais préximos a aterros
sanitarios, que foi capaz de favorecer o acumulo dos metais Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Pb e
Zn, principalmente no caule e nas raizes [17]. Outros estudos avaliaram o cultivo de
milho em solos onde foram aplicados lodos provenientes de tratamento de esgotos. A
aplicagéo de lodo aumentou os teores de Fe, Mn, Zn e Cu no solo e nas plantas [20, 21].
Em estudos realizados em Nova Lima, plantas como alface, couve, mostarda, cenoura e
inhame, provenientes de hortas, apresentaram aumento na concentracdo de As quando
cultivadas nos solos enriquecidos com esse elemento, sem apresentar anomalias no
crescimento [12].

Existem poucos estudos sobre a composicdo mineral e a contaminacdo dos
alimentos brasileiros. As verduras, por exemplo, estdo presentes na mesa de todas as
classes sociais do pais e representam uma fonte importante de minerais para a
populacdo de baixa renda [22]. O cultivo de verduras como alface e couve nas hortas
familiares permite a aquisicdo destes alimentos a baixos custos, pois na maioria dos
casos nado ha adicao de fertilizantes inorganicos. Portanto, quando cultivadas em regides
contaminadas com metais, as possiveis fontes de metais seréo o solo, 0 ar e a agua da
regiao utilizada para irrigacdo destes alimentos.

Outro alimento suscetivel a acumulacdo de metais € o mel. Estima-se que as
abelhas podem percorrer uma area de mais de 7 km? em torno da colméia, interagindo
com o ar, a agua e o solo [23]. As abelhas voam de flor em flor, tocam as folhas, bebem
agua e seus corpos coletam particulas do ar. Dessa forma, esse alimento tem sido

reconhecido como um indicador ambiental desde 1984, quando foi publicado um trabalho



avaliando o indice dos metais no mel coletado proximo de uma rodovia [24]. Portanto, o
conhecimento do conteddo de contaminantes no mel é de interesse ndo somente para o
seu controle de qualidade, mas também como um indicador ambiental, pois a presenca
de contaminantes inorganicos pode estar relacionada com a contaminacdo do solo, ar e
agua na regido estudada [23].

O monitoramento de contaminantes inorganicos em mel comecou a ser feito
recentemente. As concentracfes de As, Cd, Cu, Pb e Hg tém sido determinadas em mel
em diversos paises, como por exemplo: Bangladesh [25], Brasil [26, 27, 28], Cro&cia [29],
Espanha [30], Franca [31], Hungria [32], india [23], Italia [33], Malasia [34], Polonia [35] e
Turquia [36], como resumido na Tabela 01. As concentracdes descritas nesses trabalhos
apresentaram uma diversidade relativamente grande, em geral, as concentracfes destes

elementos em mel decrescem na seguinte ordem: Cu > Pb > As > Cd > Hg.

Tabela 01. Concentracdes de As, Cd, Cu, Pb e Hg (ng/kg) determinados em amostras de

mel provenientes de diferentes paises.

As Cd Cu Pb Hg
Bangladesh [25] 17-20 - - - -
Brasil [26] - - - - <2,2
Brasil [27] - <6 20-170 - -
Brasil [28] 0,5-20 <1 10-700 1-31 -
Croécia [29] 4-105 1-24 36-41217 10-841 1-315
Espanha [30] 140-260 <10 340-5810 40-260 -
Franca [31] <27 <22 - <17 <12
Hungria [32] 4-13 0,8-3,3 5-445 12-163 -
india [23] - <50 1065-2800 50-710 -
Italia [33] 2-20 1-15 170-5900 28-304 <2
Malésia [34] <2 0,2-4 46-236 <5 -
Polbnia [35] 26-344 19-121 450-2430  170-1900 -
Turquia [36] - 16-69 691-9524 151-729 -

Nos estudos realizados na Croacia, destacam-se 0s elevados valores obtidos para
Hg, Cu e Pb, segundo os autores as maiores concentracoes foram obtidas nas
propriedades proximas de locais reconhecidamente poluidos, como rodovias e ferrovias

[29]. Em relacdo ao As, apenas as amostras de mel produzidas na Polénia excederam o0s



limites maximos para As nesse pais de 200 pg/kg [35]. Cabe ressaltar que em
Bangladesh ha contaminacdo da agua subterranea com As devido a geologia da regiao,
mas as concentracdes de As foram obtidas em amostras de mel importadas pelo Reino
Unido [25]. No caso do Hg, poucos estudos determinaram esse contaminante no mel.

Niveis elevados de contaminantes inorganicos, como As, Hg, Cd, Cu e Pb em
alimentos séo indesejaveis devido a sua toxicidade. Por isso, as agéncias reguladoras de
diversos paises tém estabelecimento limites maximos permitidos para contaminantes
inorganicos e outros contaminantes quimicos em alimentos como o mel. Em 1998, os
limites maximos permitidos de 1,0 mg/kg de As e 10 mg/kg de Cu em mel foram
estabelecidos no Brasil [6]. Em 2010, o programa de controle de residuos e
contaminantes do MAPA aprovou os limites maximos permitidos para As, Cd, Pb e Hg de
0,50 mg/kg em mel [8]. Em 2011, os limites de até 0,30 mg/kg para As e Pb e 0,10 mg/kg
para Cd em mel foram adotados pelo MERCOSUL e tornaram-se vigentes no Brasil [9].

A Organizacdo Mundial de Saude através da comissdo Codex Alimentarius [7] tem
estabelecido limites maximos para As em diversos alimentos como agua, 6leo e sal de
0,01 mg/kg, 0,10 mg/kg e 0,50 mg/kg, respectivamente. Para o Cd, os limites variam
desde 0,003 mg/kg em &gua até 0,50 mg/kg no sal, sendo também estabelecidos os
limites entre 0,05-0,10 mg/kg para algumas frutas e vegetais. Para o Pb, os limites
maximos variam de 0,01 mg/kg em agua até 2,00 mg/kg em sal, para frutas e vegetais
frescos, os limites variam entre 0,10-0,30 mg/kg e os enlatados podem conter até 1,00
mg/kg. Em relagdo ao Hg total, os limites maximos variam de 0,001 mg/kg em agua até
0,10 mg/kg em sal. No entanto, ndo foram estabelecidos limites maximos para esses
contaminantes em mel.

A presencga de alguns constituintes inorganicos em mel e demais alimentos pode
causar sérios danos a saude, dependendo de suas concentragcdes. Por exemplo, Fe, Zn,
Cu, Cr, Co, e Mn sao essenciais em baixas concentra¢des. Elementos como As, Cd, Pb,
Hg e Ni tém amplo espectro de toxicidade, que inclui efeitos neurotoxicos, hepatoxicos,
teratogénicos e mutagénicos, entre outros. Além disso, Cd e As também s&o
considerados carcinogénicos [37].

A exposicdo ao As, além dos efeitos carcinogénicos, também pode provocar
patologias cutaneas (hiperpigmentacdo, hiperqueratose), gastrintestinais (diarréias, com
ou sem hemorragia), cardiovasculares (arritmia, gangrena), aborto, anemia, dor de
cabeca, confusdo mental e coma [3]. Os contaminantes Hg e Pb sdo muito perigosos

guando em contato com 0 organismo humano, seja por ingestdo, absor¢cdo cutanea ou



por via aérea. As intoxicagcbes por Hg apresentam efeitos proporcionais a sua
acumulacao. Intoxicacdes leves caracterizam-se por causar anemia, anorexia, fraqueza,
depressao, dermatite, dores de cabeca, fadiga, hipertensdo, insbnia, irritabilidade,
problemas de audicdo e visdo. Intoxicacbes mais severas podem levar a inUmeros
problemas neuroldgicos e permanentes. O Pb acumula-se nos rins, no figado, no cérebro
e principalmente nos ossos. Disfuncéo renal, anemia, problemas pulmonares e paralisia
séo alguns dos efeitos que este elemento pode causar ao homem, mesmo em pequenas
guantidades [1, 2, 38].

Em raz&o da possibilidade de acumulacdo de metais em solos, no ar e na agua
em regides com alta concentracdo dos mesmos, é provavel que ocorra a contaminacgao
de alimentos produzidos nessas regides. Assim, a demanda pela avaliacdo da presenca
e concentragdo de contaminantes inorganicos em alimentos tem aumentado
significativamente. Em relacdo ao mel, a producéo do estado de Minas Gerais foi de 5,5
mil toneladas em 2011, enquanto foram produzidas cerca de 40 mil toneladas em todo
Brasil. Os Estados Unidos e os paises da Unido Européia absorvem quase 90% do mel
exportado pelo Brasil, tornando-se mais exigentes a cada dia com relagdo a seguranca
desse alimento [39]. Em marco de 2006, uma das medidas adotadas pela Unido
Européia foi o embargo as exportacbes de mel provenientes do Brasil, pois 0 governo
brasileiro ndo possuia um plano de controle de residuos. Em 2008, o comércio foi
restabelecido ap6s a comprovacdo da qualidade do produto. Nesse contexto, €
necessario o desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos de preparo,
determinacdo e quantificacdo, que sejam eficientes, seletivos e com sensibilidade
adequada para atender a legislacdo brasileira e também os limites estabelecidos em

outros paises.

3.3 Métodos de preparo da amostra e quantificacdo de contaminantes

inorganicos em alimentos

A determinacdo de metais em alimentos geralmente requer a conversao da
amostra em solucéo, que pode ser feita por um procedimento de decomposicéo térmica.
Esse procedimento pode ser realizado por via seca (carbonizagdo em bico de Binsen,
seguida de calcinacdo em mufla com temperatura variando de 400°C a 600°C,
dependendo do elemento), ou por via Umida, utilizando-se misturas com acidos e outros

reagentes oxidantes em temperaturas em torno de 100°C. O tratamento da amostra por
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via umida pode ser realizado empregando-se como fonte de aquecimento chapa
aquecedora ou bloco digestor, mas pode-se também utilizar, entre outros, um sistema de
micro-ondas com frascos fechados, que reduzem a perda por volatilizacdo de alguns
metais, como Hg, As, Cd e Pb [40].

Nos procedimentos para determinacdo de constituintes minerais em mel podem
ser empregados diferentes métodos de preparo das amostras, como: calcinacdo seguida
da dissolucdo em acidos [41-43]; via Umida em sistemas abertos, em frascos de vidro ou
teflon [31, 44-46], banho maria [47]; via imida em sistemas fechados, como forno de
micro-ondas [5, 32, 33, 48], extracdo acida assistida por radiacao ultrassénica [27, 49,
50], decomposicéo assistida por radiacdo ultravioleta [23]; e analise direta na forma de
suspensdes [32, 51, 52].

A principal vantagem da via seca é a possibilidade de digerir maior quantidade de
amostra em relacdo a via Umida, permitindo a analise de contaminantes inorganicos em
alimentos por técnicas menos sensiveis como a espectrometria de absorcdo atémica
com chama (FAAS) [41]. Entretanto, a utilizacdo de altas temperaturas pode levar a
perda de analitos mais volateis, como Hg e As [53].

Os métodos de decomposicdo que utilizam bloco digestor ou chapa aquecedora
possibilitam a destruicdo da matriz organica, mas podem causar erros sistematicos
devido a contaminacdo e/ou perdas por volatilizacdo dos elementos de interesse. A
utilizacdo do forno de micro-ondas minimiza as perdas por volatilizacdo, uma vez que os
constituintes de interesse na amostra sao solubilizados em sistema fechado. Entretanto,
o uso do forno de micro-ondas ainda n&o esté acessivel em todos os laboratorios.

Outra caracteristica do forno de micro-ondas é a sua limitacdo quanto a
guantidade de amostra utilizada. Por esse motivo, essa estratégia tem sido mais utilizada
na determinacdo de contaminantes inorganicos em alimentos por técnicas mais
sensiveis como a espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GFAAS) [25,
32] e espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [5, 28,
31, 33], sendo comum a utilizacdo de etapas de pré-concentracdo como a extracao por
ponto nuvem [26]. Apesar das espectrometrias de absor¢do e emissédo serem as técnicas
mais utilizadas nos laboratérios de controle de qualidade de alimentos, é possivel
encontrar na literatura trabalhos utilizando outras técnicas, como a ativacao neutrénica
[43], voltametria [23] e espectrometria de fluorescéncia atdbmica de raios X [54] para

determinacao de metais em mel.
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A analise direta na forma de suspensdes é uma alternativa simples, rapida e mais
econdmica que 0s processos tradicionais. Além de reduzir a contaminacéo das solucdes
pelo menor consumo de acidos, o preparo de suspensfes também reduz o tempo de
preparo da amostra e pode ser realizado a temperatura ambiente, evitando-se a perda
de analitos por volatilizacdo [55]. Neste método, as matrizes que sao sollveis ou
misciveis em agua sao dissolvidas ou diluidas e as amostras sélidas sdo finamente
moidas para preparo da suspensao. A suspensao ou solucédo estabilizada é analisada
apos um preparo minimo da amostra.

Dependendo do alimento, pode ser mais dificil manter a estabilidade da
suspensao durante o tempo requerido para sua introducdo na etapa de determinacao.
Para contornar essa limitacdo podem ser utilizados agentes estabilizadores ou agitacéo
da suspensao. Em alguns casos, o tamanho de particula da amostra também pode afetar
os resultados, devendo ser otimizado durante o desenvolvimento do método.

Na determinacdo de metais em mel, essa estratégia vem apresentando bons
resultados, pois é feita uma simples diluicdo da amostra, sendo utilizada principalmente
com as técnicas de GFAAS [32, 51, 56] e espectrometria de emissdo Gtica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) [52]. Nestes estudos, além da vantagem de diminuir
a contaminacdo da amostra devido ao menor consumo de acidos concentrados, a
analise direta de suspensdes também reduziu o tempo de preparo da amostra e, por ser
um procedimento realizado a temperatura ambiente, diminuiu as chances de perdas dos
analitos por volatilizagdo e aumentou a sensibilidade das técnicas. No entanto, a
determinacdo de As em alimentos por HGAAS geralmente apresenta melhores
resultados [57].

Dentre as técnicas espectroanaliticas, a mais utilizada nas determinacdes de As
em alimentos € a espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos
(HGAAS). Nessa técnica, o hidreto é formado através da reacdo de decomposi¢do do
borohidreto de sodio (NaBH,, estabilizado com hidréxido de sédio ou potassio) em meio
acido, segundo a equacao (1). Em seguida, o hidrogénio liberado reage com o analito
para formacao do hidreto do metal, conforme a equacgéo (2):

NaBH; + HClI + 3H,O — H3BOs; + NaCl + 8H° Q)
8H? + X™ — XHn +  Hogexcesso) (2)

Onde m pode ser ou ndo igual a n e X € o analito de interesse [58].
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Na determinacéo de As total, o As®" deve ser convertido em As®*, pois esse
possui uma cinética de geracdo de hidreto mais lenta, através da adicdo de um pré-
redutor, como Kl ou SC(NH,),, antes da etapa de geracdo do hidreto, conforme a

equacao (3) [10]:

H3:AsO, + 3I" + 2H30+ — H3AsO3 + I3 + 3H,0 (3)
O hidreto gerado, a arsina (AsH3), € volatil e entdo € arrastado por um gas inerte

(argbnio) até uma cela de atomizacdo onde ocorre sua decomposicéo (equacdes 4 e 5):
2AsH; — 2As+3H, (4)
4AsH; + O, » 4As+6H,O0 (5)

Para determinar As a cela é posicionada no caminho Optico da lampada de As,
como mostra a Figura 01 [59] e entdo € aquecida externamente com auxilio de uma
chama de ar/acetileno ou através de uma manta aquecedora para promover a

decomposicédo térmica do hidreto.

Cela de quartzo

< Caminho 6tico
Cela de
reacao Bomba
Peristaltica
Separador < Sniie— Amostra
gas-liquido
HCI
4 NaBH,
Dreno
— Arg6bnio

Controladores
de fluxo

Figura 01. Esquema de funcionamento do acessorio de geragéo de hidretos, modelo
VGA 77, da Varian (Australia).
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Ja no caso especifico do Hg, ndo ha necessidade de aguecimento da cela, pois
ele € o Unico elemento metalico que existe na forma atdbmica a temperatura ambiente,
por isso sua determinacdo por absorcdo atbmica também pode ser conduzida com a
adicdo de cloreto estanoso (SnCl,), que permite a sua reducédo a Hg®. Nesse caso, a
técnica € chamada de espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio
(CVAAS).

Dentre as principais vantagens dessa técnica cabe destacar a separacdo do
analito da matriz, pois geralmente poucos elementos sdo capazes de formar hidretos
volateis, que séo transferidos para a cela e atomizados em um ambiente mais livre de
concomitantes, evitando possiveis interferéncias. Além disso, o gerador de hidretos € um
sistema de introducdo da amostra mais eficiente do que aqueles baseados na
nebulizacdo pneumatica convencional, apresentando limites de quantificacdo ao nivel de
ug/L. Por outro lado, alguns fatores relacionados a reacdo de hidretos, como o pH, a
concentracdo dos reagentes e o0s estados de oxidag¢do do analito séo criticos. Entre suas
limitacbes podem-se ainda incluir a suscetibilidade aos interferentes na solucdo de
leitura, os quais podem afetar a geracao do vapor e sua purga da solugéo [58].

Uma técnica especifica para a determinacdo de Hg é o analisador direto de
mercuario (DMA). No DMA, as amostras sao pesadas diretamente em pequenos
recipientes de niquel ou quartzo. Esse recipiente € transportado para um forno onde a
amostra € primeiramente seca, e em seguida decomposta em um fluxo continuo de
oxigénio. Outros constituintes da amostra como Oxidos de enxofre, nitrogénio e
compostos de halogénios sdo decompostos e/ou aprisionados no catalisador e os
vapores de Hg séo coletados no amalgamador de ouro (Figura 02). Ao final, o
amalgamador € rapidamente aquecido e o Hg € desorvido e carreado pelo oxigénio para
as celas posicionadas no caminho 6tico da lampada de Hg. O Hg € entdo quantificado
utilizando espectrometria de absorcdo atdmica em 253,7 nm, como mostrado na Figura
02 [60]. O instrumento determina o conteudo de Hg e calcula a concentragéo final na

amostra.
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Figura 02. Esquema representando o funcionamento do DMA-80.

Esta técnica permite introduzir amostras liquidas ou solidas sem qualquer etapa
de diluicdo ou dissolucao e, dessa forma o limite de deteccdo pode ser até cem vezes
melhor que nas técnicas convencionais, sendo dependente diretamente da quantidade
de amostra utilizada. Em amostras que possuem altos teores de material organico, como
mel, a massa utilizada ndo devem ultrapassar 100 mg, pois pode ocorrer a geracao de
uma guantidade muito grande de gases e aumentar a pressao rapido demais dentro do
forno.

O DMA apresenta uma faixa nao linear de trabalho, de 0,1 ng até 500 ng de Hg,
obtida pela passagem do Hg por trés celas de absorcéo posicionadas no caminho 6tico
de duas lampadas de Hg. Uma desvantagem dessa técnica é o longo tempo requerido
para calibracdo do instrumento, em torno de oito horas. Apés a calibracdo, o DMA pode
ser utilizado por varios dias sem a necessidade de nova calibracéo, que geralmente deve
ser feita somente apds a substituicdo de algum componente, como o catalisador, por
exemplo.

Para extrair Hg de alimentos deve-se ter cuidado para ndo ocorrer perdas por
volatilizagdo de componentes da amostra durante as etapas de preparo e extracao.
Portanto, o DMA foi escolhido para comparagdo com a técnica de CVAAS para
determinar Hg em mel e também por apresentar boa sensibilidade.

Para determinacdo de nutrientes como calcio, magnésio, ferro e zinco em
laboratorios de controle de qualidade e seguranca alimentar, a técnica mais utilizada é a
espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS), devido a sua simplicidade,

baixo custo de operacao, robustez e boa seletividade. Contudo, para determinacdo de
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baixas concentracdes de contaminantes inorganicos, essa técnica ndo € adequada
devido a sua sensibilidade relativamente baixa. Isto é principalmente causado pela baixa
eficiéncia do nebulizador pneumético convencional e o curto tempo de permanéncia da
amostra na chama. Apesar disso, os limites de detecgédo obtidos na FAAS podem ser
melhorados aumentando a eficiéncia do transporte, da geracdo do aerossol e
prolongando o tempo de residéncia dos atomos livres do analito [61]. A utilizacdo de
tubos de quartzo sobre a chama foi um avanco nesse sentido para determinacdo de
elementos volateis como o Hg ou capazes de formar hidretos volateis, como o As.

Outra alternativa para estender a aplicacdo da FAAS para determinagdao de
elementos traco é a técnica de absorcdo atbmica com forno na chama (TS-FF-AAS),
proposta por GASPAR e BERNDT em 2000 [62]. Esta técnica consiste na introduc&o
direta da amostra na chama sem nebulizacdo, que pode ser feita utilizando-se uma
bomba peristaltica, um capilar de cerdmica e um atomizador metdlico, posicionado
diretamente sobre o queimador do FAAS (Figura 03) [63]. Isto torna possivel a
introducdo completa da amostra e também aumenta o tempo de permanéncia da
amostra na chama, melhorando assim a sensibilidade e os limites de detec¢cdo, com um

acessorio de baixo custo de aquisicao e manutencao.

Tubo atomizador

de niquel
e = Capilar de

ceramica

Queimador <

SIE>

Amostra Bomba
peristatica

Figura 03. Esquema representando o funcionamento do TS-FF-AAS.

7

O atomizador metalico mais utilizado em TS-FF-AAS é o tubo de niquel,
encaixado diretamente sobre a chama do queimador padrdo de um espectrometro de
FAAS (Figura 03). Tubos de quartzo, titdnio, ceramica e algumas ligas também s&o
utilizados [64]. A amostra é introduzida no tubo por meio de um capilar de ceramica, que

€ aquecido pela chama. A extremidade do capilar em contato com o centro do tubo de
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niquel atinge cerca de 900 °C, o que resulta em um aumento de sensibilidade para os
elementos mais volateis de até uma ordem de grandeza [65]. Dessa forma, o TS-FF-AAS
ja foi proposto com sucesso para determinacao de 17 elementos (Ag, As, Au, Bi, Cd, Cu,
Hg, In, K, Pb, Pd, Rb, Sh, Se, Te, Tl e Zn) [66].

O TS-FF-AAS tem sido aplicado na determinacdo de contaminantes em amostras
biologicas, ambientais, alimentos e medicamentos [64]. Em estudos de avaliacdo de
contaminantes em alimentos, foram estudados principalmente os elementos, Cd, Cu, Pb,
Zn e Mn em alimentos como: cerveja [65], refrigerantes [67], sucos de frutas [61, 68],
vinho [68], leite [61, 69], entre outros. Em alguns casos, ndo foi necessério realizar a
digestdo da amostra, sendo possivel obter resultados satisfatorios utilizando-se apenas
uma diluicdo com acidos [65, 68, 69]. Para garantia de menores limites de deteccéo,
algumas condicdes precisam ser otimizadas durante o desenvolvimento dos métodos,
tais como fluxo e volume de amostra, diferentes solugbes de transporte, tipo de tubo,
comprimento e quantidade de furos e altura em relagdo ao queimador, entre outros.

Mesmo apds a obtencdo das condi¢cdes otimizadas, algumas fontes de erros
podem existir num procedimento analitico desenvolvido. Portanto, para assegurar a
confiabilidade de novos métodos analiticos e garantir sua adequacao ao propdésito de

uso, um novo método deve ser submetido a um processo de validacao [70].

3.4 Validagéo

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) estabelece através da NBR
ISO/IEC 17025:2005 [71] que métodos normalizados utilizados fora dos escopos para os
quais foram concebidos, ampliados ou modificados, métodos ndo normalizados, e
métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratérios devem ser validados. Diante da
importancia da validacdo de um procedimento analitico, foram publicados nos ultimos
anos diversos guias, protocolos e artigos cientificos com recomendacdes e
procedimentos para estimativa dos diferentes parametros de desempenho da validacgéo,
também chamados de figuras de mérito.

O principal guia para validacdo de métodos de ensaios quimicos, em geral,
utilizado no Brasil € DOQ-CGCRE-008, publicado pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) [70].

No caso especifico da analise de residuos e contaminantes em alimentos, foi

publicado em 2009, pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
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guia para validacdo do Plano Nacional de Residuos e Contaminantes, padronizando os
procedimentos de validacdo de métodos analiticos e controle de qualidade interna das
analises [72]. Em 2011, um novo manual de garantia da qualidade analitica foi publicado
pelo MAPA [73].

Os parametros minimos de desempenho analitico requeridos como evidéncia
objetiva da validacdo sao: linearidade, seletividade, recuperacédo, veracidade, precisdo e
limites de deteccao e quantificacéo [70].

Linearidade é a capacidade do método de demonstrar que a resposta instrumental
obtida é proporcional a concentracdo do analito, dentro de uma faixa de concentracdo
especificada [70]. No estudo da linearidade sdo recomendados testes de premissas para
uso apropriado do meétodo dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), como,
normalidade, homoscedasticidade, independéncia, significancia da regressao e do
desvio da linearidade [72]. Os testes estatisticos aplicAveis as premissas de
normalidade, e as andlises de dados dos demais parametros foram definidos no trabalho
desenvolvido por SOUZA e colaboradores [74, 75]. Este trabalho prop6s um
procedimento detalhado para validagdo intralaboratorial de métodos quantitativos e
qualitativos aplicados em andlises de alimentos. Neste procedimento, foram definidos os
parametros de desempenho e o delineamento experimental para cada parametro da
validacdo, com determinacdo dos niveis de concentracdo dos analitos a serem
estudados, nimero de niveis e minimo de repeti¢cdes por nivel, complementando dessa
forma, o guia para validacdo do Plano Nacional de Residuos e Contaminantes [72].

A seletividade é a capacidade do método em distinguir o analito de interesse na
presenca de componentes da matriz, que podem interferir na sua determinacéo,
reduzindo ou aumentando o sinal do analito e consequentemente alterando o intercepto
(a) e ainclinacdo (B) da curva de calibracdo: Yi = BXi + a [72, 74]. Uma das formas de se
avaliar a seletividade € através do estudo do efeito de matriz, que consiste na
comparacao entre a e B de curvas de calibracdo preparadas com e sem adicdo da
amostra. Se a seletividade néo for assegurada, a linearidade, a veracidade e a precisao
estardo seriamente comprometidas [70].

A veracidade € a concordancia entre a média de um numero suficientemente
grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente
como verdadeiro, sendo expressa em porcentagem. A determinacéo da veracidade deve
ser feita por intermédio de ensaios de recuperacao utilizando-se material de referéncia

certificado. Caso este material ndo esteja disponivel, a determinacdo da recuperacao
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deve ser feita por intermédio de matriz branca fortificada. Na falta de uma matriz branca
pode-se usar uma amostra de ensaio com baixa concentracdo do analito [73]. A
veracidade é sempre expressa dentro de limites, que sdo associados a valores de
preciséo.

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra sob condicdes definidas, sendo geralmente
representada pelo desvio padréo (s) ou desvio padréo relativo (DPR), também conhecido
como coeficiente de variacdo (CV) [72]. As trés maneiras de expressa-la sdo por meio de
condicbes de repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Sendo que a
reprodutibilidade de um procedimento analitico somente pode ser estimada mediante a
participacdo de um ensaio interlaboratorial [73]. A repetibilidade é avaliada hum conjunto
de condicbes, as quais incluem medicbes repetidas do mesmo procedimento de
medicdo, 0s mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas condi¢cdes
de operacao e o mesmo local, num curto periodo de tempo [76]. O numero de replicatas
de medicdo deve expressar a rotina do laboratdrio [70]. J& na preciséo intermediaria as
medi¢bes do mesmo procedimento séo repetidas no mesmo local ao longo dum periodo
extenso de tempo, mas pode incluir outras mudancas, como novas calibracbes
operadores e sistemas de medicéo [76].

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) também sdo parametros de
desempenho requeridos durante a validacdo de métodos analiticos. De uma maneira
geral, o LD é a menor concentracdo do analito que pode ser distinguida do branco da
matriz, enquanto o LQ é a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada com
precisao e veracidade aceitaveis [77, 78]. Diversos guias, protocolos e artigos cientificos
fornecem recomendacdes e procedimentos para estimativa desses parametros. Nos
procedimentos mais empregados sdo preparadas n replicatas independentes de
amostras brancas. A média (x) e o desvio padrdo (s) sdo calculados e o LD e LQ séo
expressos como a concentracdo do analito correspondente ao valor médio do branco
mais ts. O valor de t da distribuicdo de Student é dependente do numero de replicatas e
os valores de n e t variam de acordo com o autor [70, 79]. Outro procedimento de
estimativa do LD e LQ recomenda a utilizacdo dos parametros da curva analitica e o
intervalo de confianga da regressdo [77]. O LQ neste caso é definido como a
concentracdo minima de uma substancia que pode ser medida e informada com 99 % ou
95 % de confianca. Esse procedimento tem sido menos utilizado devido a complexidade

dos célculos, mas recentemente foi publicada uma planilha que facilita a sua utilizagéo
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[80]. Finalmente, os limites também podem ser obtidos pelo método visual [74] ou ainda,
pela razdo entre o intercepto (a) e a inclinacéo (B8) da curva de calibracao [81]. Diante da
variabilidade de formas para o célculo do LD e LQ, neste trabalho os diferentes
procedimentos para calculo de LD e LQ foram aplicados e os resultados foram
analisados criticamente, relacionando-os com a veracidade e precisdo do método de
determinacao de Hg por CVAAS.

Diante do exposto, para garantir a confiabilidade dos novos procedimentos de
determinacdo de As, Cd, Cu, Hg e Pb em mel foi realizada a validagdo baseando-se
principalmente nas recomendac¢des do INMETRO [70], com complementag¢des utilizando-
se 0s guias do MAPA [72, 73] e o trabalho de doutorado desenvolvido por SOUZA e
colaboradores [74, 75].
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

As amostras de mel, no total de 35 (Tabela 02), foram compradas em
supermercados e feiras de agricultores em varias cidades do estado de Minas Gerais,
sendo algumas amostras doadas pelo Laboratério de Analise Fisico-Quimica de
Alimentos, do Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA, de forma que se obtivessem
informacgdes seguras da regido de procedéncia. As cidades de procedéncia das amostras

podem ser visualizadas no mapa do estado de Minas Gerais, apresentado na Figura 04.
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Figura 04. Alguns municipios de procedéncia das amostras de mel estudadas.
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Tabela 02. Procedéncia, data de fabricacao, florada tipica e quantidade de amostras de

mel coletadas.

Quantidade Procedéncia Fabricagao Florada
1 Acaiaca 10/ 2009 Flores silvestres
1 Alpinopolis 05 /2009 Flores silvestres
1 Bela Vista de Minas 05 /2009 Flores silvestres
1 Bom Despacho 01 /2005 Flores silvestres
1 Bom Jesus do Amparo 07 /2009 Flores silvestres
1 Brumadinho 07 /2008 Flores silvestres
2 Buritizeiro 02 /2008 Flores silvestres
1 Carmo do Paranaiba 10/ 2007 Flores silvestres
2 Claudio 12 /2009 Flores silvestres
1 Indianopolis 08 /2008 Flores silvestres
1 ltuiutaba 11 /2009 Flores silvestres
1 Jo&o Monlevade 01/2008 Flores silvestres
1 Juatuba 06 / 2008 Flores da estacao
1 Lavras 04 /2009 Flores silvestres
1 Mariana 07 /2009 Flores silvestres
1 Ouro Preto 10/ 2009 Flores silvestres
5 Paracatu 12 /2009 Flores silvestres
2 Patos de Minas 09 /2009 Flores silvestres
2 Santa Béarbara 09 /2007 Flores silvestres
1 Sédo Gongalo do Rio Abaixo 04 /2010 Flores silvestres
2 Trés Pontas 08 /2010 Flores silvestres
1 Uberlandia 06 / 2007 Flores de eucalipto
1 Uberlandia 11 /2007 Flores de laranjeira
1 Véarzea da Palma 07 / 2009 Flores de eucalipto
2 * - -

*Amostras de procedéncia desconhecida.

Algumas amostras de mel s&o industrializadas e outras s&o artesanais. As

amostras foram armazenadas a temperatura ambiente e mantidas ao abrigo de luz. Nao

houve etapa de secagem ou moagem das amostras. A Tabela 02 apresenta uma
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descricao detalhada do tipo e procedéncia das amostras de mel estudadas. Em algumas
cidades foram adquiridas mais de uma amostra de fabricantes diferentes. Além das
amostras detalhadas nesta tabela, foram recebidas duas amostras de mel apreendidas e
gue nao possuiam registro no IMA nem no MAPA e, portanto, no rétulo nao foi informada
a procedéncia, florada tipica e data de fabricacdo dos produtos.

Inicialmente, 16 amostras de mel foram analisadas por ICP-MS (item 4.6), a fim de
se verificar, independentemente da etapa de desenvolvimento dos métodos, se nelas
haviam As, Cd, Cu, Hg e Pb detectaveis. Todas as amostras apresentaram concentracao
de As, Cd e Hg abaixo do limite de quantificacao (LQ) do ICP-MS (As - 23 pg/kg e Cd -
10 pg/kg) e foi possivel quantificar Pb, e Cu, sendo obtido até 0,16 mg/kg de Pb e 1,18
mg/kg de Cu. Entretanto, nos testes iniciais de otimizacdo do método utilizando TS-FF-
FS-AAS as concentragdes de Cu e Pb obtidas nas amostras néo foram suficientes para
fornecer um sinal analitico com precisdo adequada, e portanto, uma das amostras foi
escolhida como branco e contaminada com concentracfes adequadas de As, Cd, Cu, Hg

e Pb, para o desenvolvimento das metodologias propostas.

4.2 Reagentes e materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solucdes foram
preparadas utilizando agua ultra pura (resistividade de 18,2 MQ cm), obtidas com o uso
do sistema de purificacdo (Milli-Q, Alemanha). Foram utilizados os reagentes HCI, HNOg,
H,O,, NaBH4, SnCl,, NaOH, KI e SC(NH3). (Merck, Alemanha e F. Maia gold, Brasil).
Nas analises por ICP-MS, o HNO; foi destilado utilizando-se um destilador de acidos
(Milestone Srl, Italia). Todos os materiais (tubos de centrifuga, bal6es volumétricos e
vidrarias) utilizados foram descontaminados antes do uso, através de lavagem utilizando
detergente neutro (Extran, Merck, Alemanha), enxdgue com agua de torneira, seguido de
agua destilada (destilador Biopar, Brasil) e deionizada (deionizador Permution, Brasil).
Os materiais foram deixados em um banho contendo HNO3; 10% (v/v) por no minimo 16
horas. Posteriormente, eles foram enxaguados com agua destilada e deionizada. Nas
analises por ICP-MS utilizou-se um enxague adicional com agua ultra pura obtida pelo
sistema Milli-Q. Os materiais foram secos a temperatura ambiente em bancada limpa e
protegida de poeiras.

Foram utilizados os materiais de referéncia certificados: SRM-8415 (ovo em po
integral, National Institute of Standards and Technology), IAEA-336 (liquen, International
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Atomic Energy Agency) e GBW-08301 (sedimento de rio, Institute of Environmental
Chemistry Academia Sinica) com concentracfes de Hg de 4,0 + 3,0 pg/kg, 200 + 40
po/kg e 220 + 40 pg/kg, respectivamente, durante a validagdo do método empregando
DMA.

4.3 Equipamentos utilizados

Durante o preparo das solucdes foram utilizados os seguintes equipamentos:

- Forno de micro-ondas de alta pressdo, modelo ETHOS da Milestone Srl (Italia),
localizado no Laboratério 157 do Departamento de Quimica da UFMG;

- Forno de micro-ondas de alta pressdo, modelo Multiwave 300 da Anton-Paar
(Austria), localizado no Laboratorio Nacional Agropecuéario (LANAGRO, Pedro Leopoldo
- MG).

- Destilador de &cidos, modelo MLS da Milestone Srl (Italia), localizado no
Laboratorio 157 do Departamento de Quimica da UFMG;

- Bloco digestor, modelo MA-4025 da Marconi (Brasil), localizado no Laboratério
de Quimica Agropecuéria do IMA (Contagem — MG);

- Micropipetas regulaveis de 100 a 1000 uL e 1000 a 5000 pL da HTL (Polénia) e
Gilson (Franca) foram empregadas no preparo de solugdes.

- Balancas analiticas das marcas Sartorius (Alemanha) e Mettler (Suica).

Nas etapas de quantificacdo foram utilizados os seguintes equipamentos:

- Analisador direto de mercurio, modelo DMA-80, da Milestone Srl (Italia),
localizado no Laboratério 249 do Departamento de Quimica da UFMG;

- Espectrometro de absorcdo atébmica, modelo AAnalyst™ 400, equipado com
sistema de geracao de hidretos, modelo FIAS 100, da PerkinElmer (EUA), localizado no
Laboratério 157 do Departamento de Quimica da UFMG;

- Espectrédmetro de absorcdo atdbmica com chama, modelo SpectrAA 220 e
sistema de geragdo de hidretos, modelo VGA 77, da Varian (Australia), localizado no
Laboratorio de Quimica Agropecuaria do IMA (Contagem — MG);

- Espectrdmetro de massas com plasma indutivamente acoplado, modelo 820 MS,
da Varian (Australia), localizado no LANAGRO (Pedro Leopoldo — MG).
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4.4 Preparo de solucdes padréo de As, Cd, Cu, Hg e Pb

As solugbes estoque de 1000 mg/L foram preparadas a partir da diluicdo de
padrdes de Hg (Titrisol, Merck, Alemanha), As®* (Titrisol, Merck, Alemanha), As®*" (SCP
Science, Canadd), Cu, Cd, Pb (Fixanal, Sigma-Aldrich™, Alemanha), em solucéo de
HNO3 (65% v/v, Merck, Alemanha) 1,0 % (v/v). Solu¢des contendo 1000 ug/L de Hg, As,
Cd, Cu e Pb foram preparadas a partir das solu¢cdes anteriores e foram utilizadas no
preparo das demais solucbes de trabalho. Estas solucbes foram armazenadas em

refrigerador até 0 momento da analise.

4.5 Preparo de solucao de trabalho contendo Mg, Ca, Rb, Zn, Mn, Fe, Cu, Sr, Bi,
Ba, Cr, Mo, Pb, Li, Hg, As, Cs, Co, Na, Al, V, Ni, Be, Ga, Ag, Cd, In, Ti e K para
uso em ICP-MS

Uma solugéo de trabalho contendo 1000 ng/L Ca, Fe, K e Na e 100,0 pg/L de Mg,
Rb, Zn, Mn, Cu, Sr, Bi, Ba, Cr, Mo, Pb, Li, Cs, Co, Al, V, Ni, Be, Ga, Ag, Cd, In, Ti, Hg e
As em solucédo de HNO3; (Merck) 1,0 % (v/v) foi preparada a partir da diluicdo de solucdo
estoque contendo estes elementos nas concentracées de 10 mg/L para Ca, Fe, K e Na;
1,0 mg/L de Mg, Rb, Zn, Mn, Cu, Sr, Bi, Ba, Cr, Mo, Pb, Li, Cs, Co, Al, V, Ni, Be, Ga, Ag,
Cd, In e Ti (Titrisol, Merck, Alemanha) e 1000 pg/L de As e Hg, preparada conforme
descrito no item 4.4. Esta solugcdo foi armazenada em refrigerador até o momento da

andlise.

4.6 Avaliacdo da composicdo das amostras utilizando um método de referéncia

Com o propésito de se conhecer a composicdo mineral do mel, foram
determinados os teores de 32 elementos quimicos em 16 amostras, provenientes de
diferentes regides do estado de Minas Gerais. Esse estudo foi feito para se definir melhor
guais metais sdo mais relevantes de serem estudados nessa matriz, além dos metais
considerados mais toxicos, como As e Hg. Outro objetivo foi caracterizar melhor a matriz
e buscar correlagdes entre os metais presentes.

O procedimento de decomposi¢cao das amostras foi realizado em um forno de
micro-ondas de alta pressdao, modelo ETHOS da Milestone Srl (Italia). Cerca de 0,25 g
de cada amostra foram digeridos utilizando 4,00 mL de HNO3; 65 % (v/v), 2,00 mL de
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H,0, 30 % (m/v) e 2,00 mL de agua deionizada, conforme o procedimento proposto por
MENDES e colaboradores [49], com algumas modificacbes para atender as
especificacdes do fabricante do forno de micro-ondas. O programa de aquecimento
utilizado na decomposi¢cdo das amostras de mel é apresentado na Tabela 03. Foram
feitas trés repeticdes para cada amostra. Apos a decomposicao, o digerido foi transferido
para tubos de polipropileno de 50 mL de capacidade e completou-se o volume com agua
ultra pura até 25 mL. Estas solucdes foram armazenadas em refrigerador até 0 momento

da analise.

Tabela 03. Programa de aquecimento utilizado para decomposicdo das amostras de mel

em forno de micro-ondas ETHOS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (min) Patamar (min)
1 80 5 1
2 150 3 10
3 180 2 14
4 Resfriamento - 30

A quantificacdo dos elementos foi feita utilizando o espectrometro de massas com
plasma indutivamente acoplado modelo 820 MS, da Varian (Austrélia), localizado no
Laboratério de Elementos Inorganicos do LANAGRO, em Pedro Leopoldo — MG. As
condicdes operacionais foram: poténcia do plasma: 1,50 kW; fluxo do gas do plasma:
17,00 L/min; fluxo do gas auxiliar: 1,70 L/min; fluxo de nebuliza¢éo: 1,00 L/min.

4.7 Otimizacdo do método analitico para determinacdo direta de Hg em mel

empregando a CVAAS

Os planejamentos fatoriais e composto central, entre outros, sdo ferramentas
eficientes e que permitem avaliar a influéncia de varios fatores nas respostas estudadas
utilizando-se poucos ensaios. Dessa maneira, eles foram utilizados nas etapas seguintes

de otimizacdo dos métodos.
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4.7.1 Planejamento fatorial fracionario

Para otimizar a determinacdo de Hg em mel utilizando a CVAAS sem
decomposicéo prévia da amostra foi empregado um planejamento fatorial fracionario 2**.
Nesse planejamento foram avaliados os comportamentos simultaneos de quatro fatores:
agente redutor (F1), concentracdo de acido (F2), concentracdo de amostra (F3) e
diluente (F4), todos em dois niveis, de acordo com a Tabela 04. Como as amostras de
mel disponiveis ndo apresentaram contaminagdo com Hg, elas foram contaminadas com

Hg numa concentracdo de 50 ug/L na otimizacdo do método.

Tabela 04. Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial fracionario 2** para

otimizacdo do método de determinacdo de Hg por CVAAS.

Fatores Nivel baixo (1) Nivel alto (+1)
F(1) Redutor NaBH, 0,2 % (m/v) SnCl; 1,0 % (m/v)
F(2) HCI 3,0 % (v/v) 10,0 % (v/v)
F(3) Concentracdo de amostra 1,0 % (m/v) 5,0 % (m/v)
F(4) Diluente H,0 HCI 1,0 % (v/v)

Como o experimento envolve quatro fatores com dois niveis cada, ele é do tipo 2*
! e requer oito ensaios. Em cada ensaio foram feitas duas repeticdes, totalizando 16
ensaios, que foram conduzidos em ordem aleatéria.

Estes ensaios e os ensaios do item 4.7.2 foram feitos utilizando o espectrometro
de absorcdo atémica, modelo AAnalyst™ 400, equipado com sistema de geracdo de
hidretos, modelo FIAS 100, da PerkinElmer (EUA). Foi utilizada lampada EDL da
PerkinElmer para Hg operando em condi¢cdes recomendadas. Foram utilizados 500 pL
de solucdo por analise. Argdnio (White Martins, Brasil) foi usado como gas inerte de

transporte.
4.7.2 Planejamento composto central
A partir dos resultados obtidos no planejamento fracionario foi feito o

planejamento composto central (CCD) para se obter a concentracdo 6tima dos fatores:

concentragdo do agente redutor F(1), concentracdo do &cido F(2) e concentracdo de
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amostra F(3), em amostras de mel contaminadas com Hg numa concentracdo de 50

ug/L, de acordo com a Tabela 05.

Tabela 05. Fatores e niveis estudados no planejamento CCD para otimizacdo do método

de determinacdo de Hg por CVAAS.

Fatores -1,68 - 0 + + 1,68
F(1) NaBH4 % (m/v) 0,06 0,20 0,40 0,60 0,74
F(2) HCI % (v/v) 1,32 2,00 3,00 4,00 4,68

F(3) Concentracdo de amostra % (m/v) 1,32 2,00 3,00 4,00 4,68

O ensaio correspondente ao nivel 0 para os trés fatores foi realizado em

guintuplicada, totalizando 19 ensaios.

4.7.3 Planejamento composto central empregando diluente

Com o objetivo de aumentar a massa de amostra utilizada na determinacao de Hg
em mel, foi empregado um planejamento CCD para otimizar uma nova composicdo de
diluentes combinados a diferentes concentragcdes de amostra. Os fatores estudados
foram: a concentracdo de perdxido de hidrogénio F(1), concentracdo de acido nitrico
F(2) e a concentracdo de amostra F(3), em amostras de mel contaminadas com Hg

numa concentragédo de 10 ug/L, de acordo com a Tabela 06.

Tabela 06. Fatores e niveis estudados no planejamento CCD empregando diluente para

otimizacdo do método de determinacéo de Hg por CVAAS.

Fatores -1,68 - 0 + + 1,68
F(1) H202 % (v/v) 0,64 2,00 4,00 6,00 7,36
F(2) HNO3 % (v/v) 0,64 2,00 4,00 6,00 7,36

F(3) Concentragéo de amostra % (m/v) 2,64 4,00 6,00 8,00 9,36

O ensaio correspondente ao nivel 0 para os trés fatores foi realizado em
quintuplicada, totalizando 19 ensaios.

As andlises foram feitas aproximadamente duas horas apés o preparo dessas
solucgdes, utilizando o espectrébmetro de absor¢cdo atbmica, modelo SpectrAA 220 e

sistema de geracéo de hidretos, modelo VGA 77, da Varian (Australia) com lampada de
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Hg de catodo oco da Varian, operando nas condicbes recomendadas. Foi utilizado
NaBH, 0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) como redutor e HCI 6,0 mol/L, com fluxos de

1,3 mL/min. O fluxo da amostra foi de 8,0 mL/min_Argbnio (White Martins, Brasil) foi
usado como gas inerte de transporte. Os ensaios do item 4.7.4 e a validacdo do método
(item 4.11) foram conduzidos utilizando estes equipamentos.

A troca do equipamento de geracdo do vapor frio foi necesséaria para trabalhar
com concentracbes maiores de amostra, possibilitando a obtencdo de melhores limites
de deteccdo. O VGA 77 (Varian, Australia) utiliza um sistema que possui separador gas-
liquido de vidro, ao invés de membrana, utilizada no FIAS 100 (PerkinElmer, EUA). Nas
concentracOes acima de 2,0% de amostra houve a formacao de bolhas ou espumas, que

molhavam a membrana, entupiam o sistema e podem ter causado erros nas analises.

4.7.4 Otimizacdo do tempo de contato e concentracao de HCI

Nesse estudo, optou-se por realizar um planejamento para conhecer melhor o
desempenho do método frente a alteracdes no tempo de preparo e na concentracdo de
HCI, utilizado durante a etapa geracdo do vapor frio. Foram preparadas solucdes
contendo 5,0 % (m/v) de mel, adicionadas com 10,0 pg/L de Hg. Adicionou-se H,0, e
HNO3 de forma a obter uma concentracao de 4,0 % (v/v) e 6,0 % (v/v), respectivamente.
As solucbes foram deixadas em repouso durante 2 ou 18 horas, e as medidas de Hg
foram feitas utilizando NaBH4 0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI em diferentes

concentracoes: 2,5; 3,3 e 5,0 mol/L.

Apoés as otimizacdes do método de determinacdo de Hg em mel por CVAAS, foi
feita uma validacdo do método de forma a se conhecer a seletividade, linearidade,
veracidade, precisao, limites de deteccdo e de quantificacdo, conforme descrito no item
4.11.

4.8 Otimizagdo do método de determinacdo de Hg em mel utilizando DMA

A Figura 02 mostrou um desenho esquematico do DMA-80, Milestone Srl (Italia).
O principio de funcionamento do equipamento € a queima total da amostra e retencao do
Hg liberado em um trap de ouro. Este é posteriormente aquecido e o Hg liberado, sendo
medida a absorcéo atdmica do Hg, utilizando uma lampada de Hg (253,7 nm) como fonte

de radiacao.
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Previamente as analises das amostras, foi realizada uma otimizacdo do
procedimento para comprovar o desempenho analitico do DMA visando a obtencao de
um menor tempo de andlise, para aumentar o tempo de vida do catalisador. As
condi¢cBes operacionais avaliadas foram: tempo de secagem F(1), tempo de queima F(2)
e temperatura de secagem F(3), empregando o planejamento CCD mostrado na Tabela
07. Para atingir a temperatura de secagem e de queima foram utilizadas rampas de
aquecimento de 60 s e 90 s, respectivamente, esses valores foram obtidos apoés
avaliacbes dos graficos de aquecimento do equipamento e foram adequados para
assegurar que 0 equipamento consiguisse acompanhar o grafico do programa de
aquecimento de forma estavel. ApGs cada rampa de aquecimento, os tempos de
permanéncia em cada temperatura foram avaliados conforme a Tabela 07. A
temperatura de queima foi mantida fixa em 650 °C, esse valor foi obtido apés avaliacdes
visuais dos recipientes de niquel apds a queima em temperaturas de 400 °C a 700 °C
(limite do equipamento) e possibilitou a obtencdo de cinzas claras residuais nos
recipientes, garantindo que houvesse a queima total da amostra. A calibragdo do DMA
foi feita seguindo o0 método US EPA 7473 [82]. Oxigénio (Air Products, Brasil) foi usado
como gas de transporte.

Tabela 07. Fatores e niveis estudados no planejamento CCD para otimizacdo do método

de determinacao de Hg por DMA.

Fatores - 1,68 - 0 + +1,68
F(1) Tempo de secagem (s) 10 30 60 90 110
F(2) Tempo de queima (S) 10 30 60 90 110
F(3) Temperatura de secagem (°C) 150 190 250 310 350

Previamente as analises das amostras, foi feita uma validacdo do método de
forma a se conhecer a seletividade, linearidade, veracidade, preciséo, limites de

deteccéo e de quantificagdo, conforme descrito no item 4.11.
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4.9 Otimizacdo de método analitico para determinacédo direta de As total em mel
empregando HGAAS

4.9.1 Planejamento fatorial

A determinacdo de As em mel foi otimizada utilizando HGAAS, sem etapa de
decomposicdo a quente da amostra e empregando-se, inicialmente, um planejamento
fatorial completo 2* para triagem dos fatores. Foram estudados 0s comportamentos
simultdneos de quatro fatores: concentragdo do agente redutor NaBH,; F(1),
concentracdo de acido HCI F(2), concentracdo de acido na amostra F(3) e uso de
diferentes redutores, iodeto de potassio ou tiouréia F(4) de acordo com a Tabela 08.
Para se obter um sinal adequado no sistema HGAAS, adicionou-se As®* na amostra de
mel utilizada na otimizagdo numa concentragéo de 0,50 mg/kg.

Tabela 08. Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial para otimizacdo do

método de determinagdo de As por HGAAS.

Fatores Nivel baixo (—1) Nivel alto (+1)
F(1) NaBH4 0,5 % (m/v) 1,0 % (m/v)
F(2) HCI 2,5 mol/L 5,0 mol/L
F(3) HCI (diluente) 0 1,0 mol/L
F(4) Redutor KI 1,0 % (v/v) SC(NH3)2 1,0 % (m/v)

Este experimento envolveu quatro fatores com dois niveis cada, e como é um
planejamento fatorial completo requer dezesseis ensaios. Em cada ensaio foram feitas
duas repeticOes, totalizando 32 ensaios. As amostras foram preparadas a partir da
diluicdo de 5 g para 100 mL do diluente (5,0 % m/v).

As leituras foram feitas aproximadamente duas horas apds o preparo dessas
solucdes. Estes ensaios e os demais ensaios do item 4.9 foram feitos utilizando o
espectrometro de absorcdo atdbmica, modelo SpectrAA 220 e sistema de geracdo de
hidretos, modelo VGA 77, da Varian (Australia). Como fonte de radiacdo foi utilizada
lampada de As de catodo oco da Varian, operando nas condi¢cdes recomendadas pelo
fabricante. O redutor e o 4cido foram inseridos no sistema com fluxos de 1,3 mL/min. O
fluxo da amostra foi de 8,0 mL/min. Argbnio (White Martins, Brasil) foi usado como gas
inerte de transporte.
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4.9.2 Planejamento composto central

Nesta etapa foi feito o planejamento CCD (Tabela 09) para otimizacdo da
concentracdo dos fatores: concentracdo de acido na amostra F(1), concentracéo do pré-
redutor F(2) e concentracdo do agente redutor NaBH,; F(3), selecionados apds o
planejamento fatorial (item 4.9.1). Amostra de mel contaminada com uma concentragcao
de 0,50 mg/kg de As®* também foi utilizada neste estudo. O ensaio correspondente ao
nivel O para os trés fatores foi realizado em quintuplicada, requerendo 19 ensaios no
total. As amostras foram preparadas a partir da diluicdo de 5 g para 100 mL do diluente
(5,0 % m/v).

Tabela 09. Fatores e niveis estudados no planejamento CCD para otimizacdo do método
de determinacao de As por HGAAS.

Fatores -1,68 - 0 + +1,68
F(1) HCI (diluente) mol/L 0,16 0,50 1,00 1,50 1,84
F(2) SC(NH2)2 % (m/v) 0,20 0,40 0,70 1,00 1,20
F(3) NaBH4 % (m/v) 0,20 0,40 0,70 1,00 1,20

4.9.3 Otimizacdo da proporcdo de amostra e tempo de contato

Solugdes contendo 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 % (m/v) de mel foram contaminadas
com 20,0 ug/L de As®*. Adicionou-se HCl de forma a se obter uma solu¢do com
concentracéao final de 1,3 mol/L e SC(NHy), 1,0 % (m/v). Apds duas horas, as solucdes
foram analisadas utilizando HGAAS. As medidas foram feitas utilizando como redutor,
NaBH,; 0,85 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI 2,5 mol/L. A solucédo contendo 2,0 %
(m/v) de mel foi analisada nas mesmas condi¢fes, apos quatro horas de repouso. Os
ensaios foram conduzidos em triplicata.

Previamente as andlises das amostras, foi feita uma validacdo do método de
analise direta de As, de forma a se conhecer a seletividade, linearidade, veracidade,

precisao, limites de deteccéo e de quantificacdo, conforme descrito no item 4.11.
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4.10 Otimizacdo de meétodo analitico para determinacdo Cd, Cu e Pb em mel
empregando TS-FF-FS-AAS

Para otimizacdo dos métodos de determinacdo de Cd, Cu e Pb em amostras de
mel, foram estudados inicialmente os efeitos do comprimento do tubo de niquel e a
guantidade de furos, fluxo da amostra e o modo de aquisicdo de sinal. Em seguida,
foram estudados os efeitos dos fatores tempo e temperatura de extracdo e o uso dos
reagentes acido nitrico, acido cloridrico e peroxido de hidrogénio, utilizando-se
planejamentos fatoriais e CCD, descritos no item 4.10.5.

A otimizacdo e a validacdo foram feitas utilizando o espectrobmetro de absorcao

atdémica com chama, modelo SpectrAA 220 (Varian, Australia) mostrado na Figura 05,
gue permite a aquisicdo de sinal dos elementos Cd, Cu e Pb de maneira sequencial
rapida, o que € vantajoso em termos de menor tempo de andlise e consequentemente
um menor consumo do gas acetileno em relacdo aos demais equipamentos, que

realizam a leitura de cada elemento separadamente.

Chama
de N ] LCO de
Tubo de Ni g oy
Suporte met;élikc‘é‘” 3 " & Pb

Queinjado\rx =

Capilarde

ceramica y g

Tubos para transporte da amostra Bomba peristaltica

Figura 05. Suporte metéalico contendo o tubo de niquel e capilar de ceramica, aquecidos
pela chama composta por ar e acetileno (a esquerda). E foto geral do equipamento de
absorcdo atdbmica com chama (SpectrAA 220, Varian), no qual a amostra é transportada
em um tubo de policloreto de vinila com auxilio de um bomba peristaltica do sistema de
geracédo de hidretos (VGA 77, Varian) e analisada de forma sequencial com o auxilio das
lampadas de catodo oco (LCO) de Cd, Cu e Pb (a direita).
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Os tubos de niquel foram posicionados a 0,5 cm de altura em relacdo a chama do
gueimador com o auxilio do mesmo suporte metalico utilizado para apoio das celas de
quartzo nas andlises por HGAAS, apo0s adaptacdo (Figura 05). O tubo de niquel foi
posicionado na chama somente apds o acendimento da mesma, para evitar explosdes
gue podem ocorrer conforme descrito na literatura [63]. As solucdes foram transportadas
até o tubo de niquel com auxilio da bomba peristaltica do sistema de geracdo de
hidretos, modelo VGA 77 (Varian). As solu¢des foram conduzidas através de tubos
flexiveis de cloreto de polivinila com travas amarelo/laranja de didmetro interno de 0,5
mm, acoplado em um capilar de ceramica de 10 cm de comprimento, de 0,5 mm de
diametro interno e 2,0 mm de diametro externo. O final do capilar de ceramica foi
cuidadosamente inserido no tubo de niquel apés o acendimento da chama. Foram
utilizadas lampadas de catodo oco de Cd, Cu e Pb operando nas condi¢cdes
recomendadas pelo fabricante. Foi utilizada chama composta por ar e acetileno, com

fluxos de 12,0 L/min e de 2,2 mL/min.

4.10.1 Avaliacdo do comprimento do tubo de niquel e da quantidade de furos na

resposta instrumental

Neste estudo, brancos e solugbdes contendo Cd (10,0 pg/L), Pb (100 ug/L) e Cu
(100 pg/L), foram preparadas em meio acido, com HNO; (10° mol/L), em triplicata, e
foram utilizados para avaliar a resposta instrumental obtida por tubos de niquel com as
seguintes especificacoes:

- 10 cm de comprimento com 6 furos,

- 10 cm de comprimento com 10 furos,

- 10 cm de comprimento e chanfrado,

- 6 cm de comprimento com 6 furos.

A aquisicao de sinal foi feita de forma sequencial no modo integracéo, utilizando
um tempo de leitura por elemento de 1 s e fluxo das solu¢des padrao de 0,6 mL/min. As
leituras por TS-FF-FS-AAS foram feitas utilizando-se os tubos de niquel com os furos
posicionados para baixo, de forma que a chama penetrasse dentro do tubo. Em seguida,
os tubos foram invertidos, ou seja, os furos foram posicionados para cima, com a chama

envolvendo o tubo na parte exterior sem penetrar internamente.
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4.10.2 Avaliacao do fluxo de amostragem naresposta instrumental

Para avaliar o efeito do fluxo na resposta instrumental foram preparadas solucdes
contendo Cd (10,0 pg/L), Pb (100 pg/L) e Cu (100 pg/L). Foram avaliados os fluxos de:
0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mL/min. As leituras foram feitas no TS-FF-FS-AAS utilizando-se os
tubos de niquel de 10 cm de comprimento com 6 furos posicionados para baixo,

utilizando um tempo de leitura por elemento de 1 s e triplicata de leitura.
4.10.3 Avaliacdo do modo de aquisi¢cao de sinal

Solugdes padréao contendo Cd (10,0 pg/L), Pb (100 pg/L) e Cu (100 ug/L),
preparadas com HNO; (10 mol/L) foram lidas utilizando um tubo de niquel com 10 cm
de comprimento e 6 furos, nos modos: altura de pico, integracdo e area de pico, com

aquisicao de sinal por 3 s.

4.10.4 Estimativa do LD para utilizacdo do TS-FF-FS-AAS nas determinagdes de Cd,
Cu e Pb em mel

Nesta etapa, foi preparada uma curva de calibracdo (em triplicata) contendo HNO;
(10" mol/L), Cd nas concentracdes de: 0,05; 0,10; 0,25 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 pg/L, Cu
e Pb nas concentracdes de: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pg/L, com o
propdésito de estimar o limite de deteccao e verificar a adequac¢édo do uso da técnica TS-
FF-FS-AAS em atendimento aos limites estabelecidos pelas legislacdes vigentes [6, 9]
para Cd, Cu e Pb em mel. As leituras das curvas de calibracdo foram feitas utilizando a
integracao de area por 3 s.

4.10.5 Planejamento fatorial

Inicialmente, para otimizacdo do procedimento de abertura da amostra para
determinacao sequencial de Cd, Cu e Pb em mel, foi utilizado um planejamento fatorial
2% para triagem dos fatores: tempo e temperatura de extracdo e o uso dos reagentes
acido nitrico, acido cloridrico e peréxido de hidrogénio. Em seguida, foi realizado um
planejamento CCD para obtencéo das condi¢Ges 6timas de analise (item 4.10.6).
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O planejamento fatorial 2* foi conduzido para estudar o efeito de quatro fatores:
F(1) acidos (HNO3z e HCI), F(2) volume de H,0,, F(3) tempo e F(4) temperatura de
extracdo, de acordo com a Tabela 10. Pesou-se 1,00 g de amostra de mel contaminada
com 10,0 mg/kg de Cu, 0,10 mg/kg de Cd e 0,30 mg/kg de Pb para tubos de vidro com
dimensdes de 25 mm de diametro por 250 mm de comprimento. Adicionou-se 2,0 mL de
HNO3; ou 1,5 mL de HNO3; mais 0,5 mL de HCI, conforme a Tabela 10. Ajustou-se a
temperatura do bloco para 70 °C. Ao atingir essa temperatura os tubos foram mantidos
em aquecimento por cerca de 5 minutos e com agitacdo manual para solubilizar a
amostra nos acidos, evitando-se reac¢des violentas que podem ocorrer com um aumento
rapido de temperatura. Em seguida, as solugdes foram aquecidas a 80 °C ou 130 °C,
durante 10 ou 30 minutos, utilizando-se um bloco digestor modelo MA 4025, Marconi
(Brasil). Ap6s a metade deste tempo, foi feita a adicdo ou ndo de 1,00 mL de H,O,,
conforme a Tabela 10. Ao final, os tubos foram esfriados até atingir a temperatura do
ambiente e os digeridos foram transferidos para frascos de polipropileno de 50 mL de
capacidade. Completou-se o volume com agua ultra pura até 50 mL. Estas solucdes
foram armazenadas em refrigerador até o momento da analise.

As andlises foram feitas por TS-FF-FS-AAS utilizando-se tubo de niquel com 6
furos. A aquisicao de sinal foi feita utilizado a integracao de area de pico durante 3 s para

Cd e Cu e 6 s para o Pb e fluxo das solu¢des de 0,6 mL/min.

Tabela 10. Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial 2* para otimizacdo do
meétodo de determinacdo de Cd, Cu e Pb por TS-FF-FS-AAS.

Fatores Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
F(1) Acido (mL) HNO; (2,0 mL) HNO3 (1,5 mL) + HCI (0,5 mL)
F(2) Volume de H,0, (mL) 0 1
F(3) Tempo (min) 10 30
F(4) Temperatura (°C) 80 130

4.10.6 Planejamento composto central

Neste estudo foi realizado um planejamento CCD para otimizar a proporgéo entre
0s reagentes acido nitrico e peroxido de hidrogénio F(1), utilizados em diferentes tempos
F(2) e temperaturas F(3) de extracdo, como apresentado na Tabela 11. A amostra de

mel contaminada com 10,0 mg/kg de Cu, 0,10 mg/kg de Cd e 0,30 mg/kg de Pb também
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foi utilizada neste estudo. Os ensaios foram conduzidos utilizando o procedimento
descrito no item 4.10.5, mantendo uma diluicdo final de 1,00 g de amostra para 50,0 mL
do diluente (2,0 % m/v). O ensaio correspondente ao nivel 0 para os trés fatores foi
realizado em quintuplicada, requerendo 19 ensaios no total.

Tabela 11. Fatores e niveis estudados no planejamento CCD para otimizacdo do método
de determinacédo de Cd, Cu e Pb por TS-FF-FS-AAS.

Fatores -1,68 -1 0 +1 +1,68
F(1) HNO3z+ H,O,(mL) 2,0+0,0 20+0,5 20+1,0 20+15 20+1,8
F(2) Tempo (min) 5 15 30 45 55
F(3) Temperatura (°C) 76,5 90 110 130 143,5

4.11 Validacdo dos métodos analiticos

As validacdes dos métodos foram feitas baseando-se nas recomendacdes do
INMETRO [70], MAPA [72, 73] e trabalhos cientificos recentes de SOUZA e
colaboradores [74, 75]. Os parametros de desempenho analitico estudados foram:
linearidade, seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e
veracidade. O processo de validagédo foi conduzido através de ensaios com solucdes
padrdo, materiais de referéncia certificados, amostras de mel brancas e adicionadas de
padréo.

Para a determinacdo de Hg em mel utilizando a técnica de CVAAS, descrita no
item 4.7, validou-se o método otimizado: preparo de solugcdo contendo 5,0 % (m/v) de
mel, 4,0 % (v/v) de H,O, e 6,0 % (v/v) de HNO3;. As solugcdes podem ser deixadas em
repouso por até 18 horas, e as medidas de Hg devem ser feitas utilizando como redutor,
NaBH, 0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI 6,0 mol/L. O método de determinagdo

de Hg em mel empregando DMA descrito no item 4.8 e resumido na Tabela 24 (pag. 63)
também foi validado.

Para a determinagdo de As em mel utilizando a técnica de HGAAS, descrita no
item 4.9, o método otimizado e validado foi: preparo de solugéo contendo 5,0 % (m/v) de
mel, 1,3 mol/L de HCIl e 1,0 % (m/v) de SC(NH,),. As solucdes podem ser deixadas em
repouso por até 4 horas apdos o preparo, e as medidas de As devem ser feitas utilizando
como redutor, NaBH, 0,85 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI 2,5 mol/L.
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Para a determinacdo de Cd, Cu e Pb em amostras de mel por TS-FF-AAS, cujo
desenvolvimento foi descrito no item 4.10, o método otimizado foi: pesar 1,00 g de
amostra diretamente para tubos de vidro, adicionar 2,0 mL de HNO3; e levar ao
aquecimento utilizando-se um bloco digestor modelo MA 4025 da Marconi (Brasil). Os
tubos devem ser colocados no bloco digestor, que deve estar a temperatura ambiente.
Ajustar a temperatura do bloco para 70 °C. Ao atingir essa temperatura, manter os tubos
em aquecimento por 5 minutos e com agitacdo manual. Em seguida, elevar a
temperatura a 128 + 5 °C e manter o aquecimento durante 15 minutos. Adicionar 1,0 mL
de H,O, e continuar a digestdo da amostra por mais 15 minutos, mantendo-se a
temperatura em 128 + 5 °C. Ao final, os tubos devem ser esfriados até atingir a
temperatura do ambiente e os digeridos transferidos para frascos de polipropileno de 50
mL de capacidade, utilizando-se agua ultra pura para completar o volume. As anélises
devem ser feitas por TS-FF-FS-AAS utilizando-se tubo de niquel com 6 furos e 10 cm de
comprimento. A aquisicdo de sinal deve ser feita utilizado a integracdo de area de pico
durante 3 s para Cd e Cu e 6 s para o Pb e fluxo das soluc¢des de 0,6 mL/min.

4.11.1 Seletividade e linearidade

A seletividade foi avaliada em termos de efeito de matriz, através do preparo de
trés curvas de calibracdo: uma curva contendo apenas o analito e os reagentes, e duas
curvas contendo amostra de mel com adicdo do analito e reagentes adequados. As
amostras de mel utilizadas neste estudo eram provenientes de cidades diferentes e com
caracteristicas visuais bem distintas. As trés curvas foram preparadas em triplicatas
independentes. A linearidade de resposta do detector foi determinada nas trés curvas de
calibracao, utilizando-se o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO).

As solucbes foram preparadas e medidas de acordo com os procedimentos
otimizados, descritos no item 4.11 e contendo separadamente de 0,0 ug/L a 100,0 ug/L
de Hg e de 0,0 pg/L a 40,0 pg/L de As®*, utilizando a técnica HGAAS. Na determinacéo
de Hg empregando o DMA foram preparadas curvas contendo de 0,0 pug/kg a 50,0 pg/kg
de amostra. Para determinacéo de Cd, Cu e Pb em mel utilizando TS-FF-FS-AAS foram
preparadas curvas contendo Cd, Cu e Pb em concentragdes de 0,0 pug/L a 5,0 ug/L; 0,0
Mg/l a 230,0 pg/L e 0,0 ug/L a 30,0 ug/L, respectivamente.

Apd6s as medidas, as curvas analiticas foram construidas e o tratamento
estatistico dos dados foi feito utilizando as planilhas do programa Excel da Microsoft
Office (2003).
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4.11.2 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Existem diferentes protocolos para estimar o LD e LQ, mas nem sempre 0s
mesmos resultados sdo obtidos. Diante dessa variabilidade de formas, os diferentes
procedimentos para calculo de LD e LQ, descritos no item 3.4, foram aplicados ao
meétodo de determinacdo de Hg em mel por CVAAS e os resultados foram analisados
criticamente, relacionando-os com a veracidade e precisdo do método, permitindo
selecionar o procedimento de estimativa desses limites que fosse mais adequado. Apds
a avaliacdo das metodologias de estimativa do LD e LQ, discutidas no item 5.2.6.2,
optou-se por realizar uma estimativa inicial dos limites pelos procedimentos propostos
pelo INMETRO [70] e/ou RIBEIRO [80], seguida da avaliacdo da porcentagem de
recuperacéo e desvio padréo conforme o procedimento proposto por SOUZA [74]. Foram
preparados dez brancos de amostras e trés curvas analiticas para cada método, em
concentracfes de: 2,5 pg/L a 75,0 ug/L de Hg (CVAAS), de 1,0 pug/kg a 50,0 pg/kg de Hg
para determinacdo de Hg empregando o DMA, de 1,0 pg/L a 40,0 ug/L de As>", de 0,010
mg/kg a 0,250 mg/kg para Cd, 4,00 mg/kg a 11,50 mg/kg para Cu e 0,25 mg/kg e 1,50
mg/kg para Pb. Foram comparadas a veracidade e a precisdo obtidas em ensaios de
adicdo e recuperacdo nos diferentes niveis de concentracdo: 30 e 60 ug/kg de Hg
(CVAAS), 1,0 e 2,5 ug/kg de Hg (DMA), 20 e 40 pg/kg de As®* e 20 e 40 ug/kg de As®
(HGAAS), 0,010 e 0,025 mg/kg de Cd, 1,0 e 4,0 mg/kg de Cu, 0,10 e 0,25 mg/kg de Pb
(TS-FF-AAS). As medidas foram realizadas utilizando as condi¢cdes descritas no item
4.11.

4.11.3 Veracidade e preciséo

A veracidade e a precisdo dos métodos de determinagdo de Hg e As em mel
utilizando a CVAAS e HGAAS, respectivamente, foram determinadas preparando-se
solugdes contendo 5,0 % (m/v) de mel adicionadas de Hg (0,50 e 1,00 mg/kg) e 5,0 %
(m/v) de mel adicionadas de As®* e As® (0,30 e 0,50 mg/kg), num total de seis
repeticdes. Em outro dia, as solugbes contendo Hg (1,00 mg/kg), As®* e As® (0,30 e 0,50
mg/kg) foram preparadas novamente para avaliacdo da precisédo intermediaria. O Hg e o
As foram determinados seguindo o método otimizado, descrito no item 4.11.

A veracidade da determinacdo de Hg em mel empregando DMA foi avaliada

através da andlise de materiais de referéncia certificados SRM-8415 (ovo em po integral,
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National Institute of Standards and Technology), IAEA-336 (liquen, International Atomic
Energy Agency) e GBW-08301 (sedimento de rio, Institute of Environmental Chemistry
Academia Sinica). Adicionalmente, a veracidade e a precisdo, sob condicdes de
repetibilidade e precisdo intermediaria, foram avaliadas através da analise de Hg em
amostras de mel apos a adicédo de 10 e 50 pg/kg de Hg.

A veracidade e a precisdo do método de determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel
utilizando TS-FF-FS-AAS foram determinadas preparando-se solucdes contendo 2,0 %
(m/v) de mel e adicdo de Cd, Cu e Pb nas concentra¢cdes de 0,010 mg/kg a 0,250 mg/kg
para Cd, 1,00 mg/kg a 11,50 mg/kg para Cu e 0,10 mg/kg e 1,50 mg/kg para Pb e
submetidas aos procedimento de preparo descrito no item 4.11, num total de seis
repeticdes. Em outro dia, solu¢cbes contendo 0,10 mg/kg de Cd, 10,0 mg/kg de Cu e 0,50
mg/kg de Pb foram preparadas novamente para avaliacao da precisdo intermediaria.

Além da avaliacdo da veracidade através de ensaios de adicao e recuperacao, foi
realizada a determinagéo de As, Cd, Cu e Pb nas amostras de mel estudadas (Tabela
02), como descrito no item 4.11. Os resultados obtidos com os novos métodos foram
comparados com os resultados obtidos através da analise utilizando um método de
referéncia.

A andlise utilizando um método de referéncia foi dividida em duas etapas. A
primeira etapa foi descrita no item 4.6 e também foi conduzida para verificar se alguma
das 16 amostras inicialmente coletadas possuiam As, Cd, Cu, Hg ou Pb. Na segunda
etapa, as demais amostras foram analisadas utilizando o procedimento validado pelo
Laboratorio de Elementos Inorganicos do LANAGRO (Pedro Leopoldo - MG), que
consistiu em: pesar cerca de 0,30 g de amostra, que foram digeridos com 6,0 mL de
HNO; (150 mL/L) utilizando um forno de micro-ondas (Multiwave 300, Anton-Paar,
Austria), equipado com frascos de quartzo e sensor de temperatura. O programa de
aquecimento utilizado na decomposicdo das amostras de mel € apresentado na Tabela
12. Em seguida, os digeridos foram transferidos para frascos de polipropileno e diluidos
até completar 15,0 mL com agua ultra pura. A quantificacdo dos elementos foi feita
utilizando o espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado, modelo 820
MS (Varian, Australia). As condi¢gbes operacionais foram: poténcia do plasma: 1,50 kW,
fluxo do gas do plasma: 17,00 L/min, fluxo do gas auxiliar: 1,70 L/min, fluxo de

nebuliza¢do: 1,00 L/min e itrio como padréo interno.
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Tabela 12. Programa de aquecimento utilizado para decomposicdo das amostras de mel

em forno de micro-ondas Anton-Paar.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Patamar (min)
1 1000 10 5
2 900 15 -
3 700 15 -
4 Resfriamento 15 -

4.12 Determinacgéo de As, Cd, Cu, Hg e Pb nas amostras de mel

Os contaminantes As, Cd, Cu, Hg e Pb foram determinados em todas as amostras
de mel descritas no item 4.1 (Tabela 02). O Hg e As foram determinados utilizando os
métodos otimizados por CVAAS e HGAAS, respectivamente, descritos no item 4.11. O
Hg também foi determinado utilizando o DMA e as medidas foram feitas utilizando até
100 mg de amostra. No DMA, o Hg foi determinado empregando o programa de
aquecimento otimizado descrito na Tabela 24 (pag. 63). Os contaminantes, Cd, Cu e Pb
foram determinados utilizando os métodos otimizados por TS-FF-FS-AAS, descritos no

item 4.11. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.

41



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da composicao das amostras utilizando um método de referéncia

Trinta e dois elementos (Mg, Ca, Rb, Zn, Mn, Fe, Cu, Sr, Bi, Ba, Cr, Mo, Pb, Li,
Hg, As, Cs, Co, Se, Sn, Sh, Na, Al, V, Ni, Be, Ga, Ag, Cd, In, Ti e K) foram determinados
em 16 amostras de mel, coletadas em diversas regides do estado de Minas Gerais, no
periodo de janeiro de 2005 a julho de 2009 (Tabelas 13 e 14). Este estudo foi conduzido
com o proposito de se conhecer a composi¢cdo mineral do mel e também verificar a
presenca e a concentracdo dos possiveis elementos toxicos que predominam na regiao
estudada. Além disso, esse estudo permitiu correlacionar a presenca e concentracao de
um determinado elemento com a possibilidade de atuar como interferente nas proximas
etapas do processo de desenvolvimento dos diferentes métodos analiticos.

Foi utilizado o procedimento de decomposi¢cdo por via Umida empregando como
oxidantes o acido nitrico e o peroxido de hidrogénio em um forno de micro-ondas com
cavidade, conforme o procedimento descrito no item 4.6. Esse procedimento foi
escolhido por ser realizado em frasco fechado, garantindo que ndo houvesse perdas por
volatilizacdo dos elementos estudados. A técnica de ICP-MS foi selecionada por
apresentar baixos limites de deteccdo e possibilitar a determinacdo simultanea e rapida
dos elementos estudados.

As determinacdes de Se, Sn e Sb foram feitas no modo semi quantitativo, ou seja,
utilizando a calibrac@o de fabrica do instrumento. Para o Se, as leituras das amostras,
em contagens por segundo, nao diferiram das leituras do branco, com 95 % de
confiancga, pelo teste t de Student. Apesar das leituras do Sn e Sb terem sido superiores
as leituras dos brancos, os resultados ndo foram conclusivos em fungdo da grande
variacdo dos resultados meédios para cada amostra e elevados desvios padrdo. As
demais determinagOes foram feitas utilizando calibragdo externa. Para Ca, Fe, K e Na
foram preparadas curvas de calibragdo nas concentragdes de 0,0; 25,0; 50,0; 75,0 e
100,0 ng/L que correspondem a 0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mg/kg destes elementos na
amostra. Para Mg, Rb, Zn, Mn, Cu, Sr, Bi, Ba, Cr, Mo, Pb, Li, Hg, As, Cs, Co, Al, V, Ni,
Be, Ga, Ag, Cd, In e Ti foram preparadas curvas de calibracdo nas concentracfes de
0,0; 2,5;5,0; 7,5 e 10,0 ug/L, correspondendo a 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg/kg de mel.
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As tabelas 13 e 14 mostram os resultados obtidos nas determinacdes de Mg, Ca,
Rb, Zn, Mn, Fe, Cu, Sr e Bi (Tabela 13) e Ba, Cr, Mo, Pb, Li, Cd, As, Cs e Co (Tabela
14). Os ensaios foram conduzidos em triplicata, permitindo estimar o desvio padrdo em
cada amostra. A quantificacdo dos elementos Al, Hg, V e Ni foi feita, entretanto, os
resultados ndo foram conclusivos devido ao elevado desvio padrdo entre as replicatas de
cada amostra. Para Na e K as leituras das amostras foram superiores a faixa de trabalho
do equipamento e para Be, Ga, Ag, In e Ti, as leituras de cada amostra nao diferiram das
leituras do branco, com 95 % de confianca, pelo teste t.

Além do Na e K, os minerais encontrados em maiores concentracdes foram Ca,
Mg e Rb (Tabela 13), com teores variando de 4,0 a 24,7 mg/kg, para o Ca; de 9,8 a
131,3 mg/kg para o Mg e 150,8 a 2768,3 mg/kg para o Rb. Os resultados obtidos para o
Ca sao semelhantes aos valores obtidos por BARONI e colaboradores [41], enquanto 0s
valores obtidos para o Mg foram até dez vezes maiores. Os valores encontrados para o
Rb sdo proximos aos valores encontrados por HERNANDEZ e colaboradores [83].

Zinco, Mn, Fe, Cu, Sr e Bi (Tabela 13) e Ba, Cr e Pb (Tabela 14) foram
encontrados em concentracdes intermediarias, variando de 959,1 a 8879,1 pg/kg para o
Zn; 386,0 a 5900,0 pg/kg para o Mn; 158,5 a 1535,5 pg/kg para o Fe; 112,0 a 1184,6
pg/kg para o Cu; 73,2 a 779,0 ug/kg para o Sr; 239,7 a 1087,6 pg/kg para o Bi; 75,0 a
891,8 ug/kg para o Ba; 145,2 a 716,0 ug/kg para o Cr e até 164,3 ug/kg para o Pb. Os
resultados obtidos para Zn, Mn, Cu, Sr e Ba sdo semelhantes aos valores obtidos por
FERNANDES-TORRES e colaboradores [46] em mel produzido na Espanha. Os niveis
de Fe e Cu séo similares aos valores obtidos por MADEJCZYK & BARALKIEWICZ [4], os
guais observaram que em amostras de coloracdo escura foram encontrados 0s maiores
teores de Cu. Esta observacdo ndo se aplicou as amostras estudadas neste trabalho.

Em todas as amostras, as concentracbes de Mo, Li, As, Cd, Cs e Co foram
inferiores a 100,0 pg/kg, variando de 46,5 a 88,7 pug/kg para Mo; 29,3 a 85,5 ug/kg para
Li; < 10 pg/kg para Cd; < 23 ug/kg para As; 10,0 a 42,7 ug/kg para Cs e 6,4 a 10,7 ug/kg
para Co.

Todas as amostras estudadas apresentaram concentracdo de As e Cu abaixo dos
limites estabelecidos pela legislacdo brasileira, de 1,0 mg/kg e 10,0 mg/kg,
respectivamente [6]. Em 2009, quando este estudo foi desenvolvido, apesar do Brasil
nao ter estabelecido limites para os metais Hg e Pb em mel, a presenca destes
contaminantes em algumas amostras estudadas sugeriu a necessidade de um estudo

maior contemplando também estes elementos. Portanto, optou-se por desenvolver
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meétodos analiticos para extracdo e quantificacdo de contaminantes em mel que ja
possuem um limite estabelecido (As e Cu), e para Hg e Pb, que apresentam alta
toxicidade e concentracdes significativas, segundo as analises realizadas por ICP-MS.
Em 2011, o MERCOSUL adotou um limite de até 0,30 mg/kg para As e Pb e
também de até 0,10 mg/kg para Cd em mel [9]. Estes valores também estdo vigentes no
Brasil, pais membro do MERCOSUL. Dessa forma, tornou-se necessario o

desenvolvimento de métodos para determinar também o Cd em mel.

5.2 Otimizacdo de método analitico para determinacdo direta de Hg em mel
empregando CVAAS

A técnica CVAAS foi escolhida por apresentar bom desempenho, baixo custo e
simplicidade de uso. Entretanto, para analise direta de amostras, as condicdes
experimentais, como a concentracdo de HCIl e a escolha do redutor e sua concentragao
devem ser avaliados para se chegar a maxima sensibilidade e adequadas veracidade e
precisdo. Os redutores NaBH, e SnCl, foram escolhidos por serem tradicionalmente
usados com sucesso nas varias aplicacdes de determinacdo de Hg em diversas
amostras, e as concentracdes escolhidas, 0,2 % (m/v) e 1,0 % (m/v), respectivamente,
sdo as recomendadas pelo fabricante do VGA 77 (Varian). A concentracdo do &cido
cloridrico utilizado como nivel alto no planejamento (10 % v/v) também foi a
recomendada pelo fabricante e o valor de 3 % (v/v) (nivel baixo) foi escolhido neste
estudo numa tentativa de se obter respostas satisfatérias com um consumo menor deste
reagente.

Outro fator critico € o preparo da solugdo contendo a amostra, no qual podem
surgir algumas dificuldades de geracdo do vapor frio, relacionadas a concentracdo da
amostra, ao pH e a viscosidade, que podem levar a formacao de espumas. Portanto, no
desenvolvimento do método analitico estes fatores precisam ser avaliados, de forma a
garantir gue o0 novo método seja robusto, exato, preciso e adequado ao propdsito de uso.
Os planejamentos fatoriais e composto central foram escolhidos por permitir com poucos
ensaios, avaliar quantitativamente a influéncia desses fatores sobre a porcentagem de
recuperacéo do Hg e sobre a resposta instrumental e ainda suas possiveis interacoes.

A andlise quantitativa foi realizada apés a construgéo de curvas de calibragdo em
unidades de absorvancia versus a concentracdo de Hg. As equacdes das curvas foram

estimadas pelo MMQO e utilizadas para célculo da concentracédo de Hg nas amostras.
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5.2.1 Planejamento fatorial fracionario

O planejamento fatorial fracionario 2*' consistiu na realizacdo dos ensaios e
registro das respostas observadas de acordo com o procedimento descrito no item 4.7.1.
Foram estudados os comportamentos simultdneos de quatro fatores: agente redutor
F(1), concentracdo de acido F(2), concentracdo de amostra F(3) e diluente F(4) em
amostras de mel, adicionadas com Hg numa concentracdo de 50 ng/L.

Os ensaios foram realizados em duplicata, produzindo 16 respostas no total,
permitindo estimar o erro associado a cada resposta. Os niveis estudados em cada fator
foram listados na Tabela 04. Os resultados de recuperacdo (%) e resposta do
instrumento em cada ensaio sdo mostrados na Tabela 15. Apds os calculos das
recuperacbes médias, os efeitos relacionados a cada fator e as interacfes entre 0s

fatores foram estimados e o gréafico de Pareto foi construido (Figura 06).

Tabela 15. Porcentagens de recuperacdo média (%R), resposta instrumental e desvios
padrdo (s) obtidos nos experimentos do planejamento fatorial fracionario 2** para

otimizacdo do método de determinacéo de Hg por CVAAS.

Fatores codificados Resposta instrumental £ s

Ensaios %R + s

F1) F2) F@3) F@4) (u.a.®)
le?2 -1 -1 -1 -1 100,4 + 3,2 4,60 £ 0,15
3ed 1 -1 -1 1 57,3+1,3 3,46 + 0,04
5e6 -1 1 -1 1 80,6 +2,6 4,04 +£0,13
7e8 1 1 -1 -1 97,4 +6,2 3,95+ 0,07
9e10 -1 -1 1 1 75,6 £0,8 4,26 + 0,27
11e12 1 -1 1 -1 72,1+14 1,95+ 0,09
13e14 -1 1 1 -1 790+14 2,96 £ 0,07
15e 16 1 1 1 1 446+ 2,1 3,73+ 0,07

* u.a. (unidade de area).
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-22,0

_

(4) Diluente (H,O ou HCI)

(1) Redutor (NaBH, ou SnCl,) -15,9

(3) Concentragao de amostra

Estimativa dos efeitos

Figura 06. Gréafico de Pareto obtido no planejamento fatorial fracionario 2*' para
determinacao de Hg em mel por CVAAS.

Na Figura 06, os fatores (1), (3) e (4) e as interacfes entre F(1 e 2) e F(1 e 4) sao
significativos ao nivel de 95 % de confianca. Isoladamente, verificou-se que a utilizacdo
de NaBH, apresentou recuperacdo cerca de 15,9 % maior do que quando usado o
SnCl,, e por isso ele foi escolhido como redutor e sua concentracdo foi otimizada nos
préximos estudos. O aumento na concentracdo de amostra apresentou efeito negativo
significativo na resposta instrumental. Optou-se por estudar melhor a regido entre 1 e 5
% (m/v) no CCD (item 5.5.2), ja que a realizagdo do planejamento fracionario nao
permitiu a avaliacdo de todas as interacdes entre os fatores, como entre F(2 e 3). Além
disso, para se garantir um método adequado a quantificacdo de baixas concentracdes é
necessario trabalhar com uma concentragdo maior de amostra. A variagdo na
concentracdo de HCI de 3,0 % (v/v) para 10,0 % (v/v) apresentou uma interacao
negativa, junto ao uso dos redutores, ou seja, ao utilizar NaBH4 e HCI 3,0 % (v/v) obtem-
se melhor recuperacdo. A utilizacdo de diluente apresentou efeito negativo isolado e
também interacdo negativa significativa vinculada ao uso dos redutores, ou seja, 0 USO
de diluente junto ao NaBH, reduziu a eficacia de formacao do hidreto e, portanto, ele ndo

foi utilizado na etapa seguinte de otimizagao.
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5.2.2 Planejamento composto central

Depois de realizada a triagem dos fatores que afetam a determinagao de Hg em
mel por CVAAS, é preciso encontrar os valores desses fatores que irdo produzir a
melhor resposta instrumental em conjunto com uma porcentagem de recuperacao
adequada, ou seja, encontrar a regido 6tima numa superficie de resposta, definida pelos
fatores: agente redutor (NaBH4;) F(1), concentracdo de HCl F(2) e concentracdo de
amostra F(3) (Tabela 16), de acordo com o item 4.7.2.

Nesta etapa foi feito o planejamento CCD que utiliza a metodologia de superficie
de resposta, baseando-se na construcdo de modelos matematicos empiricos, que
geralmente empregam fung¢des polinomiais lineares ou quadréticas para descrever o
sistema estudado e, consequentemente, fornecem condigdes de explorar (modelar e
deslocar) o sistema até sua otimizacdo [84]. A Tabela 16 mostra os resultados de

recuperacao (%) e resposta do instrumento em cada ensaio do planejamento CCD.

Tabela 16. Porcentagens de recuperacdo (%R), desvios padrdo (S) e resposta
instrumental, obtidos nos ensaios do CCD para otimizacdo do método de determinacgéo
de Hg por CVAAS.

Ensaios Fatores codificados YR + Resposta instrumental = s

F(1) F(2) F(3) (u.a*)

1 -1 -1 -1 69,6 3,805

2 1 -1 -1 74,2 2,446

3 -1 1 -1 83,2 3,450

4 1 1 -1 81,1 3,744

5 -1 -1 1 62,1 3,123

6 1 -1 1 75,2 2,429

7 -1 1 1 86,2 3,434

8 1 1 1 70,8 2,715

9 -1,68 0 0 86,4 3,124

10 1,68 0 0 83,0 2,394

11 0 -1,68 0 91,4 3,478

12 0 1,68 0 79,3 2,977

13 0 0 -1,68 105,8 3,720

14 0 0 1,68 84,0 2,426

15 0 0 0 80,9+ 3,9 2,88 +0,43

* u.a. (unidade de &rea).
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Os niveis estudados em cada fator foram listados na Tabela 05. Apenas 0 ensaio
15 (ponto central) foi realizado em quintuplicada e por isso somente o desvio padrdo
referente a esse ensaio foi apresentado na Tabela 16. Com os 19 resultados de
porcentagem de recuperacdo foi possivel calcular a recuperacdo meédia, os efeitos
relacionados a cada fator e as interacdes entre os fatores na determinacdo de Hg em
mel (Tabela 17).

Tabela 17. Porcentagem de recuperacado média (+ estimativa do erro experimental) para
os efeitos de cada fator e interacdes entre os fatores e o valor de p, provenientes dos
experimentos do planejamento CCD para otimizacdo do método de determinacéo de Hg
por CVAAS.

Efeito + erro p
Recuperacdo média 81,4 +1,7* 1,3x 10°
F(1) NaBH,4 04+1,1 7,3x 10"
F(2) HCI -1,4+1,1 2,4 x10™
F(3) Concentracdo de amostra -3,7+1,1* 2,5 x10%
F(le2) 44 +1,1* 3,4x10%
F(1e3) -0,6+1,1 6,9 x 10™
F(2 e 3) -0,1+1,1 9,5x10™

*Efeito estatisticamente significativo ao nivel de significancia a. de 0,05, pelo teste t de Student.

Na Tabela 17, observou-se que a concentracdo de amostra F(3) e a interacdo F(1
e 2) entre as concentra¢gdes de HCI| e NaBH,4 apresentaram efeito significativo e negativo
ao nivel de 95 % de confianca. O efeito negativo observado pode ter ocorrido em funcao
da formacgéo de espumas com o aumento da concentragdo de amostra, 0 que provocou
entupimento e umidade na membrana do sistema, por isso 0 ensaio 13 (Tabela 16), que
utiliza a menor concentracdo de amostra apresentou melhor porcentagem de
recuperacédo de Hg, em relacéo aos demais, sendo possivel determinar Hg com um limite
de deteccédo de 150 pg/kg. A metodologia de amostragem em suspensdo mostrou-se
promissora para analisar Hg em mel, e os estudos apresentados nos itens 5.2.3 e 5.2.4
foram realizados com o objetivo de aprimorar o LD do método. Além disso, a troca do
acessorio de geracao de vapor frio por um sistema que possui separador gas-liquido de
vidro, ao invés de membrana, pode evitar que bolhas formadas causassem erros na

determinacéo de Hg.
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5.2.3 Planejamento composto central empregando diluente

Este planejamento foi executado com a finalidade de ampliar o LD do método de
determinacdo de Hg em mel utilizando CVAAS, aumentando a concentracao de amostra
e utilizando um novo diluente na emulséo preparada. Portanto, diferentes concentracdes
de amostra F(3), preparadas em diversas concentracdes de H,O, F(1) e HNO3; F(2)
foram estudadas neste CCD, conforme a Tabela 06. A amostra foi contaminada com Hg
numa concentracao de 10 ug/L, de acordo com o item 4.7.3.

A andlise deste CCD foi feita de forma semelhante ao item 5.2.2. A Tabela 18
mostra os resultados da porcentagem de recuperacdo e resposta do instrumento para
cada ensaio do planejamento CCD. O ensaio 15 (ponto central) foi realizado em
guintuplicada e por isso somente o desvio padrdo referente a esse ensaio foi

apresentado.

Tabela 18. Porcentagens de recuperacdo média (%R), desvios padrdo (s) e resposta
instrumental (em absorvancia), obtidas nos ensaios do CCD para otimizacdo do método
de determinacdo de Hg por CVAAS.

: Fatores codificados Resposta instrumental = s
Ensaios %R +s A
F(1) F(2) F(3) (Absorvancia)
1 -1 -1 -1 64,6 0,0493
2 1 -1 -1 82,4 0,0629
3 -1 1 -1 88,3 0,0674
4 1 1 -1 104,3 0,0796
5 -1 -1 1 66,5 0,0507
6 1 -1 1 58,7 0,0448
7 -1 1 1 62,1 0,0474
8 1 1 1 76,8 0,0586
9 -1,68 0 0 65,0 0,0496
10 1,68 0 0 103,7 0,0792
11 0 -1,68 0 72,7 0,0555
12 0 1,68 0 114,7 0,0876
13 0 0 -1,68 95,6 0,0729
14 0 0 1,68 101,4 0,0774
15 0 0 0 952+25 0,0726 £ 0,0019

Com os resultados de resposta instrumental foi possivel calcular os efeitos
relacionados a cada fator e as interagcdes entre os fatores na determinacdo de Hg em
mel (Tabela 19).
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Tabela 19. Resposta média (x estimativa do erro experimental) para os efeitos de cada
fator, interacbes entre os fatores e o valor da probabilidade (p), provenientes dos
experimentos do planejamento CCD para otimizacdo do método de determinagédo de Hg
por CVAAS

Fatores Efeito + erro p

Resposta média 0,0731 + 0,0009* 1,2 x 10
F(1) H202 0,0059 * 0,0005* 3,6 x10™
F(2) HNO3 0,0073 £+ 0,0005* 1,6 x 10
F(3) Concentracédo de amostra -0,0037 £ 0,0005* 2,2x107
F(1e?2) 0,0020 + 0,0007* 4,7 x 102
F(1 e 3) -0,0026 + 0,0007* 2,1x107?
F(2e3) -0,0030 + 0,0007* 1,2 x 10

*Efeito estatisticamente significativo ao nivel de significancia o de 0,05, pelo teste t de Student.

Pode-se notar na Tabela 19 que todos os fatores apresentaram efeitos
significativos, ao nivel de 95 % de confianca. Um aumento na concentracdo de HNOz e
de H,O, proporcionou um aumento de 0,0073 e 0,0059, respectivamente, na resposta do
equipamento. Enquanto o acréscimo na concentracdo de amostra provocou um efeito
negativo. Estes efeitos também podem ser confirmados pela avaliacdo das interaces
entre os fatores, ou seja, entre F(1 e 2) houve interacéo positiva e entre F(1 e 3) e F(2 e
3) interacdo negativa.

Apesar do efeito negativo observado com o aumento da concentracdo de amostra
ter se repetido, a troca do equipamento de geracao de vapor frio foi eficaz. O sistema
gue possui separador gas-liquido de vidro preveniu que bolhas formadas juntamente
com o hidreto obstruissem a passagem do mesmo para o tubo que o transporta até a
cela de quartzo. Este fato possibilitou que algumas condigbes, com maiores
concentracOes de amostra, apresentassem porcentagem de recuperacéo proxima de 100
%, como foi o caso dos ensaios 10 e 12 (Tabela 18).

Dessa forma, utilizou-se da construcdo de uma superficie de resposta (Figura 7)
para obtencdo da regido Otima das concentragbes de HNO; e H,0O, para uma
concentracdo de amostra de 5,0 % (m/v). Pela analise da Figura 07 pode-se concluir que
0 ponto de maior resposta foi obtido nas concentracdes de 6,0 % (v/v) de HNO3 e 4,0 %

(v/v) de H,0O; e proporcionou uma absorvancia acima de 0,07.
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Figura 07. Superficie de resposta obtida na otimizacdo das concentracbes de H,O, e
HNO3 para determinacdo de Hg em mel por CVAAS, para a concentracdo de amostra de
5,0 % (m/v).

Portanto, pelos resultados obtidos (Tabelas 18 e 19) e pela andalise da superficie
de resposta (Figura 07) as concentracdes de 6,0 % (v/v) de HNOs e 4,0 % (v/v) de H,0,
apresentaram resultados adequados para uma concentracdo de amostra de 5,0 % (m/v).
Na proxima etapa, foram avaliadas outras concentracdes de HCI e diferentes tempos de

extracdo, mantendo-se constante as concentra¢cdes ja otimizadas pelo CCD.
5.2.4 Otimizacédo do tempo de extracdo e concentracdo de HCI

Nesse estudo, procurou-se conhecer melhor o desempenho do método frente a
alteracdes no tempo de preparo e na concentracdo de HCI, utilizado durante a etapa
geracdo de vapor. Com esse proposito, solucbes preparadas de acordo com o
procedimento descrito no item 4.7.4 foram deixadas em repouso durante 2 ou 18 horas,
ou seja, preparadas no dia anterior no final da tarde e leituras feitas no dia seguinte, e
preparadas e medidas no mesmo dia. As medidas de Hg foram feitas utilizando NaBH,
0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI em diferentes concentragdes: 2,5; 3,3 e 5,0
mol/L.
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Verificou-se que ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
recuperacdo de Hg em mel por CVAAS, ao variar o tempo de extracdo e a concentracao
de HCI (Tabela 20) com 95 % de confianga, pelo teste t. Entretanto, com a diminuicao da
concentracdo de HCIl houve uma reducdo da resposta instrumental. A condicdo de
extracdo de 18 horas mostra-se interessante pela possibilidade de preparo das amostras
no dia anterior a leitura.

Tabela 20. Recuperacdo * desvio padrdao em funcdo do tempo de extracdo e

concentracdo de HCI.

HCI Recuperacgéo + desvio padrao (%)
(mollL) 18 horas 2 horas

5,0 102,2+ 1,7 104,9 + 3,6

3,3 102,5+2,2 105,3+ 3,2

2,5 99,2+7,6 101,3+0,6

5.2.5 Método otimizado

Os experimentos realizados permitiram propor o seguinte método otimizado para a
determinacao de Hg em mel utilizando CVAAS: preparo de solu¢do contendo 5,0 % (m/v)
de mel, 4,0 % (v/v) de H,0, e 6,0 % (v/v) de HNO3;. As solucbes podem ser deixadas em
repouso por até 18 horas, e as medidas de Hg devem ser feitas utilizando como redutor,
NaBH, 0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI 6,0 mol/L. Optou-se pela utilizacédo de 5
g de mel para um volume final de 100 mL de solugdo para garantir uma boa
representatividade da amostra e limites de detec¢céo adequados.

Esta metodologia foi validada conforme o procedimento descrito no item 5.2.6 e foi
usada nas etapas seguintes de determinacdo de Hg em mel nas amostras coletadas no
estado de Minas Gerais.

5.2.6 Validacdo do método analitico

A validacao deste método foi feita baseando-se nas recomendagdes do INMETRO
[70], MAPA [72, 73] e trabalhos cientificos recentes de SOUZA e colaboradores [74, 75].
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526.1 Seletividade e linearidade

A linearidade e a seletividade foram avaliadas de acordo com o guia de validagéo
do Plano Nacional de Residuos e Contaminantes [72] em conjunto com o procedimento
proposto por SOUZA e colaboradores [74, 75], que estabelecem: definicdo da faixa de
interesse; preparo de solugdes de calibracdo em solvente ou matriz, em pelo menos
cinco niveis de concentracdo, em trés replicatas independentes; medida da resposta das
solucdes de calibracdo em uma ordem aleatoria.

A seletividade e a linearidade do método de determinacdo de Hg em mel
utiizando CVAAS foram avaliadas através do preparo de trés curvas de calibracao
(Figura 08), contendo 4,0 % (v/v) de H,O; e 6,0 % (v/v) de HNO3z e Hg em concentracdes
de 0,0; 2,5; 5,0; 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 pg/L, sendo duas curvas contendo
também 5,0 % (m/v) de mel, provenientes de duas regides distintas do estado de Minas
Gerais e com aspectos visuais, tais como cor e presenca de material precipitado,
bastante diferentes. As trés curvas foram preparadas em triplicatas independentes. A
linearidade de resposta do detector foi determinada nas trés curvas de calibracdo. As
solucbes contendo Hg foram medidas utilizando NaBH4 0,6 % (m/v) em NaOH 0,5 %

(m/v) e HCI 6,0 mol/L e demais condicfes instrumentais descritas nos itens 4.11 e 5.2.5.
ApoGs as medidas, o tratamento estatistico dos dados foi feito utilizando as planilhas do
programa Excel da Microsoft Office (2003).

A curva analitica e o grafico dos residuos obtidos apés a exclusdo dos pontos
extremos séo apresentados na Figura 08. A presenca de valores discrepantes (outliers)
foi avaliada como os pontos fora do intervalo *tg-q/2: n-2)-Sres € cOnfirmada pelo método
dos residuos padronizados Jacknife (Jej), calculado para cada ponto da curva de
calibracdo. Valores de Jg maiores que o valor de t critico foram considerados valores
extremos e removidos, exceto quando a porcentagem de dados excluidos for superior a
22,2 % do numero original de dados [74, 85]. Para cada exclusdo, o MMQO foi
reaplicado aos dados restantes.

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi adotado para estimar os
parametros da equacao: Y; = BX; + a. Onde Y, representa a resposta do instrumento e X;
a concentracao dos padrbes dos metais. O MMQO minimiza a soma dos quadrados dos
residuos da regressdo e assume que os residuos seguem a distribuicdo normal, séo
independentes e homoscedasticos, ou seja, possuem variancia constante ao longo do
eixo x [86].
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Figura 08. Curvas de calibracdo de Hg sem a matriz (a) e com adicao de mel (b) e (c).
Gréficos dos residuos da calibracdo obtidos para o método de determinacdo Hg sem a

matriz (d) e com adicao de mel (e) e (f).

Para avaliacdo dos requisitos de normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos foram utilizados os testes de RYAN & JOINER, 1976 [87],
LEVENE, 1960 [88] com modificacbes feitas por BROWN & FORSYTHE, 1974 [89] e
DURBIN & WATSON, 1951 [90], respectivamente. O teste F (ANOVA) foi adotado para
verificar a significAncia da regressédo e do desvio da linearidade. Os resultados obtidos
foram resumidos na Tabela 21. Esta sequéncia de testes estatisticos foi proposta por
SOUZA e colaboradores e teve a sua eficacia comprovada e aplicada na analise de
contaminantes em alimentos [74, 75].
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Tabela 21. Dados estatisticos obtidos na avaliacdo dos requisitos de normalidade,
independéncia, homoscedasticidade, analise de variancia da regressao e desvio da
linearidade, para as trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Hg sem a
matriz e com adicdo de mel (1) e (2).

Estatistica Curva sem matriz Curva matriz 1 Curva matriz 2

Numero de observacdes

n 17 16 18
Normalidade
R 0,990 0,985 0,984
Reritico 0,955 0,953 0,954
p p>0,10 p>0,10 p > 0,10
Independéncia
d 1,462 2,400 1,595
N&o ha autocorrelacdo 1,380<d<2,619 1,370<d<2,629 1,390<d< 2,609
p p>0,10 p>0,10 p > 0,10
Homoscedasticidade
t 0,772 0,098 0,157
p 0,452 0,923 0,876
Regresséao
1,474 x 10* 2,665 x 10* 1,590 x 10*
7,250 x 10 2,300 x 10 2,040 x 10%
Desvio da linearidade
F 1,283 1,524 1,752
3,347 x 10 2,677 x 10" 2,035 x 10"

A realizacdo do teste de Ryan-Joiner confirmou que os residuos da regressao (e))
seguem a distribuicdo normal, pois os desvios da normalidade ndo foram significativos (p
> 0,10). Os coeficientes de correlacéo (R) obtidos: 0,990; 0,985 e 0,984 foram superiores
ao R critico: 0,955; 0,953 e 0,954, (Tabela 21) para as trés curvas de calibracdo do
método de determinagdo Hg sem a matriz e com adicdo de mel (1) e (2),
respectivamente. Os graficos de probabilidade normal, mostrando os residuos da
regressao (ei) em funcao do valor normal esperado (g;) podem ser observados na Figura
09.
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Figura 09. Gréficos de probabilidade normal para as trés curvas de Hg sem a matriz (a) e
com adicado de mel (b) e (c). E graficos de Durbin-Watson das trés curvas de Hg sem a
matriz (d) e com adicdo de mel (e) e (f). Onde: e; = residuo da regresséo, q; = valor
normal esperado.

A independéncia dos residuos foi confirmada pelo teste de Durbin-Watson. Os
graficos da Figura 09 apresentaram o0s pontos bem distribuidos em todos os quadrantes,
nao sendo observadas tendéncias positivas ou negativas. Os valores de d foram: 1,462;
2,400 e 1,595 (Tabela 21) para as curvas de calibracdo do método de determinacéo Hg
sem a matriz e com adicao de mel (1) e (2), respectivamente. Para os dados serem
considerados ndo correlacionados os valores de d (estatistica de Durbin-Watson)

calculados devem estar dentro do intervalo apresentado na Tabela 21. A obtencéo de
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valores abaixo dos limites inferiores podem indicar correlacéo positiva, ja a obtencéo de
valores acima dos limites superiores destes citados podem indicar correlacdo negativa.
Os limites inferiores e superiores de d sdo tabelados e dependem basicamente do
numero de observacdes e da probabilidade p.

A estimativa da estatistica t de Levene (t.) permitiu avaliar a homoscedasticidade
dos residuos da regresséao (Tabela 21), que foram divididos em dois grupos. Neste teste,
guando as variancias dos residuos da regresséo de cada grupo nao diferem entre si, ha
homoscedasticidade, ou seja, quando t_ calculado € menor que 0 ta-o2; ni+n2 -2) Critico.
Portanto, n&o houve diferenca significativa entre as variancias estudadas nos grupos 1 e
2 (p > 0,05), como mostra a Figura 10. O grupo 1 corresponde as concentracoes de 2,5;

5,0 e 15,0 pg/L e o grupo 2 compreende as concentragdes de 25,0; 50,0 e 75,0 ug/L.
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Figura 10. Graficos representando a homoscedasticidade das variancias para as trés
curvas de Hg sem a matriz (a) e com adi¢cdo de mel (b) e (c) nos grupos 1 e 2. Onde:
Grupo 1 =2,5; 5,0 e 15,0 ug/L e Grupo 2 = 25,0; 50,0 e 75,0 pg/L.

A faixa inicialmente proposta, de 2,5 ug/L a 100,0 pg/L, apresentou desvio da
linearidade segundo o teste F (ANOVA). E assim, a linearidade foi confirmada para as
trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Hg sem a matriz e com adi¢éo de
mel (1) e (2) somente na faixa de 2,5 pg/L a 75,0 ug/L. A alta significancia da regressao
(p < 0,001) com desvio da linearidade néo significativo (p > 0,05) pode ser observada na
Tabela 21, indicando a adequacéo do uso do MMQO para a faixa de trabalho proposta.

A seletividade, em termos de efeito de matriz, foi avaliada apos a verificacdo das
premissas de normalidade, homoscedasticidade, independéncia dos residuos,
significancia da regressao e do desvio da linearidade para as trés curvas de calibragdo

do método de determinacdo Hg sem a matriz e com adicdo de mel (1) e (2). O efeito de
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matriz foi avaliado através da comparacdo entre os parametros de regressao G e a, da
equacao: Y; = BX; + a, apresentados na Figura 08. Nao foi observado efeito de matriz
pelo teste t, ao nivel de confianca de 95 %, entre a curva de calibracdo aquosa e as

curvas adicionadas de matriz.

5.2.6.2 Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

Os LD e LQ podem ser estimados utilizando os diferentes procedimentos,
descritos no item 3.4. Em razdo da variabilidade de formas para o célculo do LD e LQ,
neste trabalho os diferentes procedimentos foram aplicados e os resultados foram
analisados criticamente, relacionando-os com a veracidade e precisdo do método.
Brancos de amostras e padrfes da curva analitica foram preparados e analisados nas
condicdes otimizadas para o método, descritas nos itens 4.11 e 5.2.5. Apds a aquisi¢do
dos dados, os valores do intercepto e da inclinacdo da curva de calibracdo foram
estimados pelo MMQO. A equacao obtida foi utilizada para o célculo das concentracdes
de Hg nos brancos de amostra e os procedimentos descritos na Tabela 22 foram
empregados para a estimativa do LD e LQ. O LD variou de 18,6 a 74,3 pg/kg, enquanto
o LQ variou de 37,6 a 109,4 ug/kg. Entretanto, a menor concentracdo que pode ser
guantificada com precisédo (DPR = 6,4 %) e veracidade foi 60 ug/kg, a qual esta acima do
LQ obtido pelos procedimentos recomendados pelo INMETRO [70] e EURACHEM [79].

Os procedimentos avaliados resultaram em diferencas consideraveis nos valores
de LD e LQ, mas somente os procedimentos propostos por RIBEIRO [80], ICH [77] e
SOUZA [74] apresentaram LQs que representaram bem o desempenho do método.

Os LDs obtidos pelos procedimentos de RIBEIRO [80], ICH [77] e SOUZA [74], de
74,3 pg/kg, 26,6 pg/kg e 30,0 pg/kg correspondem a 3,7 pg/L 1,3 pg/L e 1,5 pug/L em
solucdo. Estes LDs estdo préximos ao LD obtido por MATUSIEWICZ & SLACHCINSKI
[91] de 3,0 pg/L (na forma liquida) para Hg determinado utilizando a espectrometria de
emissao com plasma acoplado indutivamente e utilizando um sistema de introducéo de
amostra composto por gerador de hidretos e nebulizador ultrassénico com micro fluxo
continuo integrado. Neste caso, o preparo da amostra ndo foi levado em conta para

estimativa do LD.
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resultados obtidos para o método de determinacdo Hg por CVAAS.

Tabela 22. Resumo dos procedimentos recomendados para estimativa do LD e LQ e

Referéncia Resumo do procedimento Resultados
EURACHEM [79] LD:n=10,t=3 18,6 ug/kg
LQ:n=10,t=10 37,6 pg/kg
INMETRO [70] LD:n=7,t=3 20,5 pg/kg
LQ:n=7,t=10 43,3 pg/kg
THOMPSON, ELLISON LD:n=6,t=3 21,6 pg/kg
& WOOD [78] LQ: Nao recomendam a utilizacédo desse
limite. )
RIBEIRO & FERREIRA LD e LQ obtidos a partir do intervalo de 74,3 ug/kg
[80] confianga da curva analitica (n = 3) 109,4 ug/kg
ICH [81] LD = 3,3 sp/sq (N = 3) 26,6 ng/kg
LQ =10 sp/sq (N = 3) 80,5 pg/kg
SOUZA [74] Célculo do desvio padrao relativo (DPR) de
amostras contendo concentracdes baixas e
conhecidas de Hg (n = 3).
No LD: DPR > 10 % 30,0 pg/kg
No LQ: DPR <10 % 60,0 pg/kg

5.2.6.3 Veracidade e precisao

Neste estudo, a veracidade foi avaliada através de ensaios de adicdo e
recuperacédo, utilizando-se de matriz branca fortificada, pois ndo existem materiais
certificados de mel contendo Hg disponiveis. A precisdo foi estudada em niveis de
repetibilidade e preciséo intermediaria. A repetibilidade foi avaliada como a concordancia
entre resultados de medi¢cbes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
medig&o. Ja a precisdo intermediaria foi avaliada em diferentes dias.

A veracidade e a precisdo do método de determinacdo de Hg em mel utilizando
CVAAS foram determinadas realizando-se o preparo de solug¢des contendo 5,0 % (m/v)
de mel, contaminadas com Hg em concentracdes de 0,50 mg/kg e 1,00 mg/kg num total
de seis repeticbes. Em outro dia, seis solu¢des contendo 1,00 mg/kg foram preparadas

novamente para avaliacdo da precisao intermediaria. O Hg foi determinado seguindo a
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metodologia otimizada descrita nos itens 4.11 e 5.2.5. Foram calculados a porcentagem
de recuperacdo meédia, os desvios padrao relativos de repetibilidade e precisdo
intermediaria para cada concentracdo. Os resultados obtidos para veracidade e precisao

estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Porcentagem de recuperacdo (%R) e DPR de repetibilidade ou precisédo
intermediaria para amostras de mel contaminadas com Hg em trés concentracdes

diferentes e analisadas por CVAAS.

Concentragao %R DPR (%)
(mg/kg)
0,50 102,4 57
1,00 100,0 3,5
1,00* 98,7* 5,4*

*Obtido nas condic¢des de precisao intermediaria.

Os resultados obtidos na avaliacdo da veracidade em termos de porcentagem de
recuperacdo do método de determinacdo de Hg em mel utilizando CVAAS nas trés
concentragdes estudadas variaram de 98,7 % a 102,4 % e estdo de acordo com 0s
critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA [72] e pela comissdao européia (EC -
European Commission) [92], que estabelecem para concentragdes acima de 10 ug/kg,
recuperacoes entre 80 % e 110 %.

A precisao sob condicfes de repetibilidade variou de 3,5 % a 5,7 %, j&4 a precisao
intermediaria calculada na concentracdo de 1,00 mg/kg foi de 5,4 %, e esta de acordo
com o critério de aceitabilidade definido pelo MAPA, que estabelece um desvio padrao

relativo aceitavel de até 10 % para concentracfes de até 1,00 mg/kg [72].
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5.3 Otimizacdo do método de determinacdo de Hg em mel utilizando DMA

A metodologia analitica para determinacdo direta de Hg em mel empregando a
CVAAS foi aplicada em amostras de mel provenientes de varias cidades de Minas
Gerais, conforme o procedimento descrito nos itens 4.7 e 4.11.

Em todas as amostras estudadas, a concentracdo de Hg foi inferior ao limite de
deteccdo do método (30 pg/kg) (Tabela 22). Nao foi possivel comparar os resultados
dessa nova metodologia com os resultados obtidos pelo método de digestdo em forno de
micro-ondas com cavidade e determinacdo por ICP-MS, pois estes ndo foram
conclusivos devido ao elevado desvio padrdo entre as replicatas de cada amostra. Por
essa razao, a técnica de determinacdo de Hg utilizando o DMA foi otimizada e utilizada
para quantificar Hg nas mesmas amostras ja estudadas, conforme o procedimento
descrito no item 4.8.

Previamente as analises das amostras, foi realizada uma otimizacdo do
procedimento empregando um planejamento CCD, para avaliar as melhores condicdes
de: tempo de secagem, tempo de queima e temperatura de secagem. Apenas 0 aumento

da temperatura de secagem foi significativo, apresentou efeito positivo, e foi mantido em
310 °C (Figura 11).
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Figura 11. Superficie de resposta obtida na otimizacdo das condi¢des para determinagéo

de Hg por DMA em mel, no qual somente o aumento da temperatura de secagem foi
significativo e positivo.
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Para atingir a temperatura de secagem e de queima foram utilizadas rampas de
aquecimento de 60 s e 90 s. Apdés a rampa de aguecimento, 0 tempo de permanéncia
em 310 °C foi fixado em 30 s (Tabela 24) para evitar um aumento de presséo observado
no tempo inferior (10 s), apesar desse fator ndo ter sido significativo no CCD. Da mesma
forma, optou-se por manter o tempo de queima em 30 s, pois foi observado que apods a
realizacdo de testes com o recipiente de niquel vazio (apdés a leitura da amostra) e
novamente submetido ao programa de aquecimento (Tabela 24), as leituras obtidas
foram menores e proximas do branco. Portanto, a programacdo de temperatura
mostrada na Tabela 24 permitiu a determinacdo de Hg nas amostras de mel introduzidas
sem qualquer tratamento de dissolucdo ou decomposicdo com acidos, requerendo um

tempo total de 5 minutos por amostra.

Tabela 24. Programa de aguecimento otimizado no DMA-80 para amostras de mel.

Etapa Tempo Temperatura
(segundos) (°C)
1 60 310
2 30 310
3 90 650
4 30 650
5 30 Resfriamento

5.3.1 Validacdo do método analitico

O desempenho do método foi avaliado de forma a se conhecer a seletividade,
linearidade, veracidade, precisao, limites LD e LQ, conforme o item 4.11.

A seletividade e a linearidade do meétodo de determinagdo de Hg em mel
utiizando o DMA foram avaliadas através do preparo de trés curvas de calibracéo,
contendo Hg em concentra¢des de 0,0; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 pg/kg,
gue correspondem a 0,00; 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 e 5,00 ng de Hg em
100 mg de amostra, sendo duas curvas contendo mel e uma curva em agua. As trés
curvas foram preparadas em triplicatas independentes. As curvas analiticas e os gréaficos
dos residuos (e;) obtidos apds a exclusdo dos pontos extremos sdo apresentados na

Figura 12.
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A presenca de valores discrepantes foi avaliada como os pontos fora do intervalo

w2, n2)-Sres € confirmada pelo método dos residuos padronizados Jacknife (Je),

calculado para cada ponto da curva de calibracdo. Valores de J¢ maiores que o valor de

t critico foram considerados valores extremos e removidos [85]. Para cada exclusao, o

MMQO foi reaplicado aos dados restantes.
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Figura 12. Curvas de calibragdo de Hg sem a matriz (a) e com adicdo de mel (b) e (c).

Gréficos dos residuos da calibragdo obtidos para o método de determinacdo Hg sem a
matriz (d) e com adi¢ao de mel (e) e (f) utilizando DMA.
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A linearidade foi confirmada na faixa de 2,5 pg/kg a 50,0 pg/kg e a equacgao obtida
para a curva em agua foi: Y = (0,0717 + 0,0024)X - (0,0006 + 0,0072), com coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,9996. A linearidade e a seletividade de resposta do detector
foram determinadas ap0s a confirmacdo dos requisitos de normalidade,
homoscedasticidade e independéncia dos residuos (Tabela 25), utilizando os mesmos
testes estatisticos descritos no item 5.2.6, ndo sendo observado efeito de matriz. A alta
significancia da regresséo (p < 0,001) com desvio da linearidade nao significativo (p >
0,05) pode ser observada na Tabela 25, indicando a adequacao do uso do MMQO para
a faixa de trabalho proposta.

Tabela 25. Dados estatisticos obtidos na avaliagdo dos requisitos de normalidade,
independéncia, homoscedasticidade, andalise de variancia da regressao e desvio da
linearidade, para as trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Hg sem a

matriz e com adi¢ao de mel (1) e (2) utilizando DMA.

Estatistica Curva sem matriz Curva matriz 1 Curva matriz 2

Numero de observacdes

n 16 18 18
Normalidade
R 0,968 0,970 0,947
Reritico 0,953 0,957 0,946
p p>0,10 p>0,10 p > 0,05
Independéncia
d 2,238 1,796 2,431
N&o ha autocorrelacdo 1,370<d<2,629 1,390<d<2,609 1,390<d<2,609

p p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade

tL 1,077 1,460 0,168

p 0,299 0,164 0,868

Regressao

F 3,825 x 10° 3,899 x 10° 5,133 x 10°

p 1,798 x 1078 1,529 x 10%° 1,710 x 10
Desvio da linearidade

F 2,329 2,392 2,598

p 1,268 x 10 1,087 x 10 8,963 x 102
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A normalidade foi confirmada pela realizacdo do teste de Ryan-Joiner, indicando

gue os residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal, quando os desvios da

normalidade n&o sé&o significativos (p > 0,05) e os coeficientes de correlacdo (R) obtidos

sdo superiores ao R critico (Tabela 25) para as trés curvas de calibragcdo de Hg sem a

matriz e com adicdo de mel (1) e (2), respectivamente. Os graficos de probabilidade

normal podem ser observados na Figura 13.
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Figura 13. Graficos de probabilidade normal para as trés curvas de Hg sem a matriz (a) e

com adicéo de mel (b) e (c). E graficos de Durbin-Watson das trés curvas de Hg sem a

matriz (d) e com adicdo de mel (e) e (f) utilizando DMA. Onde: e; = residuo da regresséo,

gi = valor normal esperado.
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A independéncia dos residuos foi confirmada pelo teste de Durbin-Watson. Os
graficos da Figura 13 apresentaram os pontos bem distribuidos em todos os quadrantes,
nao sendo observadas tendéncias positivas ou negativas. Os valores de d foram: 2,238;
1,796 e 2,431 (Tabela 25) para as curvas de calibracdo de Hg sem a matriz e com
adicdo de mel (1) e (2), respectivamente. Para os dados serem considerados nao
correlacionados os valores de d calculado devem estar dentro do intervalo apresentado
na Tabela 25, com p > 0,10. A obtencéo de valores abaixo destes intervalos pode indicar
correlacdo positiva, ja a obtencdo de valores superiores aos intervalos citados, pode
indicar correlacdo negativa.

A homoscedasticidade dos residuos da regressao pode ser estimada pelo calculo
de t_ (Tabela 25). Nao houve diferenca significativa entre as variancias estudadas nos
grupos 1 e 2, como mostra a Figura 14. O grupo 1 corresponde as concentracdes de 2,5;
10,0 e 20,0 pg/kg e o grupo 2 corresponde as concentracdes de 30,0; 40,0 e 50,0 pg/kg.
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Figura 14. Graficos representando a homoscedasticidade das variancias para as trés
curvas de Hg sem a matriz (a) e com adicao de mel (b) e (c) nos grupos 1 e 2 utilizando
DMA. Onde: Grupo 1 =2,5; 10,0 e 20,0 pg/kg e Grupo 2 = 30,0; 40,0 e 50,0 pg/kg.

A veracidade do método de determinacdo de Hg por DMA foi avaliada utilizando-
se os materiais de referéncia certificados SRM-8415 (ovo em po integral, National
Institute of Standards and Technology), IAEA-336 (liquen, International Atomic Energy
Agency) e GBW-08301 (sedimento de rio, Institute of Environmental Chemistry Academia
Sinica), com concentragfes de Hg de (4,0 £ 3,0) pg/kg, (200 + 40) pg/kg e (220 + 40)
Hg/kg, respectivamente. Embora esses materiais ndo sejam similares ao mel, eles foram
utilizados porque em principio, independente da matriz, todo o Hg é liberado quando a

amostra € queimada. No DMA estes materiais apresentaram concentragédo de (5,2 + 0,2)
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Mng/kg, (238 + 18) ug/kg e (223 + 9) ug/kg de Hg, respectivamente, e estes valores nao
diferiram do valor esperado pelo teste t, ao nivel de 95 % de confianca.

A veracidade foi avaliada também por ensaios de adicdo e recuperacdo e variou
de 75,3 % a 104,0 % nas concentracfes de 2,5 ug/kg a 50,0 pg/kg. A precisao foi obtida
sob condi¢bes de repetibilidade e precisdo intermediaria, conforme o procedimento
descrito no item 4.11.3. O desvio padréo relativo variou de 2,7 % a 8,4 % para amostras

de mel com concentragdes de 2,5 pg/kg a 50,0 pg/kg de Hg (Tabela 26).

Tabela 26. Porcentagens de recuperagdo média (%R) e DPR (%) obtidos em diferentes
niveis de concentracao de Hg utilizando DMA.

Concentracao
%R + DPR (%)

(ng/kg)
50,0 99,1 +2,7
50,0* 104,0+2,9
10,0 101,0+£ 3,5
10,0* 93,9+7,3
2,5 75,3+8,4
1,0 78,2+ 28,4

*Obtido nas condic¢des de precisao intermediaria.

Inicialmente, os paradmetros da curva analitica utilizada para avaliacdo da
linearidade foram empregados para estimar os valores dos limites LD e LQ pelo
procedimento proposto por RIBEIRO [80], e foram obtidos 1,0 pg/kg e 2,5 pg/kg,
respectivamente. Esses limites foram confirmados apds avaliacdo da veracidade e
precisao utilizando ensaios de adicdo e recuperacdo nas concentracdes de Hg de 1,0
Hg/kg e 2,5 pg/kg, conforme a Tabela 26. Este procedimento foi escolhido devido aos
resultados obtidos no item 5.2.6.2 e representou melhor as condi¢des reais de analise.

Na concentracdo de 2,5 pg/kg (0,25 ng) a porcentagem de recuperacao de 75,3 %
obtida esta de acordo com os critérios de aceitagéo definidos pelo MAPA [72] e pela EC
[92], que estabelecem para concentragfes entre 1 e 10 pg/kg, recuperagdes entre 70 %
e 110 %, e foi estabelecido como limite de quantificacdo do método. A concentracdo de
1,0 pg/kg (0,10 ng) nédo apresentou precisdo sob condigbes de repetibilidade aceitaveis
em conformidade com o critério de aceitabilidade definido pelo MAPA [72], que
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estabelece um desvio padrao relativo de até 25 % para concentracdes de 1,0 pg/kg, e foi
estabelecido como limite de detec¢cdo do método.

Os LDs obtidos estdo de acordo com os limites obtidos por MAGGI e
colaboradores, e DURAO JUNIOR e colaboradores, de 1,5 upg/kg e 0,8 pg/kg,
respectivamente [93, 94]. Portanto, os parametros de desempenho, seletividade,
linearidade, veracidade, precisao, limites de deteccdo e de quantificacdo, confirmaram a

adequacao ao proposito de uso do DMA para determinacédo de Hg em mel.

5.3.2 Determinagé&o de Hg nas amostras de mel

As metodologias analiticas para determinacdo direta de Hg em mel empregando a
CVAAS e DMA foram aplicadas em amostras de mel provenientes de varias cidades de
Minas Gerais, conforme o procedimento descrito nos itens 4.7, 4.8 e 4.11. Todas as
amostras de mel (Tabela 02) apresentaram concentracdo de Hg abaixo do limite de
deteccédo para o método de CVAAS, de 30 pg/kg e também pelo método de DMA, de 1,0
Mo/kg. Portanto, estes resultados foram inferiores aos limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira de 500 pg/kg [8] e pelo Codex Alimentarius [7] (500 pg/kg a 1000
pg/kg para Hg em alimentos).
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5.4 Otimizagcdo do método analitico para determinac&o direta de As total em mel
empregando HGAAS

O desenvolvimento da metodologia analitica para determinacdo direta de As em
mel empregando HGAAS foi feito de forma semelhante ao Hg, empregando os

planejamentos fatoriais e CCD.

5.4.1 Planejamento fatorial

O redutor NaBH, foi escolhido por apresentar bom desempenho, baixo custo e
facilidade de uso junto a técnica de HGAAS. O fabricante do equipamento de geracéo de
hidretos recomenda o uso da concentracdo de 0,5 % (m/v) para amostras em geral.
Optou-se por avaliar o desempenho do método em uma concentracdo maior, de 1,0 %
(m/v).

A concentracdo do &acido cloridrico utilizado, de 5,0 % (v/v), também foi
estabelecida pelo fabricante e o valor de 2,5 % (v/v) foi escolhido neste estudo numa
tentativa de se obter respostas satisfatorias com um consumo menor deste reagente.

Na determinacgéo de As, todas as espécies de As devem ser convertidas em As>*
através da adicdo de um pré-redutor, como Kl ou SC(NH,),, antes da etapa de geracao
do hidreto. Isso é necessario porque o As®" apresenta uma cinética de geracdo de
hidreto mais lenta que o As®". Estes redutores foram escolhidos devido aos bons
resultados obtidos em diversos trabalhos [10]. Ainda devido ao fato do As®* apresentar
uma cinética de geracdo de hidreto mais lenta que o As**, optou-se por utilizar uma
solucdo padrdo de As® durante o desenvolvimento e validacdo do método.
Posteriormente, o desempenho do método também foi confirmado através de uma
validacdo utilizando-se solu¢8es padréo de As®* e amostras contaminadas com As®".

Algumas dificuldades na geracdo do hidreto devido as caracteristicas da solucao
contendo a amostra (concentragcao de amostra, pH e viscosidade) podem surgir, como a
formacdo de espumas. Dessa forma, avaliou-se a eficiéncia da geragcdo do hidreto
através da adicdo ou ndo de um diluente. Foram estudados previamente, a adicdo de
diluentes na concentragdo otimizada para a determinacdo de Hg, entretanto, ao
adicionar os pré-redutores foi formado um precipitado de coloracdo escura, que
comprometeu os resultados. Esse problema ocorreu devido ao forte meio oxidante em
gue a amostra se encontrava, assim, optou-se por trocar o diluente por apenas HCI, ao

invés de H,O,/HNOj3, e otimizar a sua concentragao.
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Portanto, para se obter as melhores condi¢cbes de sensibilidade foram estudados
0Ss comportamentos simultaneos de quatro fatores: concentracdo do agente redutor
NaBH, F(1), concentracdo de &cido HCI F(2) utilizado na etapa de geracao do hidreto,
concentragcdo de acido HCI F(3) utilizado como diluente da amostra e uso de diferentes
redutores, Kl ou SC(NH,), F(4) em amostras de mel, adicionadas com 0,50 mg/kg de
As®*, de acordo com o procedimento descrito no item 4.9.1.

A determinagdo de As em mel foi otimizada utilizando a técnica de HGAAS e
empregando-se um planejamento fatorial completo 2*. Este experimento envolve quatro
fatores com dois niveis cada, ele é do tipo 2* e requer dezesseis ensaios. Os ensaios
foram feitos em duplicata, totalizando 32 ensaios. Os niveis estudados em cada fator
foram listados na Tabela 08. Os resultados de resposta do instrumento em cada ensaio
sdo mostrados na Tabela 27. As porcentagens de recuperacdo foram calculadas e o
gréafico de Pareto foi construido (Figura 15).

Tabela 27. Resposta do instrumento e desvios padrdo (em absorvancia) obtidos nos

experimentos do planejamento fatorial 2* para amostras de mel adicionadas com As.

Fatores codificados Resposta

Ensaios  F(1) F(2) F(3) F(4) instrumental +

desvio padréao
le? -1 -1 -1 -1 0,0701 £ 0,0001
3e4 1 -1 -1 -1 0,1628 + 0,0019
5e6 -1 1 -1 -1 0,1109 +0,0129
7e8 1 1 -1 -1 0,2173 £0,0031
9e10 -1 -1 1 -1 0,4592 + 0,0239
11e12 1 -1 1 -1 0,5522 +£0,0214
13el4 -1 1 1 -1 0,5326 = 0,0272
15e 16 1 1 1 -1 0,5751 £ 0,0153
17e 18 -1 -1 -1 1 0,0985 £ 0,0011
19e 20 1 -1 -1 1 0,2085 + 0,0004
21e 22 -1 1 -1 1 0,1277 £ 0,0035
23 e 24 1 1 -1 1 0,2484 + 0,0062
25e 26 -1 -1 1 1 0,6499 £ 0,0059
27 e 28 1 -1 1 1 0,6798 + 0,0180
29e 30 -1 1 1 1 0,6669 £ 0,0042
3le 32 1 1 1 1 0,6790 £ 0,0088
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Figura 15. Gréfico de Pareto obtido no planejamento fatorial completo 2* para

determinacao de As em mel por HGAAS.

De acordo com a Figura 15, os fatores (1), (2), (3) e (4) e as interacdes entre F(1 e
3) e F(3 e 4) sao significativos ao nivel de 95 % de confianca. O aumento nas
concentracOes de NaBH,4 e HCl e a utilizacdo de SC(NHy;),, ao invés de Kl, apresentaram
efeito positivo significativo na resposta instrumental. Em termos de custos, a SC(NH,),
possui um preco cerca de quatro vezes inferior ao Kl de qualidade similar.

A utilizacdo de diluente apresentou efeito positivo e foi o fator mais significativo
do planejamento e, portanto optou-se por estudar melhor a sua concentracdo na etapa
seguinte de otimizacdo, bem como a sua interagdo com novas concentracfes de
SC(NH).. A concentracdo de HCI, F(2), apresentou um efeito positivo significativo,
porém inferior aos efeitos dos demais fatores e portanto, optou-se por estudar apenas a
concentracdo de HCI utilizada no preparo da amostra, mantendo a concentracao
utilizada na geracdo do hidreto fixa no nivel baixo (2,5 mol/L) no proximo CCD (item
5.4.2).

5.4.2 Planejamento composto central

O CCD foi executado com a finalidade de se obter a regido 6tima numa superficie
de resposta, definida pelos fatores: concentracdo de HCI na amostra F(1), concentracao
do pré-redutor SC(NH,). F(2) e concentracdo do agente redutor NaBH,4 F(3), nos niveis

listados na Tabela 09, de acordo com o item 4.9.2.
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A analise deste CCD foi feita de forma semelhante aos itens 5.2.2 e 5.2.3, para 0s
ensaios de otimizacdo da metodologia de andlise de Hg. A Tabela 28 mostra os
resultados de resposta do instrumento, em absorvancia, para cada ensaio do
planejamento CCD. O ensaio 15 (ponto central) foi realizado em quintuplicada e por isso

somente o desvio padréo referente a esse ensaio foi apresentado.

Tabela 28. Respostas do instrumento, em absorvancia, obtidas nos ensaios do

planejamento CCD para amostras de mel adicionadas com As.

_ Fatores codificados Resposta instrumental
Ensaios Al
F(1) F(2) F(3) (Absorvancia)
1 -1 -1 -1 0,2252
2 1 -1 -1 0,2756
3 -1 1 -1 0,2622
4 1 1 -1 0,2919
5 -1 -1 1 0,3053
6 1 -1 1 0,3238
7 -1 1 1 0,3263
8 1 1 1 0,3365
9 -1,68 0 0 0,2701
10 1,68 0 0 0,3556
11 0 -1,68 0 0,2923
12 0 1,68 0 0,3618
13 0 0 -1,68 0,1662
14 0 0 1,68 0,3398
15 0 0 0 0,3439 + 0,0028

Com os resultados foi possivel calcular a recuperacdo média, os efeitos
relacionados a cada fator e as interagdes entre os fatores na determinagéo de As em mel
(Tabela 29).

Na Tabela 29, observou-se, isoladamente, que um aumento nas concentragcdes de
SC(NHy)2, NaBH,4 e HCI proporcionou aumento na resposta do equipamento. A regiao
otima definida pelos fatores pode ser melhor visualizada numa superficie de resposta. A
Figura 16 foi construida fixando-se a concentracdo do agente redutor NaBH4, em 0,85 %
(m/v), que corresponde ao nivel +0,50, pois nessa concentracdo foi possivel obter o
maior sinal do equipamento. Pela analise da Figura 16 pode-se inferir que o ponto de
maior resposta foi obtido nas concentragdes de 1,3 mol/L de HCI e 1,0 % (m/v) de
SC(NHy)>.
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Portanto, pelos resultados obtidos na analise estatistica, Tabela 29, e pela anélise
da superficie de resposta, Figura 16, as concentracdes de 0,85 % (m/v) de NaBHg4, 1,3
mol/L de HCl e 1,0 % (m/v) de SC(NH,), apresentaram maior resposta instrumental e
foram empregadas na proxima etapa, na qual foram avaliadas outras concentracdes de

amostra, mantendo constante as concentracdes ja otimizadas pelo CCD.

Tabela 29. Resposta média (+ estimativa do erro experimental), efeitos de cada fator e
interacbes entre os fatores e o valor de p, provenientes dos experimentos do

planejamento CCD para amostras de mel adicionadas com As.

Efeito + erro p
Resposta média 0,3440 + 0,0013* 1,0 x 10°
F(1) HCI (diluente) mol/L 0,0185 + 0,0008* 1,7 x 10°
F(2) SC(NH2), % (m/v) 0,0149 + 0,0008* 3,9 x 10
F(3) NaBH,4 % (m/v) 0,0387 + 0,0008* 8,8 x 107
F(le2) -0,0036 + 0,0008* 2,2 %107
F(le 3) -0,0064 + 0,0008* 2.9x10°
F2 e 3) -0,0024 + 0,0008 6,9 x 102

*Efeito estatisticamente significativo ao nivel de significancia o de 0,05, pelo teste t de Student.

[ 10,35
(10,30
1 0,25
™ 0,20
B 0,15
B 0,10
I 0,05

~

Absorvancia

Figura 16. Superficie de resposta obtida na otimizagdo das condi¢des para determinacao
de As em mel por HGAAS, na qual foram avaliadas diferentes concentracdes de HCl e
SC(NH3)2, mantendo a concentracdo de NaBH, fixa em 0,85 % (m/v).
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5.4.3 Otimizacédo da proporcao de amostra e tempo de contato

Esse estudo foi conduzido com o propésito de conhecer melhor o desempenho do
método de determinacdo de As em mel por HGAAS frente a alteracdes no tempo de
preparo e na concentracdo de amostra utilizada. Com esse objetivo, solu¢cdes contendo
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 % (m/v) de mel foram contaminadas com 20,0 pg/L de As>" e
analisadas de acordo com o procedimento descrito no item 4.9.3, em triplicata.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 30. A porcentagem de
recuperacéo variou de 97,9 % a 105,3 % e o desvio padréo relativo de 0,6 % a 5,5 %.
Em todas as propor¢cbes avaliadas, os resultados obtidos estdo de acordo com o0s
critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA [72], e pela EC [92], que estabelecem para

concentracfes acima de 10 pg/kg, recuperacoes entre 80 % e 110 %.

Tabela 30. Porcentagem de recuperacédo (%R) + DPR (%) para determinacao de 20,0

ug/L de As em solucdes contendo diferentes concentracdes de amostra de mel.

Concentracao de mel
%R + DPR (%)

% (Mm/v)
2,0 97,9+3,5
4,0 102,4 +0,6
6,0 105,3+3,4
8,0 99,6 +1,9
10,0 98,8+25

As solucbes contendo 2,0 % (m/v) de mel também foram analisadas apds quatro
horas de repouso, nas condi¢gOes descritas no item 4.9.3, e apresentaram porcentagem
de recuperacao meédia de 100,6 % e desvio padrao relativo de 0,6 %. Portanto, o método
possui um bom desempenho utilizando até 10,0 % (m/v) de amostra e, apés a adicdo do

diluente, as solu¢cdes mantiveram-se estaveis por até quatro horas.
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5.4.4 Método otimizado

Os experimentos realizados permitiram propor o seguinte método otimizado para a
determinacao de As em mel utilizando HGAAS: preparo de solucdo contendo 5,0 % (m/v)
de mel, 1,3 mol/L de HCI e 1,0 % (m/v) de SC(NH>),. As solu¢gbes podem ser deixadas
em repouso por até 4 horas apO0s o preparo, e as medidas de As devem ser feitas
utilizando como redutor, NaBH, 0,85 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) e HCI 2,5 mol/L.

Essa metodologia foi validada conforme o procedimento descrito no item 5.4.5 e foi
aplicada na etapa de determinacéo de As em amostras mel (item 5.4.6).

5.4.5 Validacdo do método analitico

A seletividade e a linearidade do método de determinacédo de As em mel utilizando
a HGAAS foi avaliada através do preparo de trés curvas de calibracdo, contendo As”* em
concentracdes de 0,0; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 40,0 ug/L, sendo
duas curvas contendo também 5,0 % (m/v) de mel, provenientes de duas regides
distintas do estado de Minas Gerais e com aspectos visuais, como cor e presenca de
material precipitado diferentes. As trés curvas foram preparadas em triplicatas
independentes. A linearidade de resposta do detector foi determinada nas trés curvas de
calibracdo. As solugdes contendo As foram medidas nas condi¢cdes descritas no item
4.11. Apos as medidas, o tratamento estatistico dos dados foi feito utilizando as planilhas
do programa Excel da Microsoft Office (2003).

Os requisitos de normalidade, independéncia e homoscedasticidade dos residuos
foram confirmados utilizando os testes estatisticos descritos no item 5.2.6.1. Entretanto,
a linearidade néo foi confirmada na faixa de 1,0 ug/L a 40,0 ug/L, utilizando o teste F
(ANOVA). Durante o tratamento dos dados foram feitas diversas tentativas de se obter
uma faixa linear diminuindo-se a faixa de trabalho e mesmo num intervalo menor, de 1,0
Mg/l a 20,0 pg/L, ndo foi possivel obter uma faixa linear, como pode ser observado nos

gréaficos dos residuos mostrados na Figura 17.
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Figura 17. Curvas de calibracdo de As®* sem a matriz (a) na faixa de 1,0 pg/L a 40,0 pg/L
e (b) na faixa de 1,0 pg/L a 20,0 ug/L. Gréficos dos residuos da calibracéo (e;) obtidos
para o método de determinacdo As sem a matriz (c) na faixa de 1,0 ug/L a 40,0 ug/L e
(d) na faixa de 1,0 ug/L a 20,0 pg/L.

Como o ajuste linear ndo representou bem os dados, tentou-se utilizar o ajuste

guadratico. A Figura 18 mostra a curva de calibracdo e o grafico dos residuos da

calibracéo de As®*, obtidos na faixa de 1,0 ug/L a 40,0 pg/L, utilizando ajuste quadratico.
O valor de R? obtido foi de 0,9987, confirmando a melhor adequacéo do ajuste

guadratico aos dados.
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Figura 18. (a) Curva de calibracéo de As®>* sem a matriz na faixa de 1,0 pg/L a 40,0 ug/L
e grafico dos residuos da calibracdo obtidos para o0 método de determinacdo As sem a

matriz (c) na faixa de 1,0 ug/L a 40,0 pg/L, utilizando ajuste quadrético.

A seletividade foi verificada em termos de efeito de matriz, comparando-se a
resposta instrumental proveniente de duas curvas de calibracdo adicionadas de matriz
com uma curva sem a matriz, sendo as trés curvas preparadas em triplicatas. Os
resultados obtidos para as concentracfes de 0,0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 ug/L
(Tabela 31) para a curva sem a matriz foram comparados ponto a ponto com as curvas
adicionadas de matriz através da utilizacdo dos testes F (Snedecor) e t (Student). Nao foi
observado efeito de matriz, ao nivel de confianca de 95 % em todos os niveis de

concentracdo da curva de calibracdo aquosa e das curvas adicionadas de matriz.

Tabela 31. Resposta instrumental + desvio padrdao (em absorvancia) para as curvas

preparadas com e sem adicdo de matriz e As.

Concentragao Resposta instrumental = desvio padréo (absorvancia)
(ug/L) Sem matriz Matriz 1 Matriz 2

2 0,031 + 0,001 0,030 + 0,002 0,032 + 0,004

5 0,079 + 0,001 0,074 + 0,005 0,078 + 0,003

10 0,145 + 0,003 0,147 + 0,005 0,145 + 0,003

20 0,269 + 0,005 0,272 + 0,013 0,265 + 0,009

30 0,380 + 0,003 0,382 + 0,005 0,381 + 0,011

40 0,468 + 0,016 0,495 + 0,015 0,462 + 0,010
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A veracidade e a precisdo do método de determinacdo de As®* em mel utilizando
HGAAS foram determinadas com ensaios de adi¢do e recuperacao, pois hdo ha material
de referéncia certificado de mel contendo As. Solugbdes contendo 5,0 % (m/v) de mel,
contaminadas com As®* e As* em concentracdes de 0,30 mg/kg e 0,50 mg/kg, foram
preparadas num total de seis repeticdes. Em outro dia, essas solucdes foram preparadas
novamente para avaliacdo da preciséo intermediaria. O As foi determinado seguindo a
metodologia otimizada descrita no item 4.11. Os resultados obtidos para veracidade e

precisdo estao apresentados na Tabela 32.

Tabela 32. Porcentagem de recuperacao (%R) £ DPR (%) de repetibilidade e precisédo

intermediaria para amostras de mel contaminadas com As®>* e As** em concentracdes

diferentes.
Concentracéo As>* As**
(mg/kg) %R + DPR (%) %R + DPR (%)
0,30 94,4+49 94,6 £0,7
0,30* 952+2,1 948+2,0
0,50 105,3+5,2 104,1+2,6
0,50* 103,7 £4,0 102,2 + 3,2

*Obtido nas condic¢des de precisdo intermediaria.

A veracidade, em termos de porcentagem de recuperacdo, nas amostras
contaminadas com As’* e As** variou de 94,4 % a 105,3 %, estando de acordo com 0s
critérios de aceitacao definidos pelo MAPA [72] e pela EC [92], que estabelecem para
concentracfes acima de 10 pg/kg, recuperacdes entre 80 % e 110 %.

A precisdo sob condicfes de repetibilidade variou de 0,7 % a 5,2 %, ja a precisao
intermediaria foi de 2,1 % e 4,0 % para As°" e 2,0 % e 3,2 % para As’* nas
concentracdes de 0,30 mg/kg e 0,50 mg/kg, respectivamente, estando de acordo com o
critério de aceitabilidade definido pelo MAPA [72], que estabelece um desvio padrao
relativo de até 10 % para concentrac6es acima de 0,10 mg/kg.

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram obtidos por ensaios de adicéo e
recuperacéao atraves da avaliacdo da veracidade e precisdo nas concentracdes de 1,0 e

2,0 ug/L, que correspondem a 20 e 40 ug/kg de As®*, conforme a Tabela 33.
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Tabela 33. Porcentagem de recuperacdo (%R) + DPR (%) de repetibilidade em

diferentes niveis de concentracao de As.

Concentragao %R + DPR (%)
Ha/kg
40 95,4 +9,7
40* 105,1+1,2
20 88,0 £ 28,1
20* 111,8 £3,5

*Solucdes preparadas a partir de padroes de As®.

Em relacdo a veracidade, a porcentagem de recuperagcdo obtida est4 de acordo
com o critério de aceitabilidade de 70 % a 110 % nas concentracdes estudadas. A
concentracdo de 40 pg/kg de As®* apresentou desvio padréo relativo de 9,7 % e esta de
acordo com os critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA [72] e pela EC [92], que
aceitam um DPR de até 10 % para essa concentracdo e foi estabelecida como LQ do
método. A concentracdo de 20 pg/kg ndo apresentou precisdo sob condicbes de
repetibilidade aceitaveis em conformidade com o critério de aceitabilidade definido pelo
MAPA [72] e foi estabelecida como LD.

Os valores de LD e o LQ também foram confirmados em solu¢des preparadas
contendo 5,0 % (m/v) de mel e contaminadas com 1,0 pg/L e 2,0 ug/L de As*'. As
porcentagens de recuperacdo e os desvios padrdo obtidos foram de 111,8 % e 3,5 %
para a concentracdo de 20 pg/kg e 105,1% e 1,2 % para 40 pg/kg, respectivamente.

O LD e o LQ obtidos sédo proximos aos limites obtidos por SOUZA de 0,5 e 1,0
Mg/L, equivalentes a 15 pg/kg e 30 pg/kg, respectivamente, para As total determinado em
figado bovino HGAAS [74]. AJTONY e colaboradores também obtiveram LD de 20 ug/kg
na determinagéo de As em mel por GFAAS [32].

Portanto, os parametros de desempenho estudados confirmaram a adequacéo ao

propdsito de uso da técnica de andlise de As em mel por HGAAS.
5.4.6 Determinacédo de As nas amostras de mel
Apés a validacdo, a metodologia analitica para determinacdo direta de As em mel

empregando a HGAAS foi aplicada em amostras provenientes de varias cidades de

Minas Gerais (Tabela 02), conforme o procedimento descrito nos itens 4.9 e 4.11 para
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analise de As. Em todas as amostras estudadas, a concentracdo de As foi inferior ao
limite de deteccdo do método (20 pg/kg) e também inferior ao limite estabelecido pelo
MERCOSUL (0,30 mg/kg) [9], ndo sendo possivel comparar os resultados obtidos por
essa nova metodologia com os resultados apresentados na Tabela 14 (As < 23 pg/kg).
Portanto, em relacdo a presenca de As, todas as amostras estdo adequadas para o
consumo. Estes resultados estdo de acordo com os valores obtidos por BATISTA e
colaboradores [28] que determinaram de 0,4 pg/kg a 20,2 pug/kg de As em amostras
coletadas no estado de S&o Paulo. Em outro trabalho, os resultados obtidos para analise
de As em amostras de mel coletadas na Franga foram menores que 27 pg/kg [31].
Ambos empregaram ICP-MS nas determinacbes. AJTONY e colaboradores
determinaram As em 42 amostras de mel coletadas na Hungria por GFAAS. O As foi

encontrado em apenas 9 amostras, com resultados variando de 4,1 a 13,0 pg/kg [32].
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5.5 Otimizacdo de método analitico para determinacdo Cd, Cu e Pb em mel
empregando TS-FF-FS-AAS

Para desenvolver um método de determinacdo de elementos tragco como Cd, Cu e
Pb em alimentos é necessario dispor de equipamentos com capacidade de medicdo de
concentracfes desses elementos em niveis de pg/L. O TS-FF-AAS € uma técnica
relativamente nova que apresenta um incremento significativo na sensibilidade da
tradicional espectrometria de absorcdo atdbmica com chama, através da adaptacdo de um
capilar de ceramica encaixado em um tubo de niquel posicionado sobre o queimador.
Este sistema permite a introducdo total da amostra sem o uso de um nebulizador,
aumentando o tempo de residéncia da nuvem atdomica dentro do atomizador e
contribuindo para um aumento na sensibilidade [68]. Este sistema apresenta um baixo
custo de aquisicdo, poupando-se gastos com compra de novos equipamentos como
espectrometros de atomizacgéao eletrotérmica e plasma indutivamente acoplado.

Um inconveniente do TS-FF-AAS era o maior tempo de analise requerido devido a
determinacdo monoelementar. Contudo, um estudo recente mostrou que o TS-FF-AAS
pode funcionar bem combinado com equipamentos que utilizam absorcdo atébmica
sequencial (TS-FF-FS-AAS), ou seja, que analisam mais de um elemento quimico de
forma sequencial rapida e, portanto, contribuindo para um menor tempo de andlise [63].
E também frequente a ocorréncia de efeito de matriz, quando se utiliza o preparo de
amostras na forma de emulsdes e suspensdes com analise por TS-FF-AAS, sendo
comum a utilizacdo da calibracdo com adicao de padrédo [61, 68].

Dentro desse contexto, para obter a melhor condi¢do para andlise sequencial de
Cd, Cu e Pb em amostras de mel, foram estudados os efeitos do comprimento e
guantidade de furos do tubo de niquel, fluxo da amostra e 0 modo de aquisicdo de sinal.
Em seguida, foram estudados os efeitos dos fatores tempo e temperatura de extracéo e
0 uso dos reagentes acido nitrico, acido cloridrico e peroxido de hidrogénio, utilizando-se

planejamentos fatoriais e CCD, descritos a seguir.

5.5.1 Avaliacdo do comprimento do tubo de niquel e da quantidade de furos na

resposta instrumental

Este estudo foi conduzido para escolher o tubo de niquel que proporcionasse uma

maior resposta em absorvancia. Deste modo, o desempenho de quatro tubos de niquel
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com comprimento e quantidade de furos distintos, foi avaliado apos leitura de solucdes
contendo Cd (10,0 ug/L), Pb (100 pg/L) e Cu (100 pg/L), conforme o item 4.10.1. Os
resultados obtidos sao apresentados na Tabela 34.

As leituras foram feitas utilizando-se os tubos de niquel primeiramente com o0s
furos posicionados para baixo, de forma que a chama penetrasse dentro do tubo, depois,
de forma invertida com os furos posicionados para cima e com a chama envolvendo o
tubo na parte exterior sem penetrar internamente. Para o Cd, a maior resposta foi obtida
com os tubos de 10 cm (6 e 10 furos invertidos) sem a chama dentro do tubo, pois houve
uma menor diluicdo do sinal pela chama, mas um resultado adequado pode ser obtido
com o tubo de 10 cm e 6 furos na posicao tradicional. Para o Pb, ndo houve sinal com o
tubo invertido devido a menor temperatura em seu interior, portanto, o melhor tubo foi de
6 furos e 10 cm. Para o Cu, foi obtido um maior sinal no tubo chanfrado, devido a maior
penetracdo da chama e maior temperatura, seguido dos tubos de 10 cm com 6 e 10

furos.

Tabela 34. Resultados obtidos (em absorvancia + desvio padrdo) na avaliagdo do
comprimento do tubo de niquel e da quantidade de furos, com furos posicionados para
baixo e para cima, apés leitura de solugbes padrao contendo Cd, Cu e Pb por TS-FF-FS-
AAS.

Caracteristicas do tubo

(comprimento / n° de furos) Absorvancia + desvio padrao

Furos posicionados para baixo Cd Cu Pb

10 cm / 6 furos
10 cm / 10 furos

10 cm / chanfrado

6 cm/ 6 furos

0,0151 + 0,0002
0,0123 + 0,0002
0,0061 + 0,0014
0,0094 + 0,0002

0,0029 + 0,0006
0,0029 + 0,0003
0,0066 + 0,0007
0,0007 = 0,0002

0,0076 + 0,0009
0,0035 + 0,0011
0,0053 + 0,0003
0,0032 + 0,0002

Furos posicionados para cima

10 cm / 6 furos
10 cm / 10 furos

10 cm / chanfrado

6 cm/ 6 furos

0,0172+ 0,0005
0,0169 + 0,0013
0,0040 + 0,0003
0,0089 + 0,0007

0,0003 +0,0017
0,0028 + 0,0004
-0,0004 + 0,0000
0,0010 + 0,0008

-0,0006 + 0,0003
0,0007 = 0,0005
-0,0001 + 0,0004
-0,0007 * 0,0002

Para decidir qual tubo deveria ser utilizado nas etapas seguintes da otimizacéo,

foram considerados os limites maximos permitidos pelas legislagbes vigentes.
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Considerando-se os limites estabelecidos pelo MERCOSUL [9] para o mel, de: 0,10
mg/kg (Cd) e 0,30 mg/kg (Pb) e o limite de 10,0 mg/kg (Cu) estabelecido pelo Brasil [6],
optou-se pelos uso do tubo de 10 cm e 6 furos, que foi 0 que apresentou maior resposta

para o Cd e Pb e a segunda melhor resposta para o Cu.

5.5.2 Avaliacao do fluxo de amostragem naresposta instrumental

Nesta etapa foram avaliados os fluxos de: 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mL/min durante a
leitura de solug¢des padréo de Cd (10,0 ug/L), Pb (100 pg/L) e Cu (100 pg/L), utilizando
um tubo de niquel de 10 cm e 6 furos, conforme o item 4.10.2. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 19.

Para o Cu, o fluxo de 0,8 mL/min apresentou absorvancia maior. Enquanto o Cd
apresentou uma menor influéncia do fluxo na resposta instrumental, apresentando pouca
diferenca na faixa de 0,6 a 0,7 mL/min. Para o Pb, o fluxo de 0,6 mL/min apresentou
absorvancia maior. Portanto, optou-se por manter os estudos utilizando o fluxo de 0,6
mL/min nas etapas seguintes da otimizacdo, pois este apresentou os melhores

resultados para Pb e Cd.
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Figura 19. Grafico obtido apoés leitura de solugcbes contendo Cd, Cu e Pb apds leituras
por TS-FF-FS-AAS, com fluxos de amostragem de: 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mL/min.

5.5.3 Avaliacdo do modo de aquisi¢cédo de sinal

Durante as leituras por TS-FF-FS-AAS o0 software Spectra utilizado no

equipamento permite a aquisicdo de sinal proveniente da medida da altura, integracéo e
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area de pico, durante diferentes tempos (em s), conforme estabelecido pelo operador.
Com esse proposito, solugcdes padréo contendo Cd (10,0 pg/L), Pb (100 pg/L) e Cu (100
Mg/L), preparadas conforme descrito no item 4.10.3, foram lidas nos modos: altura de
pico, integracdo e area de pico, com aquisicdo de sinal por 3 s. A absorvancia foi maior
utilizando o modo area de pico para Cd, Cu e Pb, como mostra a Figura 20, logo optou-

se por utilizar esse modo de aquisicdo de sinal nas préximas etapas da otimizacao.

0,18
0,16 -
0.14 1 ECu
0,12 ~
0,10 ~ mPb
0,08 ~
0,06 -
0,04 -
0,02 ~
0,00

ocCd

Absorvancia

Altura de pico Modo integracao Area de pico

Figura 20. Gréfico obtido apds leitura de solucbes contendo Cd, Pb e Cu, nos modos:

altura de pico, integracéo e area de pico, com aquisi¢édo de sinal por 3 s.

5.5.4 Estimativa do LD para utilizagdo do TS-FF-FS-AAS nas analises de Cd, Cu e

Pb em mel

Neste estudo foi feita uma estimativa inicial do LD para avaliar a possibilidade de
uso do TS-FF-FS-AAS em conformidade com os limites estabelecidos pelas legislacbes
vigentes para Cd, Cu e Pb em mel. Na Tabela 35, foram resumidas as absorvancias
meédias obtidas e os desvios padrao relativos para cada concentracdo das curvas de
calibragéao preparadas como descrito no item 4.10.4.

Considerando somente o critério da EC [92], que estabelece um desvio padréo
relativo de no maximo 20 % para o LQ, pode-se estimar um LD de 2,5 pg/L para Cu e Pb
e 0,05 pg/L para o Cd. Os limites estabelecidos pelas legislagbes vigentes para o mel
sao: 10,0 mg/kg (Cu) [6], 0,20 mg/kg (Cd) [9] e 0,30 mg/kg (Pb) [9]. Considerando uma
diluicdo de 2,00 g de mel para 100,0 mL de solug¢ao, que corresponde a 200 pg/L de Cu,
2 ug/L de Cd e 6 pg/L de Pb, é possivel atender a legislagao utilizando o TS-FF-FS-AAS.
Portanto, a concentracdo de 2 % (m/v) de amostra de mel em solug&o serd utilizada nos

planejamentos fatoriais e CCD seguintes.
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Tabela 35. Resultados obtidos (em absorvancia) e DPR para as curvas de calibracdo
contendo Cd, Cu e Pb, apés as leituras feitas por TS-FF-FS-AAS utilizando integracéo de

area por 3 s.
Cd Cu Pb
Concentragao DPR Concentracéo DPR Concentracéo DPR
Abs Abs Abs
(Ho/L) (%) (Ho/L) (%) (Ho/L) (%)
0,05 0,0016 33,9 0,5 0,0018 42,3 0,5 0,0038 90,7
0,10 0,0030 19,2 1,0 0,0027 36,8 1,0 0,0055 71,4
0,25 0,0057 5,4 2,5 0,0054 32,1 2,5 0,0067 23,6
0,50 0,0116 3,1 5,0 0,0076 12,9 5,0 0,0146 18,6
1,00 0,0205 2,0 10,0 0,0118 11,0 10,0 0,0235 6,3
2,50 0,0507 1,0 25,0 0,0180 3,4 25,0 0,0374 5,6
5,00 0,0960 1,4 50,0 0,0315 5,1 50,0 0,0614 6,1
10,00 0,1880 0,8 100,0 0,0564 2,4 100,0 0,1236 5,4

O calculo do DPR das diferentes concentragdes da curva de calibragdo para
estimativa do LD foi uma estimativa otimista, mas na pratica os LDs obtidos podem ser
maiores, pois fatores como temperatura, tempo de extracdo e reagentes utilizados
podem interferir alterando consideravelmente essa estimativa. Portanto, em relacdo ao
modo de aquisicao de sinal, nas préximas etapas serd mantida a integracdo de area de
pico durante 3 s para Cd e Cu e aumentado para 6 s para o Pb, numa tentativa de obter

um LD inferior ao limite maximo permitido para esse metal em mel.

5.5.5 Planejamento fatorial

Uma vez que o uso de suspensdes se mostrou viavel para As e Hg utilizando
HGAAS e CVAAS, foram realizados testes iniciais utilizando essa metodologia e TS-FF-
FS-AAS. Entretanto, o uso de suspensdes ndo foi adequado devido a formacéo de
grande guantidade de residuo de carbono dentro do capilar de ceramica, seguido de
entupimento do mesmo. Assim, uma etapa de decomposi¢ao para reducdo do carbono
organico presente na amostra foi necessaria. Optou-se pela decomposic¢do via imida em
bloco digestor, devido ao menor custo e maior disponibilidade deste equipamento em
laboratorios de controle de qualidade de alimentos. No entanto, por tratar-se de um

sistema aberto, é necessario conhecer o efeito de alguns fatores, tais como o tempo e a
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temperatura de aquecimento, pelos quais deve passar a solucdo contendo a amostra,
evitando a perda dos elementos por volatilizacdo. Outro fator relevante € a escolha do
acido ou mistura de acidos que podem ser utilizados. Portanto, nesse trabalho foram
utilizados um planejamento fatorial 2* e um planejamento CCD (item 5.5.6) para estudar
os efeitos dos fatores: tempo e temperatura de decomposicdo e 0 uso dos reagentes
acido nitrico, acido cloridrico e peroxido de hidrogénio para otimizacdo do método
analitico de determinacédo Cd, Cu e Pb em mel, utilizando TS-FF-FS-AAS.

No planejamento fatorial 2* foram estudados os efeitos dos fatores: F(1) &cidos
(HNO3 e HCI), F(2) volume de H,0,, F(3) tempo e F(4) temperatura de decomposicao,
conforme o item 4.10.5. Os niveis estudados em cada fator foram listados na Tabela 10.
Os resultados obtidos em termos de porcentagem de recuperacdo para solucdes
contendo amostra de mel contaminada com 10,0 mg/kg de Cu, 0,10 mg/kg de Cd e 0,30
mg/kg de Pb s&o mostrados na Tabela 36.

Apoés o calculo das porcentagens de recuperacdo média, foram calculados os
efeitos relacionados a cada fator e as interacfes entre os fatores para constru¢cdo dos
gréficos de Pareto para Cd, Cu e Pb (Figura 21). De acordo com a Figura 21, avaliando-
se o fator acido isoladamente, ao nivel de 95 % de confianca, a utilizacdo de HCI além
de HNOj3; néo contribuiu para um aumento na %R para Cu, e ndo apresentou efeitos
significativos para Cd e Pb. No entanto, o uso de H,O, aumentou a %R para o Cd nas
amostras estudadas. Ja 0 aumento na temperatura e no tempo de aquecimento
favoreceu a %R para o Pb, mas o aumento no tempo de aquecimento desfavoreceu a
%R para o Cd em mel. Em relacdo as interacfes entre os fatores (significativas ao nivel
de 95% de confianca) destacam-se a interacéo positiva entre o uso do H,O, com o0 HNO;3
para o Pb e a interacdo positiva entre o tempo e a temperatura de aquecimento para Cd
e Pb em mel. Portanto, optou-se por variar as propor¢cdes de H,O, e HNO3 e também o

tempo e a temperatura de aquecimento na elaboracdo do CCD, conforme o item 4.10.6.
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Figura 21. Gréafico de Pareto obtido no planejamento fatorial completo 2* para

determinacao de: (a) Cd, (b) Cu e (c) Pb em mel por TS-FF-FS-AAS.
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Tabela 36. Porcentagem de recuperacdo (%R) e desvios padrdo (s) obtidos nos

experimentos do planejamento fatorial 2* para amostras de mel com Cd, Cu e Pb.

Fatores codificados Cd Cu Pb
Ensaios F(1) F(2) F(3) F(4) %R *s %R *s %R s
le?2 -1 -1 -1 -1 99,7 + 51 129,2 + 0,2 1049 = 29
3e4d 1 -1 -1 -1 911 + 23 1145 = 0,7 89,2 + 4,6
5eb -1 1 -1 -1 959 + 3,0 116,2 + 19 84,1 + 51
7e8 1 1 -1 -1 109,7 £ 50 1036 + 5,2 958 + 0,6
9e10 -1 -1 1 -1 835 + 23 1296 + 0,9 100,2 + 34
11e12 1 -1 1 -1 87,1 + 1,7 1095 + 8,0 79,1 + 3,5
13e14 -1 1 1 -1 90,5 + 0,6 119,1 + 45 90,8 + 0,3
15e16 1 1 1 -1 90,2 + 1,5 96,3 + 0,8 93,1 + 45
17e18 -1 -1 -1 1 90,6 + 3,2 131,21 + 0,3 85,1 + 8,5
19e 20 1 -1 -1 1 884 + 0,8 1124 + 0,8 84,6 + 58
21e 22 -1 1 -1 1 96,1 + 272 1186 = 1,4 87,8 + 74
23e?24 1 1 -1 1 88,9 + 23 959 + 0,1 91,0 + 5,2
25e 26 -1 -1 1 1 958 + 16 139,12 + 5,3 1124 + 7,3
27 e 28 1 -1 1 1 90,8 + 45 1139 =+ 0,1 97,2 + 56
29e 30 -1 1 1 1 950 + 11 1115 + 3,2 98,8 + 1,7
31e32 1 1 1 1 86,2 + 0,1 941 + 0,7 110,3 + 21

5.5.6 Planejamento composto central

O planejamento CCD foi realizado apés a triagem dos fatores que afetam a

determinacao de Cd, Cu e Pb em mel por TS-FF-FS-AAS. Entre os fatores estudados no

planejamento fatorial (item 5.5.5) somente o uso de acido cloridrico ndo apresentou

efeito significativo positivo, assim, os fatores: propor¢cdo de HNO3; e H,O,, temperatura e

tempo de aquecimento foram estudados neste CCD, conforme o item 4.10.6. Os niveis

estudados em cada fator foram listados na Tabela 11. A Tabela 37 mostra os resultados

de recuperagédo (%) em cada ensaio do planejamento CCD para amostras de mel,

contaminadas com Cd, Cu e Pb.
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Tabela 37. Porcentagens de recuperacao (%R) e desvios padrao (s) obtidos nos ensaios

do planejamento CCD para amostras de mel contaminadas com Cd, Cu e Pb.

%R s
Ensaio Cd Cu Pb
1 116,2 104,4 104,1
2 100,0 97,4 94,0
3 103,8 108,7 115,8
4 94,5 102,1 100,7
5 1115 110,3 119,3
6 95,5 93,2 111,9
7 111,2 109,5 117,7
8 95,4 97,5 109,2
9 117,7 106,6 118,3
10 98,8 103,6 93,8
11 109,5 104,8 109,1
12 109,3 113,5 122,7
13 107,4 109,6 90,3
14 100,3 115,3 113,9
15 99,0+55 1151+25 1158+5,9

Com os 19 resultados de porcentagem de recuperacdo foi possivel calcular os
efeitos relacionados a cada fator e as interacdes entre os fatores na determinacgéo de Cd,
Cu e Pb em mel (Tabela 38). Os efeitos, bem como a regido étima definida pelos fatores
podem ser visualizados com o auxilio das superficies de resposta, mostradas na Figura
22, e foram construidas fixando-se a temperatura no nivel +1 (a e b) e o tempo no nivel 0
(c). As melhores condi¢cbes de temperatura, tempo e volume de H,O, correspondem ao
ponto maximo da superficie, que é o ponto onde a derivada da funcdo da superficie é
igual a zero. Estes pontos criticos sdo mostrados na Tabela 39.

O uso de H;O, para o Cd no planejamento fatorial indicava um efeito positivo
(Figura 24a), mas o CCD indicou um valor critico (Tabela 39) de -0,4, que corresponde a
adicdo de aproximadamente 0,8 mL deste reagente. Para o Pb, o efeito foi negativo
(Tabela 38), indicando a adicao de -0,6, que corresponde a 0,7 mL de H,O, (Tabela 39).
Para Cu, o efeito se manteve significativo e negativo (Figura 24b e Tabela 38), mas o

valor critico obtido foi positivo: +2,3, que corresponde a adicdo de 2,1 mL de H,0,. Como
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os resultados do Cu foram inconclusivos, optou-se por manter o uso do H,O,,
arredondando para um volume de 1,0 mL a ser adicionado.

O tempo foi significativo apenas para Cd, apresentando um valor critico de 0,2,
gue corresponde a 33 minutos (Tabelas 38 e 39), apesar de ter sido significativo para Pb
no planejamento fatorial, que indicou um tempo de 30 minutos.

A temperatura foi significativa apenas para Pb, apresentando um valor critico de
0,9, que corresponde a 128 °C, e manteve o efeito positivo observado no planejamento
fatorial (item 5.5.5), que indicou o uso da maior temperatura (130 °C), ao invés da menor
(80°C).

Portanto, pode-se concluir que a utilizacdo de 2,0 mL de HNO3 e 1,0 mL de H,0,
numa temperatura de 128 + 5 °C durante 30 minutos permite a determinacgdo de Cd, Cu
e Pb em amostras de mel por TS-FF-FS-AAS. Nestas condicdbes o método foi

considerado otimizado e a validacéo foi realizada conforme descrito no item 4.11.

Tabela 38. Porcentagem de recuperacdo media (+ estimativa do erro experimental) para
os efeitos de cada fator e interagdes entre os fatores, provenientes dos experimentos do

planejamento CCD para amostras de mel contaminadas com Cd, Cu e Pb.

Efeito + erro

Fatores Cd Cu Pb
Porcentagem de recuperacao 115,4+1,2* 99,2+2 8* 115,8+3,0*
F(1) HNO3 + H,0, (mL) -3,5+0,7* -6,5+1,5% -6,0+1,6*
F(2) Tempo (min) 2,0+0,7 -1,4+1,5 2,7+1,6
F(3) Temperatura (°C) 0,6+0,7 -0,9+1,5 6,1+1,6*
F(lel) -4,8+0,7* 2,4+1.6 -3,1+1,7
F(2e 2) -3,3+0,7* 2,8+1,6 0,3+1,7
F(3 e 3) -2,2+0,7 0,8+1,6 -4,5+1,7
F(1e?2) 0,7+0,9 0,9+2,0 -0,8+2,1
F(1e3) -1,9+0,9 -0,8+2,0 1,242,1
F(2 e 3) -0,7+0,9 2,2+2,0 -2,8£2,1

*Efeito estatisticamente significativo ao nivel de significancia o de 0,05, pelo teste t de Student.
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Figura 22. Superficies de resposta obtidas na otimizacdo utilizando CCD para

determinacao de (a) Cd, (b) Cu e (c) Pb em mel por TS-FF-FS-AAS. As figuras foram
construidas fixando-se a temperatura no nivel +1 (a e b) e o tempo no nivel 0 (c).
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Tabela 39. Valores criticos obtidos nos experimentos do planejamento CCD para

amostras de mel contaminadas com Cd, Cu e Pb.

Valores criticos

Fatores Cd Cu Pb
F(1) HNO3 (2,0 mL) + H,0, -0,4 (0,8 mL) 2,3 (2,1 mL) -0,6 (0,7 mL)
F(2) Tempo 0,2 (33 min) -1,7 (5 min) -1,0 (15 min)
F(3) Temperatura 0,3 (116 °C) 3,9 (190 °C) 0,9 (128 °C)

5.5.7 Método otimizado

O seguinte método foi otimizado para a determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel
utilizando TS-FF-FS-AAS: pesar 1,00 g de amostra diretamente para tubos de vidro,
adicionar 2,0 mL de HNOj3; e levar ao aquecimento em bloco digestor. Os tubos devem
ser colocados no bloco digestor, que deve estar a temperatura ambiente. Ajustar a
temperatura do bloco para 70 °C. Ao atingir essa temperatura manter os tubos em
aguecimento por 5 minutos e com agitacdo manual. Em seguida, elevar a temperatura a
128 + 5 °C e manter o aquecimento durante 15 minutos. Adicionar 1,0 mL de H,0, e
continuar a digestdo da amostra por mais 15 minutos, mantendo-se a temperatura em
128 + 5 °C. Ao final, os tubos devem ser esfriados até atingir a temperatura do ambiente
e os digeridos transferidos para frascos de polipropileno de 50 mL de capacidade,
utilizando-se agua ultra pura para completar o volume. As andlises devem ser feitas por
TS-FF-FS-AAS utilizando-se tubo de niquel com 6 furos. A aquisicdo de sinal deve ser
feita utilizado a integracdo de area de pico durante 3 s para Cde Cue 6 s parao Pb e
fluxo das solugbes de 0,6 mL/min. Esta metodologia foi validada conforme o
procedimento descrito no item 5.5.8 e foi aplicada na determinacdo de Cd, Cu e Pb em
amostras de mel conforme o item 5.5.9.

5.5.8 Validacdo do método analitico

A seletividade e a linearidade do método de determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel
utilizando TS-FF-FS-AAS foi avaliada através do preparo de trés curvas de calibragéo,
contendo Cd, Cu e Pb em concentracdes de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 pg/L; 0,0;
80,0; 110,0; 140,0; 170,0; 200,0 e 230,0 ug/L e 0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0, 25,0 e 30,0
Mg/L, respectivamente, sendo duas curvas contendo também 2,0 % (m/v) de mel,
provenientes de duas regides distintas do estado de Minas Gerais, sendo a amostra 1 de

coloracdo amarelo claro e a amostra 2 de cor amarelo escuro. As trés curvas foram
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preparadas em triplicatas independentes. As solucdes foram preparadas nas condicdes

descritas nos itens 4.11 e 5.5.7. Apés as medidas, o tratamento estatistico dos dados foi

feito utilizando o mesmo procedimento descrito no item 5.2.6. Foram confirmados os

requisitos de normalidade, homoscedasticidade, independéncia dos residuos e a

significancia da regressao e desvio da linearidade nas curvas de calibracdo preparadas

com ou sem adicdo de amostra. Os resultados obtidos foram resumidos nas Tabelas 40,

41 e 42 para Cd, Cu e Pb, respectivamente.

Tabela 40. Dados estatisticos obtidos na avaliacdo dos requisitos de normalidade,

independéncia, homoscedasticidade, andlise de variancia da regressdo e desvio da

linearidade, para as trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Cd sem e com

adicao de mel (1) e (2).

Estatistica Curva sem matriz Curva matriz 1 Curva matriz 2
a 0,0008 + 0,0007 0,0021 + 0,0020  0,0023 + 0,0018
B 0,0181 + 0,0002 0,0183 = 0,0007 0,0182 + 0,0006
Numero de observacdes
n 15 18 18
Normalidade
R 0,9884 0,9692 0,9895
Reritico 0,9506 0,9567 0,9567
p p>0,10 p > 0,10 p>0,10
Independéncia
d 2,334 1,339 2,301
N&o ha autocorrelacdo 1,360<d<2,640 1,260<d<2,740 1,390<d<2,610
p p>0,10 p > 0,05 p > 0,10
Homoscedasticidade
tL 1,358 0,638 0,109
p 0,197 0,532 0,914
Regressao
F 2,858 x 10” 3,534 x 10° 4,375 x 10°
p 4,09 x 102 3,35 x 10%° 6,11 x 10
Desvio da linearidade
F 0,671 2,378 1,654
p 6,28 x 10 1,10 x 10 2,25 x 107
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A distribuicdo normal dos residuos da regressao foi confirmada pelo céalculo do R
de Ryan-Joiner, indicando desvios da normalidade nao significativos (p > 0,10). A
independéncia dos residuos da regresséao foi observada pelas estatisticas d de Durbin-
Watson, nao foi observada autocorrelagdo significativa para p > 0,10, com excecéo do
Cd (p > 0,05, Tabela 40). A homoscedasticidade foi observada com estatisticas t| nédo
significativas para p > 0,05. A alta significancia da regresséao (p < 0,001), com desvio da
linearidade néo significativo (p > 0,05) pode ser observada nas Tabelas 40, 41 e 42,

indicando a adequagéao do uso do MMQO para a faixa de trabalho proposta.

Tabela 41. Dados estatisticos obtidos na avaliacdo dos requisitos de normalidade,
independéncia, homoscedasticidade, andlise de variancia da regressao e desvio da
linearidade, para as trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Cu sem e com
adicdo de mel (1) e (2).

Estatistica Curva sem matriz Curva matriz 1 Curva matriz 2
a -0,013 + 0,003 0,006 + 0,003 0,001 + 0,003
B 0,00029 + 0,00002 0,00034 + 0,00002 0,00037 + 0,00002

Numero de observacdes

n 16 14 17
Normalidade
R 0,9713 0,9708 0,9670
Reritico 0,9529 0,9481 0,9549
p p>0,10 p>0,10 p>0,10
Independéncia
d 2,288 2,198 1,941
N&o ha autocorrelacdo 1,370<d<2,630 1,350<d<2,650 1,380<d<2,620
p p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
t 0,803 0,702 0,534
p 0,435 0,496 0,601
Regressao
F 1,324 x 10° 2,298 x 10° 1,622 x 10°
3,03x 10" 4,43 x 10" 1,05 x 10*°
Desvio da linearidade
F 2,392 0,511 0,797
1,20 x 10" 7,30 x 10 5,51 x 10"
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Tabela 42. Dados estatisticos obtidos na avaliagdo dos requisitos de normalidade,

independéncia, homoscedasticidade, analise de variancia da regressdo e desvio da

linearidade, para as trés curvas de calibracdo do método de determinacdo Pb sem e com

adicdo de mel (1) e (2).

Estatistica Curva sem matriz Curva matriz 1 Curva matriz 2
a -0,009 + 0,001 -0,006 + 0,002 -0,004 £ 0,002
B 0,0019 + 0,0001 0,0018 + 0,0001 0,0021 + 0,0001
Numero de observacdes
n 14 14 14
Normalidade
R 0,9880 0,9713 0,9747
Reritico 0,9481 0,9481 0,9481
p p>0,10 p>0,10 p>0,10
Independéncia
d 1,858 2,408 1,528
N&o ha autocorrelacdo 1,350<d<2,650 1,350<d<2,650 1,350<d<2,650
p p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
tL 0,978 1,011 0,312
p 0,347 0,332 0,760
Regresséo
4,187 x 10° 1,955 x 10° 2,945 x 10°
1,23 x10™"° 1,16 x 10 1,01 x 10
Desvio da linearidade
1,222 0,811 1,002
3,74 x 10" 5,16 x 107 4,60 x 10™

As curvas analiticas preparadas sem adicdo de amostra e os graficos dos

residuos obtidos apés a exclusdo dos pontos extremos sdo apresentados na Figura 23.

A linearidade foi confirmada para o Cd, Cu e Pb, nas faixas de 0,5 a 5,0 ug/L, 80,0 a

230,0 pg/L e 5,0 a 30,0 ug/L, respectivamente, que correspondem a 0,025 e 0,250 mg/kg
(Cd), 4,00 e 11,50 mg/kg (Cu) e 0,25 e 1,50 mg/kg (Pb). Portanto, as faixas lineares
obtidas sdo adequadas para determinar os limites de 0,10 mg/kg (Cd), 10,0 mg/kg (Cu) e

0,30 mg/kg (Pb), estabelecidos pela legislacéo [6, 9].
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Figura 23. Curvas de calibracao de: (a) Cd, (b) Cu e (c) Pb sem a matriz. Graficos dos
residuos da calibracdo obtidos para o método de determinacéo (d) Cd, (e) Cu e (f) Pb
sem a matriz utilizando TS-FF-FS-AAS.

A seletividade, em termos de efeito de matriz, foi avaliada através da comparacéo
entre 0os parametros de regressdo B e a, da equacgao: Y; = BX; + a, apresentados nas
Tabelas 40, 41 e 42. Nao foi observado efeito de matriz pelo teste t, ao nivel de

confianca de 95 %, entre a curva de calibracdo aquosa e as curvas adicionadas de
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matriz para o Cd e Pb. Entretanto, para o Cu, foi observado efeito de matriz entre as
curvas de calibragcdo aquosa e as curvas adicionadas de matriz, mas ndo houve
diferenca ao comparar as duas curvas adicionadas de matriz. Dessa forma, a curva de
calibragdo deve ser preparada com adicao de matriz branca, ou seja, amostra sem 0s
analitos Cd, Pb e Cu.

A veracidade e a precisdo foram avaliadas através de ensaios de adicdo e
recuperacdo, utilizando-se de matriz branca fortificada, pois ndo existem materiais
certificados de mel disponiveis. A precisao foi estudada em niveis de repetibilidade e de
precisdo intermediaria, que consistiu na repeticdo dos ensaios em diferentes dias.

A veracidade e a precisdo do método de determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel
foram determinadas realizando-se o preparo de solucées contendo 2,0 % (m/v) de mel e
adicdo de Cd, Cu e Pb nas concentraces mostradas na Tabela 43 e submetidas aos
procedimento de preparo descrito no item 4.11, num total de seis repeticdes. Em outro
dia foram preparadas seis solu¢gdes contendo 2,0 % (m/v) de mel, contaminadas com
0,100 mg/kg de Cd, 10,0 mg/kg de Cu e 0,50 mg/kg de Pb para avaliacdo da precisao
intermediaria. Os resultados obtidos para veracidade e precisdo estdo apresentados na
Tabela 43.

Tabela 43. Porcentagem de recuperacdo (%) e DPR (%) de repetibilidade ou preciséo

intermediaria em diferentes niveis de concentracdo de Cd, Cu e Pb.

Cd Cu Pb
Concentragdo %R + DPR Concentracdo %R + DPR Concentragdo %R + DPR
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) mg/kg (%)
0,010 63,2 £ 36,1 1,0 129,4 + 10,7 0,10 154,1 + 29,0
0,025 108,4 + 19,7 4,0 97,8+94 0,25 96,8 + 10,0
0,050 91,4+6,8 5,5 102,0+7,1 0,50 92,5+ 11,6
0,100 98,9+4,1 7,0 98,7+5,9 0,50* 91,6 +8,1
0,100* 98,8 £ 6,0 8,5 101,11+ 3,6 0,75 98,7+ 8,4
0,150 102,8 + 3,8 10,0 97,3+3,1 1,00 102,21 +£2,0
0,200 101,0+1,6 10,0* 99,0 + 3,2 1,25 96,6 £ 8,0
0,250 99,0+ 2,0 11,5 97,2+1)9 1,50 98,7+5,5

*Obtido nas condic¢des de precisdo intermediaria.
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A avaliacao da veracidade, em termos de porcentagem de recuperacao, variou de
91,4 % a 108,4 % na faixa de 0,025 a 0,250 mg/kg (Cd), 4,00 a 11,50 mg/kg (Cu) e 0,25
e 1,50 mg/kg (Pb), estando de acordo com os critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA
[72] e pela EC [92], que estabelecem para concentracdes acima de 0,01 mg/kg,
recuperacdes entre 80 % e 110 %.

A precis@o sob condi¢des de repetibilidade e precisdo intermediaria variaram de
1,6 % a 19,7 %, na faixa de 0,025 a 0,250 mg/kg (Cd), 4,00 a 11,50 mg/kg (Cu) e 0,25 e
1,50 mg/kg (Pb), estando de acordo com os critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA
[72] conforme a faixa de concentragdo: de 0,01 a 0,10 mg/kg até 20%, de 0,10 mg/kg até
1,0 mg/kg até 15 % e acima de 1,0 mg/kg até 10 %.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estabelecidos comparando a
veracidade e precisdo obtidos em ensaios de adicdo e recuperacdo em diferentes niveis
de concentracdo de Cd, Cu e Pb, conforme a Tabela 43. Nas concentracfes de 0,025
mg/kg (Cd), 4,0 mg/kg (Cu) e 0,25 mg/kg (Pb), as porcentagens de recuperacao e 0s
DPR obtidos estdo de acordo com os critérios de aceitacdo definidos pelo MAPA [72] e
foram estabelecidos como limite de quantificacdo do método. As concentracdes de 0,010
mg/kg (Cd), 1,0 mg/kg (Cu) e 0,10 mg/kg (Pb) ndo atenderam a faixa de 80 % a 110 %
de recuperacédo definida pelo MAPA [72] e foram estabelecidos como limite de deteccao
do método. Em solucéo, essas concentracdes correspondem a 0,2 ug/L (Cd), 30,0 pg/L
(Cu) e 2,0 pg/L (Pb). Em estudos recentes, utilizando TS-FF-FS-AAS para determinacao
de Cd, Cu e Pb em material de referéncia certificado de cabelo em pd, foram obtidos LDs
de 0,3 pg/L (Cd), 7,5 pg/L (Cu) e 4,4 ug/L (Pb) [63]. Os autores estimaram os LDs como
trés vezes o valor do desvio padrdo obtido das medidas de 10 brancos, dividido pela
inclinacdo da curva analitica. Essa diferenca encontrada nos LDs, e de forma mais
pronunciada no caso do Cu, pode ser explicada pelos diferentes métodos empregados
para estimativa desse parametro de desempenho.

Portanto, a linearidade, veracidade, precisdo, limites de deteccdo e de
guantificacdo, confirmaram a adequacdo ao propoésito de uso do TS-FF-FS-AAS para
determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel em atendimento aos limites maximos adotados
pelo BRASIL [6] e MERCOSUL [9].

Destaca-se ainda, que houve um ganho de sensibilidade com o uso do TS-FF-FS-
AAS em comparagdo ao FS-FAAS de 67,2; 3,4 e 72,8 vezes para o Cd, Cu e Pb,

respectivamente, comprovando que o confinamento da nuvem atémica dentro do tubo de
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niquel aquecido proporciona maior sensibilidade do que utilizando-se somente a chama
no modo FS-FAAS (Tabela 44),

Tabela 44. Comparacdo entre o desempenho do TS-FF-FS-AAS e FS-FAAS para
determinacao de Cd, Cu e Pb.

Cd Cu Pb
Faixa linear TS-FF-AAS 0,5a5,0 80,0 a 230,0 5,0a 30,0
(ug/L) FS-FAAS 150 a 900 350 a 2100 550 a 3300

Curva de TS-FF-AAS y =0,0183x + 0,002 y = 0,00034x + 0,006 y = 0,0018x - 0,006
calibracdo FS-FAAS y = 0,0003 + 0,005 y =0,00010x + 0,004y = 0,00003x + 0,002
Ganho analitico 67,2 3,4 72.8

5.5.9 Determinacgéo de Cd, Cu e Pb nas amostras de mel

Apbs a validacdo, a metodologia desenvolvida para determinar Cd, Cu e Pb em mel
utilizando TS-FF-FS-AAS, descrita no item 5.5.7, foi aplicada na analise das 35 amostras
produzidas no estado de Minas Gerais (Tabela 02). O Cu foi detectado em uma amostra,
sendo obtido 1,1 mg/kg, o Pb foi determinado em duas amostras, sendo obtido 0,14
mg/kg e 0,17 mg/kg (Tabela 45). Estes valores ndo diferiram do valor esperado (Tabela
45), obtido por ICP-MS (conforme os itens 4.6 e 4.11.3), utilizando o teste t, ao nivel de
95 % de confianca. Em relagédo ao Cd, todas as amostras apresentaram concentracao
menor que 0,010 mg/kg. Esses valores séo inferiores ao limite estabelecido pelo Brasil,
de até 10 mg/kg (Cu) [6], e MERCOSUL [9], de: 0,10 mg/kg (Cd) e 0,30 mg/kg (Pb) para
mel e possivelmente ndo oferecem riscos a salde dos consumidores em relacdo a esses

contaminantes.

Tabela 45. Comparacéo entre os resultados obtidos na determinacdo de Cu e Pb em mel
por TS-FF-FS-AAS e ICP-MS.

Municipio de Cu (mg/kg) Pb (mg/kg)
origem TS-FF-FS-AAS ICP-MS TS-FF-FS-AAS ICP-MS
Jo&o Monlevade 1,08 + 0,30 1,18 + 0,05 - -
Mariana - - 0,14 +£ 0,04 0,13+0,01
Brumadinho - - 0,17 + 0,03 0,16 + 0,01
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As trés amostras que apresentaram Cu ou Pb acima do LD do método foram
coletadas nos municipios de Mariana, Jodo Monlevade e Brumadinho e apresentam uma
coloracdo intensamente escura. Na amostra de mel coletada no municipio de Jo&o
Monlevade foi possivel detectar Cu e nas amostras coletadas em Mariana e Brumadinho
o Pb (Tabela 45). Os trés municipios localizam-se na regido central do estado de Minas
Gerais, conhecida como quadrilatero ferrifero, onde se concentram atividades de
exploracdo de ferro e siderurgia.

Esta contaminacdo pode ter sido causada por fontes externas ao apiario, mas
procedimentos incorretos empregados durante o processamento do mel e durante a sua
conservacdo nao devem ser descartados. Adicionalmente, devido a natureza acida do
mel, a liberacdo de elementos, por exemplo, Cu e Pb de ferramentas metalicas ou
recipientes pode ocorrer [33]. E ainda, a presenca de metais em mel produzido em
regides proximas a centros industriais pode ser causada por fontes externas, tais como,
a poluicéo industrial de fundicéo, as emissdes das fabricas e metalurgia de metais, que
contaminam o solo. Entretanto, as producfes na zona rural também podem estar sujeitas
a contaminacdo que pode ocorrer devido ao uso de agroquimicos, como adubos que
podem conter As, Cd, Cu, Hg e Pb, e tratamento farmacolégico com antiparasitas ou

acaricidas [29].
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6 CONCLUSAO

Nesse trabalho, foram desenvolvidos novos métodos para determinacdo de
contaminantes inorganicos em mel: As por HGAAS, Hg por CVAAS e DMA, e Cd, Cu e
Pb por TS-FF-FS-AAS.

Para a determinacdo direta de Hg em mel empregando CVAAS, as condicdes
otimizadas permitem determinar Hg em mel em concentracdes acima de 30,0 pg/kg. Um
segundo método foi otimizado e validado usando DMA para uma massa de amostra de
até 100 mg. Os dois métodos foram utilizados para quantificar Hg em amostras de mel
de diferentes municipios do estado de Minas Gerais e todas apresentaram concentracao
de Hg abaixo dos limites de deteccao de 30 pg/kg para CVAAS e 1,0 ug/kg para o DMA.
Pode-se concluir que esses valores ndo representam riscos a saude dos brasileiros (Hg
< 500 pg/kg [6]) ou a populagdo mundial, embora a comissao do Codex Alimentarius [7]
nao estabeleca um limite maximo de Hg em mel para exportacéao.

Pode-se concluir gue os métodos propostos para determinacdo de Hg em mel
foram r4pidos e simples e ndo necessitaram de decomposi¢do das amostras utilizando
acidos concentrados e aquecimento, o que € vantajoso, considerando a elevada
volatilidade do metal. No procedimento de determinacdo de Hg utilizando o DMA foi
possivel obter um LD bastante inferior ao procedimento de CVAAS, porque o DMA nao
requer etapas de diluicdo da amostra e ainda conta com uma etapa de pré-concentracéo
em um amalgamador de ouro. No entanto, este método utiliza um equipamento dedicado
a analise de Hg, enquanto o equipamento utilizado para geracao de vapor frio pode ser
usado também na geracdo de hidretos para outros elementos. Além disso, a CVAAS
permite o0 uso de massas maiores de amostra, ao contrario do DMA.

Um novo método para determinacdo direta de As em mel empregando HGAAS
também foi desenvolvido. Durante a validacdo ndo foi possivel estabelecer uma faixa
linear e mesmo utilizando o ajuste quadratico foi possivel obter parametros de
desempenho satisfatorios. Todas as amostras estudadas apresentaram concentracao de
As abaixo do LD do método (20 pg/kg) e também inferiores aos limites estabelecidos
pelo MERCOSUL (300 pg/kg) [9].

Os novos métodos desenvolvidos para determinagdo de As e Hg em mel foram

inovadores, pois 0s métodos tradicionalmente empregados nos centros de controle de
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gualidade de alimentos utilizam a decomposi¢do a quente da amostra para esse tipo de
deteccdo. Dessa forma, novas metodologias que possam ser aplicadas nesses
laboratorios de forma a evitar a digestdo da amostra refletem em uma inovagéo relevante
em termos de controle de qualidade. Os métodos otimizados sao r4pidos, de baixo custo
e sem problemas de contaminacéo e perdas dos elementos As e Hg por volatilizacao.

Para determinar os elementos Cd, Cu e Pb em mel néo foi possivel utilizar a
analise direta e por isso, foi desenvolvido um método que realiza a decomposicdo da
amostra com pequenos volumes de HNO3 (2,0 mL) e H,O, (1,0 mL), antes da analise por
TS-FF-FS-AAS. Os limites de detecc¢éo obtidos 0,010 mg/kg (Cd), 1,0 mg/kg (Cu) e 0,10
mg/kg (Pb) confirmaram a adequacdo ao propésito de uso do TS-FF-FS-AAS para
determinacdo de Cd, Cu e Pb em mel em atendimento aos limites maximos
estabelecidos pelo Brasil [6] e MERCOSUL [9]. Nas 35 amostras de mel analisadas, foi
possivel detectar Cu em uma amostra, sendo obtido 1,1 mg/kg e Pb em duas amostras:
0,14 mg/kg e 0,17 mg/kg. Em relacdo ao Cd, todas as amostras apresentaram
concentracdo menor que 0,010 mg/kg. Cabe destacar que houve um ganho de
sensibilidade com o uso do TS-FF-FS-AAS de 67,2; 3,4 e 72,8 vezes para o0 Cd, Cu e
Pb, respectivamente, em relacdo ao FS-FAAS. A combinacdo do TS-FF-AAS com o FS-
FAAS contribuiu para que houvesse um ganho de tempo de trés vezes em relacdo aos
equipamentos que utilizam o TS-FF-AAS de forma monoelementar, reduzindo 0s custos
dessa analise.

Embora o nimero de amostras analisadas pelos métodos propostos nao tenha
sido tdo grande, os resultados comprovaram a importancia do monitoramento previsto
em legislac@o, uma vez que foi possivel quantificar Cu e Pb em algumas amostras.

O projeto proposto traz, portanto, contribuicbes importantes na area da Quimica
Analitica, sugerindo métodos mais simples e viaveis de serem implementados na rotina
de laboratorios de controle de qualidade de alimentos. Nesse contexto, para trabalhos
futuros sugere-se a realizacdo de estudos colaborativos em diferentes laboratérios para

confirmar a aplicabilidade dos novos métodos.
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This paper describes the development of a fast method for determination of arsenate in samples of
honey. The variables studied in the optimization of the method were NaBH, concentration, pre-
reducing agent, HCI concentration, the diluent type and contact time with the sample. The optimized
conditions were 50 g L~! of sample prepared in 1.3 mol L' HCl and 10 g L' SC(NH;)>. The hydride
generation solutions were 8.5 g L=' NaBH, and 2.5 mol L=' HCL. The limit of detection (LOD) was
20 ng g7'. The validated method was used to quantify arsenate in 27 samples of honey collected
from different cities of Minas Gerais state, Brazil. All samples showed arsenate concentrations

below the LOD.

1. Introduction

Arsenic (As) is very dangerous when in contact with the human
body either by ingestion, skin absorption or by air. The toxicity
of this metalloid is directly related to the chemical species, as it is
known that inorganic As is more toxic than organic. In addition,
among the inorganic species, the trivalent As compounds are
more toxic than those that are pentavalent. Long-term exposure
can lead to systemic manifestations that are classified as either
carcinogenic or noncarcinogenic. The most affected organ is the
skin with cutaneous lesions. such as hyperpigmentation and
hyperkeratosis. Arsenic can also cause neuropathies, cardiovas-
cular disease, anemia and diabetes.! Thus, the presence of As in
food is undesirable.

Honey is a food subject to the accumulation of inorganic
contaminants because bees tend to cover large areas in search of
nectar. Thus, the knowledge of As in honey is of interest not only
for quality control but also as an environmental indicator; it is
estimated that bees can travel over an area of 7 km* around the
hive, interacting with air, water and soil along the way.>*

In recent years, the concentrations of total As have been
determined in honey from several countries, such as: Croatia (4
105 ng g7"),* Hungary (<13 ng g7'),° France (<27 ng g'),% ltaly
(<20 ng g~").7 Spain (140-260 ng g").* Poland (26-344 ng ¢')°
and Bangladesh (17-20 ng g7")." It is worth noting that in
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Bangladesh there is arsenic contamination in groundwater due
to the geology of the area and the reported concentrations are
of samples imported by United Kingdom. Only the honey
from Poland exceeded the standards set for As by this country
(<200 ng g").?

Elevated levels of As in honey are undesirable because of its
toxicity. In 2010, the Brazilian Program for Control of Residues
and Contaminants in Foods, such as honey, established a limit of
500 ng g=' for As." While the Codex Alimentarius Commission'
has established maximum levels for As in water. oil and salt of
10ng g™, 100 ng g" and 500 ng g~', respectively, a value has not
been established regarding honey. Recently, Mercosur®® adopted
a limit of up to 300 ng g~' for As in honey. This value became
valid also in Brazil, a member of Mercosur.

I'he extraction of As from foods can be made using digestion
by heating and with mixtures of acids or other oxidants.
However, to avoid loss by evaporation, these procedures are
usually carried out using microwave systems. A more economical
alternative, which has been showing good results for As and
other contaminants, is solid sampling and direct analysis using
slurries.>'* Besides the advantage of reducing contamination of
the sample due to lower consumption of concentrated acids,
direct analysis also reduces the sample preparation time and,
because it is a procedure performed at room temperature, the
chance of loss of analytes by volatilization decreases, providing
a higher sensitivity. These methods are mainly used with elec-
trothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)SM"
However, the determination of As in food by atomic absorption
spectrometry with hydride generation (HGAAS) typically shows
better results.”® The main advantage of this technique is the
separation of the analyte from the matrix due to the fact that
only a few elements are capable of forming volatile hydrides.
I'hen, the analyte can be transferred to the atomizer in an envi-
ronment free of contaminants to avoid possible interferences.
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Furthermore, the HGAAS sample introduction system is more
efficient than those based on conventional pneumatic nebuliza-
tion, with limits of detection (LOD) at the level of pg L=". On the
other hand, some factors related to the reaction of hydrides, such
as pH, concentration of reagents and the oxidation states of the
analyte, are critical. Its limitations may also include a suscepti-
bility to interference from the sample solution that could affect
the generation of steam and the purge of the solution.'

This study aimed to develop and validate a method. for the
direct determination of arsenate in honey using slurry sampling
and HGAAS, which is possible to be implemented in food
quality control laboratories.

2. Materials and methods
2.1. Instrumentation

Measurements were performed using an atomic absorption
spectrometer (SpectrAA 220FS, Varian Inc., Mulgrave, Aus-
tralia) and a hydride generation system (VGA 77. Mulgrave,
Varian Inc., Australia). Solutions of NaBH, and HCI were used
for the hydride generation, with a flow rate of 1.3 mL min~". The
sample flow rate was 8.0 mL min~". A hollow cathode lamp of As
was used, operating at 193.7 nm. Argon (White Martins, Brazil)
was used as carrier gas.

2.2. Reagents and samples

All reagents were of analytical grade. The solutions were
prepared with ultrapure water (resistivity of 18.2 MQ cm)
obtained using a Milli-Q purification system (Millipore, Bedford,
USA). A stock solution containing 1000 mg L' of As** (Titrisol,
Merck, Darmstadt, Germany) was used in this study. A 1000 pg
L' solution of As™ was prepared by diluting the stock solution
and was used to prepare the other reference solutions. HCL,
HNO,, NaBH,, NaOH, KI and SC(NH,); solutions were
prepared with Merck reagents (Darmstadt, Germany). All
glassware used was decontaminated before use by being washed
with detergent (Extran, Merck, Darmstadt, Germany), rinsed
with tap water followed by distilled water, and soaked in 100 mL
L' HNO; for at least 16 hours. Then, they were rinsed with
ultrapure water and dried at room temperature in a clean and
protected place.

The 27 honey samples were purchased from stores and
farmers’ fairs located in several cities of Minas Gerais state,
Brazil, some of which were obtained in collaboration with Food
Safety Laboratory of the IMA (Instituto Mineiro de Agro-
pecudria). Initially, fourteen honey samples were collected and
analyzed by ICP-MS (Section 2.5), in order to check if originally
there was arsenic present. As none of them showed arsenic
concentration above the limit of quantification (LOQ) of the
1CP-MS method (23 ng g='), one of these samples was chosen
and contaminated with arsenic (500 ng g=") for the development
and validation of the proposed methodology.

2.3. Method development

The method for direct determination of arsenate in honey by
HGAAS was developed employing a complete factorial design
(2% followed by a central composite design (CCD). In the

complete factorial design (2*), the factors studied were: concen-
trations of reducing agent (NaBHy), concentration of HCI used
in the hydride generation, concentration of HCI in the sample (as
a diluent) and the use of two different pre-reducing agents (KI
and SC(NHa,)») (Table 1). To obtain an appropriate signal in the
HGAAS system, As™ was added to the honey samples used in
the optimization to reach a final concentration of 500ng g='. This
experiment involved four factors with two levels each. In each
experiment. two replicates were made (total of 32 determina-
tions). The samples were prepared from the dilution of 5.0 g of
honeyin 100.0 mL of different HCI concentrations (Table 1). The
measurements in the HGAAS system were made approximately
two hours after the preparation of these solutions.

After processing the data of the factorial design, a CCD was
made to optimize the following factors: the HCl concentration in
the sample diluent, SC(NH»), concentration (pre-reducing
agent) and the NaBH, concentration, on the five different levels
presented in Table 1. Honey samples spiked with concentrations
of 500 ng g~" were also used in this study. The test level corre-
sponding to the central point was conducted in quintuplicate,
requiring a total of 19 experiments.

Subsequently, the sample concentration and the contact time
with the diluent were evaluated by preparing solutions contain-
ing2.0g,40g60g,8.0 gand 10.0 g of honey spiked with 500 ng
g~ of As", HCl was added to the sample to obtain a 1.3 mol L™
solution with 1.0 g SC{NH,),. The final volume of solution that
contains the sample was 100.0 mL. After two hours, the solutions
were analyzed using HGAAS, and As measurements were made
using optimized conditions: 8.5 g L~' NaBH,in 5.0 g L' NaOH
and 2.5 mol L' HCL. The solution containing 2.0 g of honey was
also examined under the same conditions after four hours. All
tests were conducted in triplicate.

24. Validation

A study of the performance of the developed method was con-
ducted to demonstrate that it operated properly in routine
laboratories. The analytical performance parameters evaluated
were linearity, selectivity, accuracy, precision, LOD and LOQ.
The validation process was conducted through tests with stan-
dard solutions, blanks and samples spiked with analyte. The
validation of this method was based mainly on the recommen-
dations of the Guide for Validation of Analytical Methods of
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio e
Qualidade Industrial)."”

Table 1 Factors and levels studied in the complete factorial design and
central composite design

Factors Levels

Complete factorial design:

NaBH, (g L) 5.0 and 8.5

HCI {mol L") 2.5and 5.0

HCI (diluent) {mol L-1)
Pre-reducing (10 g L")
Central composite design:
HCI (diluent) {mol L")
SC(NHy), (g LY
NaBHs(g L™

0.0 and 1.0
KI and SC(NHa2)2

0.2, 0.5, 1.0, .5 and 1.8
.4, 7, 10and 12
.4, 7, 10 and 12

2
2
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2.5. Determination of As in honey

The validated analytical methodology for direct determination of
arsenate in honey using HGAAS was applied to 27 honey
samples from several cities of the Minas Gerais state, Brazil.
Solutions containing 5.0 g of samples in a final volume of 100 mL
were analyzed according to the description in Section 3.2.

The honey samples were also analyzed employing a reference
method to ensure accurate results. Reference method: a micro-
wave oven system equipped with quartz vessels and a tempera-
ture sensor (Multiwave 300, Anton-Paar, Graz, Austria) was
employed for sample digestion. Sample masses of 300 mg were
digested using 6.0 mL of HNO; (150 mL L") in a closed vessel.
After decomposition, digested solutions were transferred to
volumetric flasks and diluted to 15.0 mL with ultrapure water.
The microwave oven heating program was performed in five
steps: (1) 10 minutes until 1000 W (ramp); (2) 5 minutes at
1000 W; (3) 15 minutes at 900 W; (4) 15 min at 700 W; and (5)
15 min at 0 W (vent). The samples were analyzed by inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS, Varian 820 MS,
Varian Inc., Mulgrave, Australia) using isotope As™ and yttrium
as an internal standard. Operational conditions were: plasma
power 1.5 kW, plasma gas flow 17.0 L min~', auxiliary gas flow
1.7 L min~', and nebulizer flow 1.0 L min~".

3. Results and discussion

3.1. Development of the method for the direct determination of
arsenate

The reducing agent NaBH, was chosen because of its tradition-
ally good performance, low cost and ease of use with the
HGAAS technique. The concentration of 5.0 g L™' was recom-
mended by the manufacturer of the HGAAS for general samples
and the performance of the method was evaluated at a concen-
tration of 85 g L-' as well. The 5.0 mol L=" HCl was also
established by the manual of the equipment, but the value of
2.5 mol L' was chosen in this study as an attempt to obtain
satisfactory results with a lower consumption of this reagent. In
the determination of As, all species must be converted to As™ by
adding a pre-reducing agent. such as KI or SC(NH-),, before the
hydride generation step. This addition is necessary because As™
has hydride generation kinetics much slower than As™. This pre-
reducing step was chosen because of the good results obtained in
other reports.'®

Some difficulties may occur during hydride generation due to
the characteristics of the solution containing the sample, such as
sample concentration, pH, viscosity and foam production. Thus,
the effectiveness of the hydride generation with or without the
addition of HCI as a diluent was evaluated. Then, the experi-
mental design presented in Table | was performed and the results
are shown in Fig. L.

According to Fig. 1, all factors studied were significant (p =
0.05), and the increase in concentrations of NaBH, and HCI
showed an increase in instrumental response. In addition, the use
of SC(NH,), instead of KI showed a significant positive effect on
the instrumental response. In terms of costs, SC(NH-), values
about four times less than KI of similar quality. The use of HCI
(acidity of sample) showed the greatest positive effect on exper-
imental design, so this factor was varied and the concentration of

(3) Acidity of sample (HCI 6.9
(4) Pre-reducts E
(1) NaBH, concentration | 6.6
3by 9
(2) HCI concentration
p=0.05
Standardized Effect Estimate

Fig. 1 Standardized Pareto chart obtained in the factorial design 2* for
honey samples spiked with arsenic.

HCI used in the hydride generation was fixed at a low level
(2.5 mol L") in the next step of optimization.

The CCD was carried out in order to obtain the optimal
condition in a response surface (Fig. 2), which was defined by the
HCI and SC{(NH,), concentration in the sample and by the
NaBH, solution. Fig. 2 was obtained by fixing the concentration
of NaBH, at 8.5 g L', as this concentration had the best
response from the equipment. Observing Fig. 2, the point of
maximum response for the HCI concentration was obtained at
1.3 mol L~"and 10.0 g L' SC(NH,)-.

The optimized conditions were: 50.0 g L' of sample in 1.3 mol
L' of HCL, 10.0 g L' of SC(NH3),. 8.5 g L' of NaBH, and
2.5mol L' of HCI for hydride generation. These conditions were
used in the next step to study the ratio of sample mass/diluent
and the contact time of the sample with the diluent (HCI). This
study was done to better understand the performance of the
proposed procedure considering the practicality of the prepara-
tion of the samples for HGAAS.

For this purpose, solutions containing 2.0 g, 4.0 g,6.0 2,80 g
and 10.0 g of honey were analyzed according to the procedure
described in Section 2.3. The percentage recoveries ranged from
97.9% to 105.3%, and the relative standard deviation (RSD)
ranged between 0.6% and 5.5%. In all ratios evaluated, the results
are consistent with the acceptance criteria set by MAPA

Absorbance

sEs s s ssos=

Fig.2 Plot of estimate response surface for the As absorbance according
to concentrations of SC{NHa3)» and HCI, by fixing the concentration of
NaBHgat 8.5 g L7
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(Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento)' and by
the EC (European Commission).®® which provide recoveries
between 80% and 110% for concentrations above 10 ng g-'.
Furthermore, after four hours of rest, the analysis of the solu-
tions containing 2.0 g of honey showed an average recovery of
100.6% and a RSD of 0.6%. Therefore, the method has a good
performance for samples up to 10.0 g, and the solutions were
found to be stable for up to four hours after preparation.

3.2. Optimized method

The optimized methods were: 2.0-10.0 g of sample prepared in
1.3mol L' HCl followed by an addition of 10 g L=' SC(NH2), to
a final volume of 100 mL. After a maximum of four hours
resting, measurements in the HGAAS must be made using 8.5 g
L-'NaBH, in 5.0 g L7' NaOH as a reducing agent and 2.5 mol
L' HCl as a hydride generation reagent. The equipment
conditions were described in Section 2.1.

3.3. Validation

The linearity and selectivity were evaluated in accordance with
the INMETRO." This guide recommends the procedure, which
establishes the range of interest, the preparation of blank or
sample calibration curves for at least five concentration levels in
three independent replicates and the measurement of the
response of the equipment for the calibration solutions in
a random order.?' Thus, the selectivity and linearity were eval-
unated by measuring six calibration curves prepared by the
addition of As at concentrations of 0, 2, 5, 10, 20, 30 and 40 pg
L-!, corresponding to 0, 40, 100, 200, 400, 600 and 800 ng g~',
respectively. Three of these six curves were prepared with the
addition of honey 50 g L~"in 1.3 mol L~' HCl and the other three
only with 1.3 mol L-" HCL.

The detector response linearity was studied using the calibra-
tion curves with and without honey addition. The presence of
outliers was evaluated as points outside the range %1y . 42
Sres and was confirmed by the test of Jacknife standardized
residuals (/) calculated for each point on the calibration curve.
J. values greater than the critical ¢ value were considered outliers
and were removed. For each exclusion, the ordinary least squares
method (OLSM) was reapplied to the remaining data. The OLSM
was used to estimate the parameters of the equation ¥, =aX;+ b,
where Y, represents the instrument response and X; the concen-
tration of As (Fig. 3a and b). The OLSM minimizes the sum of
squared residuals from the regression curve and assumes that the
residues follow a normal distribution and are independent and
homoscedastic (i.e., with constant variance along the X axis).*'

The requirements of normality were confirmed using the Ryan
and Joiner test.* The homoscedasticity was confirmed by the
Levene test® with modifications.®* The independence of residuals
was evaluated by the Durbin and Watson test,” and the residuals
were autocorrelated. The £ test (ANOVA) was used to assess the
significance of the regression and linearity deviation.?® However,
the linearity was not confirmed in the range of 2 pg L™ to 40 pg
L-". During the data processing, several attempts were made to
obtain a linear range by reducing the working range, and, even in
a smaller range of 2 pg L' to 20 pg L', it was not possible
(Fig. 3b). The shape of a parabola observed in the plot of the

0.80 06
v = (00119 4 0.0002) % + [.O183 4 0.0047) 004
060 R* - 09857
.02 ' "
£oa = go0 |8 hd 3
o P 10 2 0 J.h £
020
D04
0.00 D06
0 n 20 30 40 St —
As pgll AmpL
(a) (dy
0.40 008
¥ = (0.0135 + 0.0002) x + (00067 + 0.0025)
2 5 an2
0.30 R*= 099357
001 *
*
z $ b4
20 T om0 H
.
o0l 5 " 15 * 2
010 +
002
.00 003
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As g/l
Asppll O] (€
050 0.03

¥ = 0.00009x" + 0.0152x + 0.0021
0 R’ = (L9967
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o ] o1 noo¥ 0 4
002 *
0.0
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Fig. 3 Linear curves without the matrix addition: (a) in the range of
2pg L' to 40 pg L' and (b) in the range of 2 pg L~ to 20 ug L. {c)
Curve without the matrix addition in the range of 2 ug L' to 40 pg L7,
using quadratic regression. (d), (e) and (f) Residuals plots referent to
graphics (a), (b) and (c), respectively.

residuals (Fig. 3d and e) suggested the use of a quadratic
regression, which could be represented by the equation ¥, =
aX? + bX; + c. Fig. 3¢ shows the calibration curve and Fig. 3f the
plot of the residuals of the calibration of As obtained in the range
of 2 ng L' to 40 pg L' using quadratic regression. The R* value
of 0.9987 confirmed that the quadratic fit was more appropriate
to these data, compared to the R* value of 0.9857 obtained in the
linear regression.

The same calibration curves used for linearity evaluation were
also used for the selectivity evaluation. It was performed in terms
of matrix effect and the results are presented in Table 2. The
results for concentrations of 0, 2, 3, 10, 20, 30 and 40 pg L' for
the curve without the matrix were compared point-by-point with
the curves with sample added using the F-test and r-test (Stu-
dent’s).”” No matrix effects were observed in any of the
concentration levels when calibration curves with and without
matrix addition were compared by the t-test at & = 0.05.

Table 2 Absorbance + standard deviation in the curves prepared with
or without matrix addition

Absorbance + standard deviation

Concentration

As{ug L™ Without matrix With matrix
2 0.031 = 0.001 0,032 £ 0.004
5 0,079 = 0.001 0.078 £ 0.003
10 0.145 £ 0.003 0.145 £ 0.003
20 0.269 + 0.005 0.265 + 0.009
30 0.380 £ 0,003 0381 £0.011
40 0468 + 0016 0462 +0.010

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2012

Anal. Methods, 2012, 4, 2068-2073 | 2071

121



The accuracy of the method was evaluated by addition and
recovery experiments using spiked samples because there are no
certified reference materials for honey containing As. The
precision was studied under conditions of repeatability and
intermediate precision."” The accuracy and precision were
determined by preparing solutions containing 50 g L' of honey
spiked with As up to concentrations of 300 ng g~"and 500 ng g™
in a total of six replicates. On a separate day, six solutions were
prepared again by another analyst for the evaluation of inter-
mediate precision in the same laboratory using the conditions
described in Sections 2.1 and 3.2. The accuracy ranged from
94.4% to 105.3% in terms of recovery percentage and agreed with
the acceptance criteria set by MAPA' and the EC.* which
provides recoveries between 80% and 110% for concentrations
above 10 ng g™'. Precision under repeatability conditions
obtained for different levels (300 ng g~' and 500 ng g~") ranged
from4.9% to 5.2% and the intermediate precisions were 4.0% and
2.1%, respectively. Repeatability and intermediate precision were
consistent with the acceptability criterion set by MAPA' and the
EC,* which establishes a RSD of up to 10% for concentrations
above 100 ng g~

The LOD and LOQ were also obtained by testing the accuracy
and precision in samples spiked with As. A recovery of 95.4%
and a RSD of 9.7% were obtained at a concentration of 2 ug L',
equivalent to 40 ng g ' which was established as the LOQ,
considering the concentration of 50 g L™ of honey in sample
solution. These results were consistent with the acceptance
criteria set by MAPA" and the EC.* which provide a RSDup to
20% for concentrations between 1.0 ng g~" and 100.0 ng g~'. The
LOD was 1.0 pg L', equivalent to 20 ng g™', as it showed no
precision under repeatability conditions (RSD of 28.1%). The
LOD and LOQ obtained were close to the limits obtained for
total As determined in bovine liver by HGAAS: 15 ng g~' and
30 ng g, respectively.?® The determination of total As in honey
by ETAAS also obtained an LOD of 20 ng g~'. Therefore, the
performance parameters studied confirmed quality assurance in
the direct determination of arsenate in honey.

3.4. Arsenate determination in honey samples

In all samples studied. the proposed methodology for the direct
determination of arsenate in honey using HGAAS showed
concentrations below the LOD (20 ng g=') and., thus. also below
the limit established by the Brazilian government and Mercosur
(300 ng g~'). Comparative analysis performed with the same
honey samples decomposed in a microwave oven system and
determined by ICP-MS provided concentration of total As below
23 ng g, Therefore, all of the samples analyzed were fit for
human consumption, concerning the presence of As. According
to the literature, As has been determined in honey samples from
Hungary (<13 ng g")* and France (<27 ng g ").* by ETAAS and
ICP-MS, respectively.

4. Conclusion

An analytical method for the direct determination of arsenate in
honey using HGAAS was developed and validated. The method
was innovative because the traditional methods used by food
surveillance centers are the decomposition of samples for this

type of detection. A new methodology that could be applied in
these laboratories in order to avoid sample digestion would
reflect in a relevant innovation in terms of potentiality of quality
control. The optimized method was found to be easy, fast., with
a low cost and without contamination problems. The validation
showed that it was not possible to make a linear fit for the cali-
bration curve, but satisfactory performance parameters were
obtained using quadratic regression. The standard validation
procedure used ensured that the merit parameters obtained were
satisfactory and adequate for quality control of honey samples.
All collected samples showed arsenate concentrations below the
LOD of the method.
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