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RESUMO 

Ações antropogênicas são as maiores responsáveis pela deposição de elementos químicos 

potencialmente tóxicos no meio ambiente. Agentes polinizadores, como as abelhas, podem 

interagir com essas espécies químicas, levando a transferência destes poluentes para as abelhas 

e os produtos da colmeia como: mel, pólen, própolis, geleia real e cera. Neste sentido, são 

desenvolvidos três métodos verdes para análise de produtos apícolas, pólen e mel, e 

determinação multielementar por técnicas espectrométricas. O primeiro, é um método para a 

determinação de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em pólen de abelha usando espectrometria de 

fluorescência de raios X por energia dispersiva (EDXRF) após preparo de amostra por 

suspensão (pólen e solvente eutético profundo natural composto de ácido láctico, glicose e água 

(NADES LGH)). Os limites de detecção foram 0,24; 0,07; 0,003; 0,05; 0,03 e 0,02 mg kg-1 para 

Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, respectivamente. Testes de recuperação foram realizados em amostras 

de pólen enriquecidas com 67 e 667 mg kg-1 dos analitos, e os resultados variaram de 80 a 

120%. Ainda, são apresentados dois procedimentos analíticos de decomposição orgânica, 

baseados em reações de ativação de persulfato, para determinação de multielementar em 

amostras de mel por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP OES). Os limites de detecção foram 10, 30, 2, 30, 10, 60 e 30 µg kg-1 para Zn, Co, Cd, 

Mn, Cr, Al e Cu, respectivamente, os quais são adequados para análise de alimentos de acordo 

com a legislação brasileira. A precisão foi avaliada pelo desvio padrão relativo (RSD) e foi 

menor ou igual a 3% para todos os analitos. Além disso, testes de recuperação foram realizados 

em amostras de mel enriquecidas com 0,5; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 50 mg kg-1 dos analitos, e 

os resultados variaram de 80% a 120%. Todos os métodos propostos foram avaliados como 

uma alternativa verde por meio de métricas sustentáveis. A pontuação final dessas métricas 

verdes garante que o método esteja alinhado com os critérios da química analítica verde (GAC). 

 

Palavras chave: Processo de oxidação avançado, amostragem por suspensão, química analítica 

verde, métricas verdes, calibração de dois pontos por correspondência de matriz.  

  



 

 

ABSTRACT 

Anthropogenic actions are the main contributors to the deposition of potentially toxic chemical 

elements in the environment. Pollinating agents, such as bees, can interact with these chemical 

species, leading to the transfer of these pollutants to bees and hive products such as honey, 

pollen, propolis, royal jelly, and wax. In this context, three green methods were developed for 

the analysis of beekeeping products, pollen, and honey, as well as multielement determination 

using spectrometric techniques. The first is a method for the determination of Ca, Fe, Co, Ni, 

Zn, and Cd in bee pollen using energy-dispersive X-ray fluorescence spectrometry (EDXRF) 

after sample preparation by suspension (pollen and a natural deep eutectic solvent composed of 

lactic acid, glucose, and water (NADES LGH)). The detection limits were 0.24, 0.07, 0.003, 

0.05, 0.03, and 0.02 mg kg⁻¹ for Ca, Fe, Co, Ni, Zn, and Cd, respectively. Recovery tests were 

performed on pollen samples spiked with 67 and 667 mg kg⁻¹ of the analytes, with results 

ranging from 80% to 120%. Additionally, two analytical decomposition procedures, based on 

activated persulfate reactions, were compared for multielement determination in honey samples 

using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). The detection 

limits were 10, 30, 2, 30, 10, 60, and 30 µg kg⁻¹ for Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al, and Cu, respectively, 

which are suitable for food analysis according to Brazilian regulations. Precision was evaluated 

through the relative standard deviation (RSD) and was ≤ 3% for all analytes. Furthermore, 

recovery tests were performed on honey samples spiked with 0.5, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, and 

50 mg kg⁻¹ of the analytes, with results ranging from 80% to 120%. All the proposed methods 

were assessed as green alternatives using sustainable metrics. The final score of these green 

metrics ensures that the methods align with the criteria of Green Analytical Chemistry (GAC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Advanced oxidation process, slurry sampling, green analytical chemistry, green 

metrics, matrix-matching two-point calibration. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

As ações antropológicas são a principal fonte de contaminação de espécies químicas 

potencialmente tóxicas para o meio ambiente (Storck, 2023). A avaliação da concentração 

dessas espécies pode auxiliar na compressão do impacto no meio ambiente e na saúde humana, 

bem como nos processos de bioacumulação desses contaminantes (Mishra, 2023). Nesta 

perspectiva, as abelhas e produtos apícolas têm recebido atenção entre os pesquisadores, por 

serem potenciais indicadoes ambientais, servirem de insumos para produtos nas indústrias 

farmacêuticas e de alimentos, e por estarem presentes na dieta humana (El-Didamony, 2024). 

Elementos essenciais são obrigatórios para os seres humanos, mas, se consumidos em 

excesso, podem causar problemas a saúde; esses elementos compreendem ferro, cromo, zinco 

manganês, cobre, cálcio, cobalto, magnésio e sódio. Elementos potencialmente tóxicos (mesmo 

em quantidades muito pequenas) podem causar envenenamento; esses elementos compreendem 

níquel, chumbo, cádmio, alumínio, arsênio e mercúrio (Arabameri, 2024). Esses metais e não 

metais podem estar presentes em qualquer quantidade em amostras de abelhas, e, 

consequentemente, em produtos derivados das abelhas, como própolis, geleia real, mel e pólen.  

A determinação de elementos traço muitas vezes está associada a dificuldades 

relacionadas a matriz dessses tipos de amostras, as quais são sólidas ou viscosas, assim como a 

limitações ligadas a etapa de calibração do método analítico, muitas vezes necessitando da 

utilização de metologias mais complexas de calibração, como calibração por adição de analito 

ou calibração por padrão interno (Pires, 2019). Estas dificuldades podem ser resolvidas 

utilizando uma etapa de preparo de amostras adequada e métodos de calibração menos 

dificultosos.  

Considerando que técnicas tradicionais de preparo de amostras (digestão por via seca 

ou úmida (Korn, 2008)) representam uma possível fonte de impacto negativo ao meio ambiente, 

no desenvolvimento de metodologias analíticas, aspectos relacionados à segurança do operador 

e ao impacto ambiental e humano gerados devem ser avaliados. Nessas circunstâncias, surge a 

química analítica verde (GAC) e a química analítica branca (WAC), as quais enfatizam a 

necessidade de solventes mais seguros e menos tóxicos, redução do consumo de energia, 

utilização de substâncias baseadas em fontes renováveis e eficiência analítica, emergindo como 

um caminho para se atingir a sustentabilidade (Armenta, 2008; Nowak, 2021).  

Neste sentido, neste trabalho foram desenvolvidos procedimentos analíticos baseados 

nos princípios da GAC e WAC para determinação elementar por técnicas espectrométricas. No 
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primeiro capítulo apresenta-se uma revisão da literatura, na qual se é discutido a utilização de 

técnicas espectrométricas na análise de abelhas, geleia real, cera de abelha, pólen, beebread, 

mel, própolis e geoprópolis, bem como os métodos de preparo de amostra adotados na 

determinação de metais e metalóides neste tipo de amostras. No segundo capítulo é descrito o 

desenvolvimnto de um método para a determinação multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, 

utilizando um solvente eutético profundo natural (NADES) no preparo de uma suspensão de 

amostra de pólen de abelha, para posterior determinação por fluorescência de raios-X por 

energia dispersiva (EDXRF). Já no terceiro capítulo, são desenvolvidos e comparados dois 

procedimentos de decomposição diferentes, baseados em reações de persulfato ativado para 

degradação orgânica de amostras de mel com subsequente determinação de Zn, Cd, Co, Mn, 

Cr, Al e Cu por espectrometria de emissão atômica por plasma indutivamente acoplado (ICP 

OES): (i) combinação sinérgica de ativação de persulfato por base e ativação de persulfato por 

ferro (APS/OH-), e (ii) combinação sinérgica de ativação de persulfato por ferro e ativação de 

persulfato por sonicação (APS/H+).  
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1.1 Introdução 

As ações antropogênicas, como o descarte de resíduos urbanos e industriais, o garimpo 

e a mineração, podem ocasionar a liberação de elementos químicos potencialmente tóxicos no 

meio ambiente (Zhou, 2018; Zhai, 2023). A deposição dessas espécies químicas, pode levar ao 

acúmulo nas plantas, as quais podem ser vetores de contaminação indireta, devido a processos 

de bioacumulação, para alguns polinizadores, como as abelhas, e, consequentemente, em 

produtos derivados das abelhas, como própolis, geleia real, mel e pólen (Hassona, 2023). 

Os elementos químicos potencialmente tóxicos, ainda, podem estar presentes na água, 

utilizada pelas abelhas para beber e resfriar a colmeia, como também, podem estar presentes na 

atmosfera, fazendo com que as abelhas os coletem durante o voo por meio dos pelos no seu 

corpo, antenas e patas (Zarić, 2017; Fry, 2023). Assim, ao deixarem as colmeias, as abelhas 

ficam expostas a diferentes espécies químicas, como metais e metaloides (Zarić, 2022) e, por 

conta, do comportamento móbil das abelhas e o constante contato com diferentes superfícies e 

ambientes, elas carregam os contaminantes para a colmeia (Finger, 2014), refletindo na 

composição dos produtos apícolas (Tutun, 2022). Como resultado da contaminação e do 

transporte de espécies químicas para colmeia, as abelhas e os produtos apícolas podem ser 

propostos como substrato bioindicador, que são definidos como organismo vivo e seus 

produtos, com os quais se pode estimar a direção e a intensidade das mudanças em seu ambiente 

de vida (Bargańska, 2015). 

É evidente que a determinação de metais e metalóides nas abelhas e seus produtos é 

fundamental para o monitoramento ambiental, e consequentemente para saúde humana (Pohl, 

2009a). Em vista disso, técnicas espectrométricas são empregadas na análise de amostras de 

produtos apícolas, como: a espectrometria de absorção atômica com chama (F AAS) (Pohl, 

2009b; Madejczyk, 2008) , espectrometria de absorção atômica eletrotérmica (ET AAS) (Conti, 

2001; Lambert, 2012) , espectrometria de emissão óptica com plasma acoplado indutivamente 

(ICP OES) (Yücel, 2013; Zhu, 2013) , espectrometria de emissão atômica com plasma de 

micro-ondas (MIP OES) (Varga, 2020) , espectrometria de massa com plasma acoplado 

indutivamente (ICP-MS) (Chudzinska, 2010; Chudzinska, 2012)   e espectrometria de 

fluorescência de raios-X (XRF) (Khuder, 2010) . Além disso, são utilizadas técnicas como 

analisador direto de mercúrio (DMA), espectrometria de absorção atômica por vapor frio (CV 

AAS) e espectrometria de fluorescência atômica por vapor frio (CV AFS) na determinação de 
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Hg (Vieira, 2014) e na determinação de As, Se, Sb, Cd e Pb, a espectrometria de absorção 

atômica por geração de hidretos (HG AAS) (Raeymaekers, 2006). 

As abelhas e os produtos da colmeia, apresentam composição química variada devido a 

fatores relacionadas a origem e ao ambiente, com proporções e/ou presença dos seus diferentes 

constituintes, como: proteínas, açúcares, lipídios, fibras, aminoácidos, enzimas, vitaminas, 

compostos fenólicos e minerais (Dawish, 2023). Diante da complexidade da matriz desses 

produtos, com altos teores de carbono (Morgano, 2012), e com a possibilidade de apresentar 

problemas relacionados à heterogeneidade das amostras e a interferências químicas durante as 

análises (Pohl, 2009b), diferentes estratégias de preparo de amostra podem ser adotadas, a 

depender da técnica espectrométrica a ser utilizada. 

Assim, neste capítulo são apresentadas e discutidas a utilização de técnicas 

espectrométricas na análise de abelhas, geleia real, cera de abelha, pólen, beebread, mel, 

própolis e geoprópolis, bem como os métodos de preparo de amostra adotados na determinação 

de metais e metaloides neste tipo de amostras. 

 

1.2 Produtos apícolas e contaminação por metais e não-metais 

Os produtos apícolas são substâncias naturais produzidas pelas abelhas, sendo 

secretadas naturalmente através de glândulas (geleia real e cera de abelha) ou obtidos através 

da coleta e processamento das abelhas (pólen, beebread, mel, própolis e geoprópolis) (Liu, 

2023) (Figura 1). 

Figura 1. Tipos de produtos apícolas. 

 

 

Fonte: adaptado de Nainu, 2021.  
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O pólen é um produto granular produzido por plantas para fins reprodutivos (Pacini, 

2020). Este produto apresenta propriedades organolépticas bem definidas, com cores variando 

entre branco, amarelo, laranja, vermelho e uma tonalidade mais escura, as quais dependem de 

fatores como origem botânica e composição química (Muradian, 2005). As abelhas, por sua 

vez, coletam o pólen das flores e o transportam para as colmeias, onde o armazenam e misturam 

com enzimas, mel ou secreção salivar e néctar (Fuente-Ballesteros, 2023). Esse pólen pode ser 

colhido das colmeias, produzindo o pólen apícola. Em termos de composição, o produto 

apresenta proteínas (5–60%), açúcares redutores e não redutores (13–55%), lipídios (4–7%), 

fibras brutas (0,3–20%), aminoácidos, além de ser uma fonte importante de vitaminas, 

compostos fenólicos bioativos e micronutrientes essenciais, como minerais (Fuente-Ballestero, 

2023; Sipos, 2020). Um produto diretamente obtido da fermentação do pólen, e da mistura 

saliva de abelha e néctar de flores, é o pão de abelha (Urcan, 2017). Este produto, é considerado 

funcional, possuindo várias virtudes nutricionais e diversas moléculas bioativas, bem como é 

um dos produtos mais ricos da colmeia em termos de macro e microelementos (Bakour, 2022). 

O mel é um líquido viscoso e doce produzido por abelhas a partir da coleta de néctar 

das flores ou outras secreções naturais contendo açúcares (Sixto, 2024). Neste produto há a 

presença de uma alta concentração de glicose e frutose, bem como elementos essenciais e não 

essenciais, carboidratos, enzimas e aminoácidos, constituintes necessários para a manutenção 

do metabolismo humano, fazendo do mel um alimento básico na dieta humana (Melaku, 2022).  

Outro produto advindo da coleta e processamento das abelhas, é a própolis. Este produto 

é uma mistura resinosa, coletada de fontes botânicas, como flores e exsudatos de plantas, a qual 

as abelhas mistura com secreções, cera e pólen (Ibáñez, 2023). Este produto apresenta uma 

ampla variedade de componentes, incluindo terpenos, polissacarídeos, ácidos aromáticos, 

polifenóis, ésteres de ácidos fenólicos, vitaminas, elementos essenciais e não essenciais, e 

aminoácidos (Huang, 2014), sendo associado a diversas propriedades medicinais, o que o faz 

ser utilizado por seus potenciais benefícios à saúde (Zulhandri, 2021). Quando as abelhas 

misturam o solo e própolis, obtém-se a geoprópolis, a qual apresenta fragmentos rígidos e 

grânulos de consistência heterogênea (Souza, 2013). Este produto tem uma matriz complexa, 

com terpenos, ácidos orgânicos, fenólicos e minerais, sendo amplamente utilizado em 

tratamentos medicinais (Cinegaglia, 2013). 

Dos produtos que são secretados naturalmente pelas abelhas, tem-se a geleia real e a 

cera de abelha. A geleia real é secretada pelas glândulas hipofaríngeas e mandibulares das 
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abelhas. Apresenta cor amarelada, e é composta, em base de peso úmido, de 60–70% de água, 

9–18% de proteínas, 3–8% de lipídios, 6–18% de hidrocarbonetos, 0,8–3,0% de minerais e 

pequenas quantidades de polifenóis e vitaminas (Hu, 2017). Este produto apresenta diversas 

propriedades funcionais, sendo amplamente promovida e comercialmente disponível como 

medicamento e alimento saudável (Hu, 2017; Park, 2020)  

Diferente da geleia real, a cera de abelha é produzida por glândulas produtoras de cera 

no abdômen das abelhas operárias (Nong, 2023). A cera de abelha tende a ser branca em seu 

estado natural, mas amarelada após contato com mel e pólen, incluindo em sua composição 

hidrocarbonetos, ésteres de ácidos graxos, diésteres, ácidos livres, álcoois graxos, compostos 

exógenos, e elementos essenciais e não essenciais (Hosseini, 2023). Ela é principalmente usada 

pelas abelhas para construir células de favo de mel, podendo ser utilizadas como vernizes e 

polidores, e no desenvolvimento de medicamentos e cosméticos (Nong, 2023; Pérez, 2013). 

Considerando que metais e metalóides ocorrem em níveis traço no ar, água, solo e 

plantas, através de ciclos geoquímicos, físicos e biológicos naturais (Silveira-Júnior, 2022), 

bem como devido a atividades humanas, como rejeitos de mineração, fundição, uso de 

agroquímicos, atividades industriais, tráfego rodoviário, entre outras (Hladun, 2016), as abelhas 

estão expostas a contaminação por esses elementos por meio de diversas rotas (Gekière, 2023). 

O contato com elementos potencialmente tóxicos pode ocorrer por via oral 

(internamente) ou por via tópica (externamente). Independente do comportamento das 

diferentes espécies de abelhas, todas estão potencialmente expostas através dos seus alimentos 

e água, utilizada para se hidratar e resfriar a colmeia (Zarić, 2022). Considerando que as abelhas 

carecem de mecanismos seletivos de detecção da presença de metais em alimentos, como 

arsênio, chumbo ou zinco (Monchanin, 2022), elas podem entrar em contato por via oral 

enquanto forrageiam e consomem recursos, bem como na fase larval, quando se desenvolvem 

sobre provisões alimentares (Gekière, 2023).  

Além da alimentação, as abelhas podem ser expostas a elementos potencialmente 

tóxicos através de materiais de nidificação; pedaços de folhas/pétalas ou lama (abelhas que 

nidificam em cavidades) ou solos (abelhas que nidificam no solo), bem como no ambiente que 

elas forrageiam, por adsorção na cutícula ou inalação através do sistema traqueal (Negri, 2015), 

ou durante o voo, ao carregarem esses elementos nos pelos do seu corpo, antenas e patas 

(Silveira-Júnior, 2022). 
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Outro fato que deve ser considerado, é a bioacumulação de metais e metaloides em 

plantas, principalmente as do tipo metalófitas (concentração de metais e metaloides mais alta 

que no solo), as quais há evidências que são utilizadas por abelhas para forrageamento e 

nidificação (Eskov, 2015). A bioacumulação de elementos potencialmente tóxicos por essas 

plantas, faz com que os recursos que são coletados pelas abelhas para produzir seus produtos, 

como pólen, néctar e resinas, também apresentam relevantes concentrações desses elementos.   

A presença de metais e metaloides em produtos apícolas, tanto os naturalmente 

secretados pelas abelhas, quanto os advindos de processamentos e recursos coletados, está 

diretamente relacionado ao nível de exposição das abelhas a esses elementos, dependendo do 

comportamento de coleta da espécie (raio de coleta), bem como ao nível de contaminação por 

metais e metaloides da localidade que se encontra a colmeia (Xiao, 2022), o que leva a esses 

animais e seus produtos serem considerados bons bioindicdores.  

 

1.3 Técnicas espectrométricas na análise de abelhas e produtos apícolas 

Dentre as diferentes técnicas espectrométricas que podem ser empregadas para 

determinação elementar em amostras de abelhas e derivados apículas, tem-se as técnicas 

baseadas em absorção atômica, como: F AAS (Pereira, 2023; Pohl, 2020; Ploegaerts, 2023; 

Altunay, 2019; Gelaye, 2024; Beshaw, 2022; Pucholobek, 2021; Daşbaşı, 2016; Yavuz, 2018), 

ET AAS (Zergui, 2023; Andrade, 2014; Ng, 2023), CV AAS (Demková, 2024), HG AAS 

(Maragou, 2017) e DMA (Girolametti, 2023). Estas técnicas se baseiam na medida da absorção 

da radiação eletromagnética, vinda de uma fonte de radiação primária, por átomos gasosos no 

estado fundamental, se diferenciando nos processos de atomização utilizados.  

Apesar do método de ET AAS apresentar a possibilidade de análise direta de amostras 

sólidas e viscosas, e ter sensibilidade maior que as outras técnicas (níveis de  µg kg-1), esta não 

é a técnica de absorção atômica mais utilizada, como representado na Figura 2. Isso está 

relacionado ao custo reduzido relacionado à aquisição, manutenção e operação, e praticidade 

na utilização do F AAS, bem como a necessidade de uma otimização eficiente do programa de 

temperatura e escolha de modificador químico quando se utiliza a técnica de ET AAS (Welz, 

2014). 

Algumas técnicas apresentam boa sensibilidade, mas tem seus usos restritos para poucos 

elementos, como é o caso das técnicas que utilizam vapor frio (tanto absorção atômica, quanto 

fluorescência atômica (Astolfi, 2021)) e a de análise direta de mercúrio (Ferreira, 2018), as 
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quais tem seu uso restrito para determinação de Hg, e a técnica que utiliza geração de hidretos, 

que tem seu específio para espécies químicas que formam hidretos em amostras de abelhas e 

produtos apícolas (Demková, 2024). 

 

Figura 2. Número de trabalhos que apresentam a utilização de técnicas espectrométricas na 

análise de abelhas e produtos apícolas (web of Science, palavras chaves: spectrometry and bee 

products, 29 jan. 2025) 

 

Fonte: autoria própia 

 

A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos que empregam técnicas espectrométricas para 

determinação de metais e metaloides em amostras de abelhas e produtos da colmeia. No 

emprego dessas técnicas é notório que as técnicas baseadas na utilização de plasma, ICP OES 

(Richter, 2024; Al-saidaa, 2022; Valverde, 2023; Farisi, 2023; Siqueira, 2022) e ICP-MS 

(Şeker, 2022; Gręda, 2024;; Bora, 2023;; Cauduro, 2024), são as mais utilizadas. Estas técnicas 

são baseadas na excitação de átomos no estado gasoso em um plasma gerado por descarga de 

radiofrequência, medindo-se a emissão de fótons na técnica de ICP OES, e o número de íons 

gerados e separados por um campo magnético de acordo com suas proporções massa/carga, na 

técnica de ICP-MS. A maior frequência de utilização das técnicas de ICP OES e ICP-MS, deve-

se aos limites de detecção nas faixas de µg L⁻¹ e ng L⁻¹, respectivamente (Girolametti, 2023; 

Siqueira, 2022), principalmente na determinação de elementos em nível traço ou que são 

classificados como microelementos (Scivicco, 2022; Conti, 2022). A capacidade 

multielementar dessas técnicas é outro fator que contribui para sua maior utilização, pois 
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impacta diretamente na frequência analítica, o que desfavorece técnicas como a F AAS, quando 

não são utilizadas metodologias sequenciais rápidas. 

A técnica de MIP OES, aparece como uma alternativa recente tanto às técnicas de 

absorção atômica quanto as baseadas em plasma (Sajtos, 2019). Esta apresenta uma fonte de 

plasma de micro-ondas autossustentada em pressão atmosférica utilizando gás nitrogênio, com 

parâmetros analíticos semelhantes às do ICP OES, ao mesmo tempo que reduz os custos 

operacionais e aumenta a sustentabilidade (Balaram, 2020). 

Tabela 1. Trabalhos que apresentam a utilização de técnicas espectrométricas na análise de 

abelhas e produtos apícolas 

Amostra Analitos Técnica 
Preparo da 

amostra 

Limite 

de 

detecção 

Desvio 

padrão 

relativo, % 

Referência 

Própolis 

Ca, Fe, 

Mg e 

Mn 

F AAS* 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,1 – 

3,82 mg 

kg⁻¹ 

- Pereira, 2023 

Pólen 

Ca, Cu, 

Fe, Mg, 

Mn e Zn 

F AAS 

Extração 

assistida por 

ultrassom 

0,007 – 

0,035 µg 

kg⁻¹ 

< 5 Pohl, 2020 

Mel 

As, Cd, 

Cr, Cu, 

Mn, Ni, 

Pb, Pd e 

Zn 

F AAS, GF AAS** e 

ICP OES*** 

Apenas 

diluição, 

extração 

líquido-

líquido, 

extração em 

fase sólida, 

digestão em 

bloco fechado 

e calcinação 

seca 

9 – 600 

μg L⁻¹ (F 

AAS), 

0,05 – 1 

μg L⁻¹ 

(GF 

AAS) e 

0,5 – 4 

μg L⁻¹ 

(ICP 

OES) 

1 a 34 Ploegaerts, 2023 

Mel 
Cu, Cd e 

Pb 
F AAS 

Microextração 

dispersiva 

líquido-

líquido 

assistida por 

ultrassom 

após banho-

maria 

0,8 – 

0,29 μg 

L⁻¹ 

< 5 Altunay, 2019 

Mel 

Cr, Mn, 

Zn, Ni, 

Fe, Cu, 

Co, Cd e 

Pb 

F AAS 
Placa 

aquecida 

0,00042 - 

0,027 mg 

L⁻¹ 

- Gelaye, 2024 

Mel 

Zn, Cu, 

Mn, Cd, 

Cr e Pb 

F AAS 
Placa 

aquecida 

0,00045 - 

0,005 mg 

L⁻¹ 

- Beshaw, 2022 

       

Mel 
Fe, Mn, 

Mg e Ca 
F AAS 

Amostragem 

em suspensão 

0,2 - 4,3 

mg kg⁻¹ 
< 5 Pucholobek, 2021 

Mel 
Cd, Co, Cr, 

Cu, Fe, Mn, 

Pb e Zn 
F AAS 

Extração em 

fase sólida 

0,9 - 2,2 

µg L⁻¹ 
≤ 2 Daşbaşı, 2016 
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    Tabela 1. continuação 

Mel Cu F AAS 

Extração em 

fase sólida 
dispersiva 

após digestão 

em placa 

aquecida 

0,22 mg 

L⁻¹ 
3,7 Yavuz, 2018 

Mel 
Pb, Cd e 

As 
GF AAS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,0008 – 

0,003 mg 

kg⁻¹ 

< 5 Zergui, 2023 

Mel 
Cr, Pb e 

Cd 
ET AAS**** 

Amostragem 

em suspensão 

0,6 – 2,8 

µg kg⁻¹ 
≤ 5 Andrade, 2014 

Mel 
Cr, Pb e 

Cd 
GF AAS 

Extração em 

fase sólida 

dispersiva 

43,6 - 

348,9 μg 

kg⁻¹ 

≤ 11,5 Ng, 2023 

Abelhas, 

pólen e 

mel 

Hg 

CV AAS***** 

(Analisador 

Avançado de 

Mercúrio) 

Análise direta 
0,001 mg 

kg⁻¹ 
- Demková, 2024 

Abelhas, 

mel, 

própolis 

e pólen 

As HG AAS****** 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,4 mg 

kg⁻¹ 
≤ 17,6 Maragou, 2017 

Mel Hg DMA******* Análise direta 
0,03 μg 

kg⁻¹ 
< 5 Girolametti, 2023 

Abelhas, 

cera, 

mel, 

pólen, 

própolis, 

e geleia 

real 

Hg CV AFS******** Banho-maria 
0,01 µg 

L⁻¹ 
0,4 - 10 Astolfi, 2021 

Abelhas, 

cera, 

mel, 

pólen, 

própolis 

e geleia 

real 

Al, As, 

B, Ba, 

Be, Bi, 

Ca, Cd, 

Co, Cr, 

Cs, Cu, 

Fe, K, 

Li, Mg, 

Mn, Mo, 

Na, Ni, 

P, Pb, 

Rb, Sb, 
Se, Si, 

Sn, Sr, 

Te, Ti, 

Tl, U, V 

e Zn 

ICP OES e ICP-

MS********* 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas e 

digestão em 

banho-maria 

0,001 – 

140 mg 

kg⁻¹ (ICP 

OES) e 

0,000007 

– 14 mg 

kg⁻¹ 

(ICP-
MS) 

0,5 – 25,5 

(ICP OES) 

e 0,4 – 52,5 

(ICP-MS) 

Astolfi, 2020 

Própolis, 

pólen, 

geleia 

real 

Ag, Al, As, 

Ba, Cd, 

Co, Cr, Cu, 

Mn, Mo, 

Ni, Pb, Sb, 

Se, V, Zn 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,001 – 

0,084 mg 

kg⁻¹ 

< 15 Matusewaska, 2021 
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     Tabela 1. continuação 

Pólen e 

mel 

Sc, Y, 

La, Ce, 

Pr, Nd, 

Sm, Eu, 

Gd, Dy, 

Ho, Er, 

Tm, Lu, 

Yb, As, 

Bi, Cd, 

Pb, Se, 

In 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,00041 - 

10 μg L⁻¹ 
< 5 Oliveira, 2017 

Pólen 

Li, Al, 

V, Cr, 

Mn, Fe, 

Co, Ni, 

Cu, Zn, 

As, Se, 

Cd, Ba, 

Pb 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,00001 

– 0,2 mg 

kg⁻¹ 

< 3 Şeker, 2022 

Mel 

B, Ba, 

Ca, Cd, 

Cs, Cu, 

Fe, K, 

Li, Mg, 

Mn, Na, 

Ni, Pb, 

Rb, Sr, 
Tl, Zn 

ICP-MS 
Apenas 

diluição 

0,0006 – 

5 μg L⁻¹ 
≤ 15 Gręda, 2024 

Mel 

Se, Mg, 

Ca, V, 

As, Al, 

P, Mn, 

Fe, Cr, 

Cu, Zn, 
Cd, Ba, 

Pb 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas e 

blocos 
digestores 

0,06 – 

28,1 μg 

L⁻¹ 

- Leme, 2014 

      

Mel 

Ag, Al, 

Ba, Cd, 
Co, Cs, 

Cu, Fe, 

Ga, Li, 

Mg, Mn, 
Rb, Se, 

Sr, U, As, 

Be, Cd, 

Cr, Ni, 
Pb, Tl, V 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,005 – 

29,99 μg 

L⁻¹ 

6 a 40 
Wetwitayaklung. 

2018 
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     Tabela 1. Continuação 

Mel 

Cu, Zn, 

Pb, Cr, 

Ni, Cd, 

Co, As, 

Hg 

ICP-MS 

Digestão 

assistida por 

micro-ondas 

0,006 – 

1,607 μg 

L⁻¹ 

< 25 Bora, 2023 

Mel Br, I ICP-MS 

Combustão 

induzida por 

micro-ondas 

34 e 0,6 

mg kg⁻¹ 
< 5 Costa, 2015 

Mel 
As, Cd, 

Hg, Pb 
ICP-MS 

Combustão 

induzida por 
micro-ondas 

1,1 – 4,6 

mg kg⁻¹ 
< 5 Caudro, 2024 

Mel 

Na, Ca, 

Mg, K, 

Al, B, 

Ba, Bi, 

Cd, Co, 

Cr, Cu, 
Fe, Li, 

Mn, Ni, 

Pb, Sr, 

Zn 

MIP 

OES********** 

Placa 

aquecedora 

0,004 – 

2,061 mg 

kg⁻¹ 

- Satjos, 2019 

Mel 

P, Cl, K, 

Ca, Mn, 

Fe, Cu, 
Ni, Zn, 

Rb, Sr 

EDXRF*********** Análise direta 
0,048 – 3 
mg kg⁻¹ 

≤ 25 Ghidotti, 2021 

F AAS*: espectrometria de absorção atômica por chama, GF AAS**: espectrometria de absorção atômica com 

forno de grafite, ICP OES***: espectrometria de emissão atômica por plasma acoplado indutivamente, ET 

AAS****: espectrometria de absorção atômica eletrotérmica, CV AAS*****: espectrometria de absorção atômica 

por vapor frio, HG AAS******: espectrometria de absorção atômica com geração de hidretos, DMA*******: 

analisador direto de mercúrio, CV AFS********: espectroscopia de fluorescência atômica de vapor frio, ICP-

MS*********: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, MIP OES**********: 

espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas, EDXRF***********: fluorescência de 

raios X por energia dispersiva. 

 

Na análise de amostras de alimentos, difrentes estratégias de calibração são utilizadas 

para as técnicas baseadas em absorção e emissão atômica como: calibração por padrão externo 

(Farisi, 2023), por simulação de matriz (Sixto, 2025; Augusto, 2017), calibração por adição de 

analito (Sloop, 2021), calibração por padronização interna (Sixto, 2025; Mendes, 2006; Gręda, 

2024), método padrão de interferência (Amais; Nóbrega; Donati, 2014), calibração 

multienergética (Higueira, 2019), calibração multiisótopo (Higuera, 2020), calibração 

multiespécies (Williams; Donati, 2018),  bem como calibração por diluição de padrão (Jones, 

2015) e calibração de dois pontos com correspondeência de matriz (Sloop, 2021).  
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Calibração consiste em determinar uma função matemática que descreve a relação entre 

a concentração do analito e a resposta do instrumento, utilizando-se soluções padrão, sendo 

necessário realizar uma regressão, geralmente com o método dos mínimos quadrados, o qual 

que minimiza a soma dos quadrados das diferenças entre os dados experimentais e os valores 

calculados. Esses modelos de regressão linear são, então, utilizados para calcular a 

concentração do analito na amostra com base nas respostas das soluções padrão (Mermet, 

2010). A falta de compatibilidade da matriz entre os padrões de calibração e as amostras pode 

comprometer a correlação dos sinais analíticos com as concentrações dos elementos (Castro, 

2020). 

Na calibração por padrão externo, soluções padrão com concentrações conhecidas dos 

analitos em uma matriz limpa (sem amostra), são preparadas e analisadas no instrumento. Uma 

curva de calibração é construída a partir dos sinais medidos e das concentrações conhecidas. 

Sob as mesmas condições instrumentais, a amostra é analisada e seus sinais medidos são 

comparados ao modelo de regressão linear obtido da curva de calibração, resultando na 

determinação da concentração. Este método é eficaz (dentro de uma faixa de erro quantitativo 

de geralmente ± 10%) (Sloop, 2019), pois tanto as soluções de calibração quanto as de amostra 

são preparadas na mesma matriz. Contudo, na maioria das aplicações práticas, isso não ocorre, 

já que a amostra analisada normalmente não está na mesma matriz que as soluções padrão, o 

que pode comprometer a precisão dos resultados (Sloop, 2019; Castro, 2020).  

A calibração por padronização interna, é utilizada para minimizar os efeitos das 

flutuações dos sinais analíticos devido aos fatores relacionados a parâmetros instrumentais 

como: nebulização (para técnicas as quais é necessário), intensidade da fonte de radiação e 

posição da amostra (Carter, 2018; Barnett; Fassel; Kniseley, 1968), além de ser eficaz na 

minimização dos efeitos da matriz em amotras com matrizes menos complexas (Carter, 2018; 

Machado, 2020). Quando o padão interno não é eficiente o suficiente para corrigir efeitos 

severos da matriz, o método de calibração com adição de analito é a alternativa mais utilizada 

(Bader, 1980; Kelly, 2011). 

A calibração com adição de analito envolve o preparo de soluções padrão diretamente 

na amostra. Alíquotas da amostra são retiradas, adicionadas com quantidades crescentes do 

analito de interesse, e essas soluções são analisadas no instrumento. Como as soluções padrão 

de calibração são preparadas na própria matriz da amostra, elas garantem que o comportamento 

da amostra e da calibração seja o mesmo. A concentração do analito na amostra original é 
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determinada por extrapolação do gráfico, onde a concentração é obtida ao resolver a 

interceptação no eixo x (com y = 0 no modelo de regressão linear). Embora a calibração por 

adição de analito seja eficaz para amostras com efeitos severos de matriz (Brown, 2012), o 

método tem limitações, especialmente no que se refere frequência analítica, já que cada amostra 

requer a sua própria curva de calibração, o que implica em alto consumo de soluções padrão e 

amostras, gerando consideráveis quantidades de resíduos.  

Devido as limitações das ténicas de calibração por padrão externo, padronização iterna 

e adição de analito, estratégias de calibração não convencionais foram desenvolvidas, como: 

calibração por método padrão de interferência, calibração multienergética, calibração 

multiisótopo, calibração multiespécies e calibração por diluição de padrão. O método padrão 

de interferência explora a característica das técnicas baseadas em ICP, de formação de espécies 

naturais em um plasma de Ar. Nesta estratégia, objetiva-se corrigir variações no sinal 

interferente, permitindo minimizar os desvios causados por íons e espécies poliatômicas 

naturalmente presentes no plasma, através da razão de sinal entre o analito e as espécies 

interferentes durante a calibração (Donati; Amais; Nóbrega, 2011), corrigindo assim 

interferências espectrais. 

A calibração multienergética aproveita a capacidade dos analitos gerarem sinais 

analíticos em múltiplos comprimentos de onda diferentes. Neste método, utiliza-se uma 

concentração fixa de analito e múltiplas energias de transição (Virgilio, 2017), sendo 

preparadas, para cada amostra, duas soluções. A primeira solução, contendo amostra e solução 

padrão com analitos, e a segunda contendo amostra e branco analítico. Analisa-se cada solução 

separadamente, e monitora-se os sinais de vários comprimentos de onda para cada analito. Os 

sinais obtidos para os analitos na primeira solução e na segunda solução, são então plotados nos 

eixos x e y, respectivamente, e a concentração de analito na amostra é calculada a partir da 

inclinação da curva de calibração resultante (Virgilio, 2017). A calibração multienegética tem 

se mostrado uma boa alternativa quando se analisa amostras complexas (Virgilio, 2017; 

Machado, 2018). 

As estratégias de calibração multiisótopo e calibração multiespécies se baseaiam na 

capacidade de monitoração simultânea ou sequenciais rápidas das técnias espectrométricas 

(Carter, 2018). Como na calibração multienergética, os gráficos de calibração são construídos 

com os sinais medidos para duas soluções, e cada ponto corresponde a um isótopo diferente 

(calibração multiisótopo) ou íon molecular (calibração multiespécies) do mesmo analito. 
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Outra estratégia de calibração não convencional é a calibração por método de análise de 

diluição padrão, proposta por Jones, 2015. Trata-se de um método que integra as teorias de 

calibração por adição de analito e por padronização interna. Nesta estratégia, os dados são 

obtidos a partir de uma mistura composta por 50% de amostra e 50% de uma solução padrão 

contendo os analitos e um padrão interno (Solução 1). Com o detector registrando 

continuamente os sinais analíticos, uma segunda mistura, composta por 50% de amostra e 50% 

de branco (Solução 2), é adicionada ao mesmo recipiente da Solução 1. À medida que as duas 

soluções se misturam, vários pontos de calibração são gerados enquanto as soluções padrão 

contendo analitos e padrão intenro vão ficando progressivamente diluídas. Como ambas as 

soluções (Solução 1 e Solução 2) contêm a mesma quantidade de amostra, não há alteração na 

composição da matriz durante a mistura, o que elimina os efeitos de matriz. 

Esta metodologia apresenta limitações, relacionadas a automação e o processamento de 

dados relativamente complexo (Sloop, 2019; Jones, 2020). Para superar essa limitação, se é 

incorporado uma segunda espécie de padrão interno na Solução 2, e são utilizadas uma câmara 

de mistura de 3 portas ou uma válvula de comutação, para automatizar a mistura das soluções 

1 e 2. Afim de simplificar ainda mais esta metodologia, uma outra estratégia de calibração 

utilizando duas soluções, foi proposta por Sloop, 2021, a calibração de dois pontos por 

correspondência de matriz. Nesta estratégia, ao contrário do método de análise de diluição de 

padrão, não é necessário utilizar uma segunda espécie de padrão interno nem realizar a mistura 

das duas, e para empregá-la, a Equação 1 deve ser considerada (Sloop, 2021). Nesta equação, 

Sstd e SIS são o sinal analítico para o analito e a espécie padrão interna, respectivamente (ambos 

presentes em S1). O sinal analítico geral (SA) pode ser representado pela Equação 2, onde Sam 

é o sinal analítico da amostra. Reelaborando a Equação 1 e substituindo na Equação 2, outra 

equação pode ser escrita (Equação 3).  

𝑨 = 
𝑺𝒔𝒕𝒅

𝑺𝑰𝑺
                                                                                                  Equação 1 

𝑺𝑨 = 𝑺𝒔𝒕𝒅 + 𝑺𝒂𝒎                                                                                 Equação 2 

𝑺𝑨 = 𝑨𝑺𝑰𝑺 + 𝑺𝒂𝒎                                                                                 Equação 3 
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Ao plotar SIS no eixo x e SA no eixo y, a inclinação (a) e a interceptação (b) desse 

gráfico, de acordo com a Equação 3, podem ser representadas pelas Equações 4 e 5 (Sloop, 

2021; Jones, 2015). Essas equações podem ser combinadas na Equação 6. 

𝒂 = 𝑨 = 
𝑺𝒔𝒕𝒅

𝑺𝑰𝑺
                                                                                          Equação 4 

 𝒃 =  𝑺𝒂𝒎                                                                                               Equação 5 

𝒃

𝒂
=  

𝑺𝒂𝒎
𝑺𝒔𝒕𝒅
𝑺𝑰𝑺

=  𝑺𝒂𝒎  ×  
𝑺𝑰𝑺

𝑺𝒔𝒕𝒅
                                                                         Equação 6 

Se Sstd e Sam forem determinados como kCstd e kCam, respectivamente, a Equação 6 pode 

ser reescrita na Equação 7, onde Cstd e Cam representam a concentração do analito no padrão 

adicionado a S1 e na amostra, respectivamente, e k é uma constante de proporcionalidade (que 

é a mesma para amostra e padrão, pois eles existem na mesma matriz). A Equação 7 pode ser 

reorganizada na Equação 8.  

𝒃

𝒂
=  

𝑺𝑨𝒔𝒂𝒎
𝑺𝑨𝒔𝒕𝒅
𝑺𝑰𝑺

= 𝒌𝑪𝒂𝒎  ×  
𝑺𝑰𝑺

𝒌𝑪𝒔𝒕𝒅
                                                                  Equação 7 

𝑪𝒂𝒎 =
𝒃

𝒂
 ×  

𝑪𝒔𝒕𝒅

𝑺𝑰𝑺
                                                                                     Equação 8 

em que Cam é a concentração do analito na amostra, b é o intercepto da equação analítica, a é a 

inclinação da equação analítica, Cstd é a concentração do analito na solução padrão e SIS é o 

sinal analítico do padrão interno em S1. Estudos anteriores usando o método de calibração de 

análise de diluição padrão (Jones, 2015; Jones, 2020), comprovam a relação linear entre o 

analito e os sinais do padrão interno, justificando o uso de sinais coletados das soluções S1 e 

S2 não misturadas para construir a curva de calibração (Sloop, 2021).   

Apesar da possibilidade de análise direta, não destrutiva e multielementar, técnicas 

baseadas na emissão de raios-X (Ghidotti, 2021) aparecem com pouca ocorrência na 

determinação elementar em amostras de abelhas e produtos apícolas. Isso se deve, 

principalmente, a dificuldades relacionadas à etapa de calibração, a qual, para amostras sólidas, 

pode ser realizada utilizando material de referência certificado (CRM) como padrões de 

calibração (Sverchkov, 2023), o que aumenta o custo do método e não há CRMs disponíveis 
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com uma ampla faixa de concentração para todos os tipos de amostras, bem como pode ser 

realizada usando amostras previamente analisadas por método de referência como padrões de 

calibração (Oliveira, 2020), necessitando de um método de referência disponível, e gerando 

dificuldade na seleção de amostras com uma ampla faixa de concentração dos analitos. Ainda 

há alternativa de utilizar a calibração por adição de analito, porém este método consome mais 

tempo, reagentes e maior quantidade de amostras (Sloop, 2021).  

 

1.4 Preparo de amostras de abelhas e produtos apícolas para análise por técnicas 

espectrométricas 

Produtos apícolas são matrizes complexas, com composição química e proporções de 

espécies químicas orgânicas e inorgânicas variadas, devido a fatores relacionadas a origem e ao 

ambiente. Logo, o preparo de amostra é uma etapa indispensável para se obter amostras em 

condições passíveis de se realizar a determinação dos analitos (Zhong, 2022).  

Dentre as estratégias de preparo de amostra para análise de abelhas e produtos apícolas, 

têm-se a decomposição por via seca e por via úmida. Mehmeti, 2021 descreveu um 

procedimento de digestão por via seca de amostra de mel, no qual 10 g de amostra foi utilizado 

para determinação de Cu, Cd, Pb e Zn por F AAS. Este processo foi descrito em três etapas de 

decomposição: aquecimento das amostras em bico de Bunsen, mineralização em forno mufla à 

700 °C, resfriamento, diluição com HNO3, aquecimento em bico de Bunsen novamente e 

diluição com água deionizada.  A digestão por via seca, apresenta como vantagem a maior 

flexibilidade de massa de amostra utilizada, porém os procedimentos de mineralização 

demandam muito tempo de aquecimento no forno (Winiarska-Mieczan, 2021).  

Na decomposição por via úmida, sistemas assistidos por radiação micro-ondas são 

descritos para amostras de abelha e produtos apícolas com mais frequência (Pereira, 2023; 

Zergui, 2023; Maraou, 2017; Astolfi, 2020; Richter, 2024; Ferreira, 2020; Valverde, 2023; 

Siqueira, 2022; Soós, 2021, Sadowska, 2021; Ćirić, 2021, Matuszewska, 2021, Oliveira, 2017; 

Şeker, 2022; Leme, 2014; Wetwitayaklung, 2018; Nikolov, 2019; Bora, 2023). Nestes métodos, 

se é utilizado um ácido mineral, normalmente HNO3 e um a gente oxidante auxiliar, 

normalmente H2O2, para decomposição de matéria orgânica, sendo a massa de amostra 

utilizada, normalmente, menor do que a utilizada para o método de digestão por via seca. 

Dentre os parâmetros que podem ser otimizados nestes processos, estão; o tipo do ácido 

mineral utilizado, concentração dos reagentes e potência (ou temperatura) do equipamento. 
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Leme, 2014 estudou diferentes concentrações da solução de HNO3 (2; 3,8; 8,0; 12,2 e 14,0 mol 

L−1) e diferentes potências do forno de micro-ondas (500, 573, 750, 927 e 1000 W) na digestão 

de amostras de mel, a fim de minimizar a acidez final e o teor de carbono residual. Os autores, 

experimentalmente, observaram que quando as potências de 750, 927 e 1000 W foram 

utilizadas, a temperatura de 150 °C (estabelecida como temperatura máxima) foi atingida em 

todas as digestões, o que propiciou conições termodinâmicas favoráveis à oxidação da matéria 

orgânica, sendo as combinações de potência de 750 e 1000 W com concentração de ácido 2,0 

mol L-1 as que geraram maiores sinais analíticos, e baixas concentrações carbono residual e 

acidez final. 

Astolfi, 2020 por sua vez, estudou a digestão assistida por radiação microondas para 

cera de abelha, mel, pólen, própolis e geleia real, variando os reagentes utilizados no 

procedimento. Primeiro utilizou-se HNO3 a 67% m m-1, H2O2 a 30% m m-1 e água deionizada, 

depois adicionou mais H2O2 a 30% m m-1 e água régia, e, por fim, 40% HF e água régia. Os 

autores, concluíram que cada elemento de uma dada matriz responde de forma diferente aos 

procedimentos de tratamento da amostra. O método com apenas HNO3 e H2O2 apresentou 

precisão aceitável para todos os elementos analisados e baixos níveis de detecção para 

oligoelementos incluindo Pb, porém para se ter níveis totais de recuperação de alguns elementos 

(Ba, P e Ti em cera de abelha; Al e Ba em mel; Al, B, Ba, Cr, Cu, Fe, Na, S, Si e Ti no pólen; 

Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Li, Mg, Si, Sn, Ti, V, Zn, e Zr na própolis; Na e P na geleia real) 

foi necessário o emprego de água régia. Assim, nota-se que diferentes abordagens, em termos 

de reagentes, podem ser consideradas para digerir matrizes similares e determinar os mesmos 

analitos. 

Ainda, utilizando radiação de micro-ondas, Costa, 2015 e Cauduro, 2024 propuseram 

sistemas baseados em combustão para decomposição de matéria orgânica. Costa, 2015, 

misturou as amostras de mel com celulose microcristalina e solução de 6 mol L−1 de nitrato de 

amônio.  Essa mistura foi selada com filme de polietileno e colocada junto com um disco de 

papel de filtro na base de um suporte de quartzo contendo 6 mL de nitrato de amônio. O sistema 

foi pressurizado com 20 bar de oxigênio e um programa de aquecimento por microondas (1400 

W por 50 s, 0 W por 3 min, 1400 W por 5 min e 0 W por 20 min para resfriamento) foi aplicado, 

sendo as amostras diluídas após o processo. 

Este método foi utilizado para determinação de Br e I por ICP-MS, e se mostrou capaz 

de decompor até 1000 mg de amostra, permitindo a determinação de elementos em níveis 
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ultratraços. Este fato está diretamente relacionado ao uso de celulose microcristalina como 

auxiliar de combustão, pois somente utilizando a celulose foi possível controlar o processo de 

combustão e evitar a projeção da amostra durante o procedimento. Cauduro, 2024 utilizou o 

procedimento proposto por Costa, 2015, porém substituiu o reagente absorvente (nitrato de 

amônio) por HNO3. O método foi eficiente na decomposição de mel e determinação de As, Cd, 

Hg e Pb por ICP-MS, permitindo o uso de uma alta massa de amostra (0,8 g de mel) e obtendo-

se uma concentração residual de carbono desprezível (< 25,0 mg L-1). 

Sistemas abertos de decomposição por via úmida, também, são reportados para digestão 

de amostras de derivados apículas. Astolfi, 2020 além de descrever um processo de digestão 

assistida por micro-ondas, ainda, apresenta uma digestão assistida por banho maria em 

recipiente aberto para cera de abelha, mel, pólen, própolis e geleia real. Nesse processo, foi 

usada uma massa de 0,2 g de amostra, 1 mL de HNO3 concentrado e 0,5 mL 30% m m-1 de 

H2O2. A mistura foi aquecida a 95 ± 5 °C em banho maria por 30 min. Este método se 

apresentou como uma boa alternativa em comparação à digestão ácida assistida por micro-

ondas, com precisão aceitável e baixos limites de detecção para elementos traços.  

Recipientes abertos e aquecidos em placa de aquecimento foram utilizados como 

sistemas abertos de decomposição por via úmida para amostras de produtos apícolas e 

determinação por AAS (Daşbaşı, 2016; Yavuz, 2018) e ICP OES (Altundag, 2016; Tosic, 

2017).  Nestes procedimentos, se é misturado a amostra com HNO3 e H2O2, e a mistura é levada 

para aquecimento até completa evaporação dos reagentes (em temperaturas que variam de 100 

°C à 150 °C).  Tosic, 2017, Daşbaşı, 2016 e Yavuz, 2018 descrevem procedimentos que 

utilizam de 20, 20 e 30 mL de HNO3 e 1,0; 2,0 e 4,0 mL de H2O2, respectivamente. Assim, 

mesmo o procedimento em placa de aquecimento com recipientes abertos ser um processo 

simples, altos volumes de reagentes oxidantes são utilizados. Ainda, Daşbaşı, 2016 e Yavuz, 

2018 após digestão de amostras de mel, aplicaram um método de extração dispersiva em fase 

sólida para pré-concentração de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn, e Cu, respectivamente, e 

determinação por F AAS, dado que esta técnica não apresenta sensibilidade suficiente para 

determinação deste elemento, o qual aprece em baixos níveis em amostras de mel. 

Outros sistemas de decomposição por via úmida descritos na literatura são; bloco 

digestor com recipientes abertos para determinação com ICP-MS (Leme, 2014) e bloco digestor 

de dedo frio e sistema de refluxo para determinação por ICP OES (Oliveira, 2019). Neste 

procedimento, Leme, 2014, dilui as amostras de mel em 4,0 mL de HNO3 nas concentrações de 
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2; 3,8; 8,0; 12,2 e 14,0 mol L−1, deixando-a em recipiente fechado por 8 horas. Depois 

adicionou-se 1,0 mL de H2O2 (30% m m-1), deixando a mistura em pré-digestão durante a noite 

e aquecendo-a em bloco digestor à 90 °C por 3 h. Para este procedimento, os autores concluíram 

que quando o teor de carbono residual era baixo, a acidez era muito elevada e vice-versa, já que 

a maior concentração de ácido apresenta maior poder oxidante, oxidando mais facilmente as 

espécies químicas, o que reduz o teor de carbono residual. Já Oliveira, 2019 avaliou o perfil 

mineral em termos de elementos essenciais e potencialmente tóxicos (As, B, Ca, Cd, Cu, Fe, K, 

Mg, Mn, Na, P, Se, Sr e Zn) em amostras de mel. O procedimento consistiu em uma massa de 

aproximadamente 0,5g de amostra digerida com 1,6 mL de HNO3 concentrado e 0,64 mL de 

30% m m−1 H2O2 durante 46 minutos por 150°C. Os autores concluíram que este método foi 

satisfatório na digestão das amostras de méis. 

Em análises de produtos apícolas por técnicas que permitem análise direta: DMA 

(Girolametti, 2023), CV AAS (Advanced Mercury Analyzer) (Demková, 2024) e EDXRF 

(Ghidotti, 2021), as amostras mel foram adicionadas diretamente nos suportes e levadas para 

análise, e amostras de abelhas e polén foram secadas e homogeneizadas antes de serem levadas 

para os equipamentos. 

 

1.5 Diferentes estratégias no preparo de amostras de produtos apícolas 

Como uma alternativa a combustão induzida por micro-ondas, Muller, 2017 utilizou a 

metodologia de digestão úmida assistida por micro-ondas com H2O2 em meio alcalino em 

câmara de reação única. Nesse processo, amostras de mel foram misturadas a 50% (m m-1) 

H2O2 e 28% (m m-1) NH4OH e posicionadas dentro do sistema com uma única câmara de 

reação, previamente preenchido com água e H2SO4. O sistema foi pressurizado com 40 bar de 

argônio e foi aplicado o programa: 10 minutos de rampa e manutenção por 20 minutos a 

temperaturas variando de 190 a 270°C. As amostras foram diluídas e Cl foi determinado por 

ICP OES, e Br e I por ICP-MS. Os autores concluíram que o método proposto é mais simples 

que a combustão induzida por micro-ondas, apresentando menor risco de contaminação, já que 

são utilizados menos reagentes. Além disso, com este método há a produção de água como um 

dos produtos da digestão e o pH alcalino final minimiza os efeitos de memória durante a análise 

por técnicas baseadas em plasma. Entretanto, esse tipo de degradação de espécies orgânicas é 

realizado com o uso de instrumentação cara e específica (Magalhães, 2021). 
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Outras alternativas descritas na literatura estão os métodos que utilizam diluição das 

amostras e procedimentos de extração dos analitos. Nesse contexto, em análises de amostras de 

produtos apícolas, Pucholoek, 2022; Andrade, 2014a; Andrade, 2014b e Pucholobek, 2021 

propuseram misturas de reagentes para dissolução de amostras de mel, e Pohl, 2020 propôs um 

método de extração assistida por ultrassom para amostras de pólen. No trabalho desenvolvido 

por Andrade, 2014b, é utilizado o processo descrito por de Andrade, 2014a, no qual foram 

preparadas suspensões de 70 g L-1 de mel em solução de 0,1 mol L-1 de HNO3 e 3 % m m-1 de 

H2O2 para Cd e Pb ou 10% m m-1 H2O2 para Cr, sendo todas sonicadas por 10 min para garantir 

a homogeneização das soluções. Tais suspensões foram diretamente injetadas nos instrumentos 

de espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (GF AAS) e os metais foram 

determinados com limites de quantificação em níveis de ng g-1.   

Pucholobek, 2021, por sua vez, apresentou três soluções diferentes para dissolução de 

mel e análise F AAS, sendo elas: apenas HNO3 concentrado; HNO3 concentrado e 30% m m-1 

H2O2, e apenas água. Os diferentes procedimentos foram avaliados a partir do percentual de 

extração obtido para Fe, Mn, Mg e Ca, e, assim, observou-se que as maiores taxas de extração 

foram para o método com HNO3 e H2O2, com percentuais superiores a 80%. O processo 

otimizado foi reproduzido por Pucholobek, 2022; para determinar Fe, Mn, Mg e Ca em méis 

brasileiros por F AAS. Pohl, 2020 utilizou solução de HNO₃ com concentração entre 0,9 e 1,1 

mol L-1 e sonicação por 15 minutos. Os autores concluíram que este método permitiu, de 

maneira mais simples, rápida e verde do que métodos convencionais de digestão por via úmida, 

preparar pólen para análise por F AAS, com boa exatidão e precisão. 

Em análise de produtos apícolas por técnicas baseadas em plasma, as alternativas se 

concentram nos métodos descritos por Farisi, 2023 e Gręda, 2024. No trabalho desenvolvido 

por Farisi, 2023, descreve-se um método de extração líquido-líquido homogênea combinado 

com a microextração líquido-líquido dispersiva utilizando um solvente eutético profundo para 

a extração de Co, Zn, Ni, Cu, Pb e Tl de amostras determinar as concentrações dos analitos em 

nível de ng g⁻¹ em amostras de mel. Por outro lado, Gręda, 2024 propôs a determinação de 18 

elementos apenas diluindo mel a 1% em solução de 0,1 mol L-1 HNO3 por ICP-MS. Neste 

procedimento foi utilizado a calibração com padrão interno (Be, Y e Eu) para corrigir os efeitos 

da matriz, e este tipo de análise ofereceu, em média, limites de detecção dos elementos três 

vezes mais baixos do que os obtidos em amostras digeridas por micro-ondas. 

 



 

40 

 

1.6 Solventes eutéticos profundo naturais e processos avançados de ativação de persulfato  

para análise de alimentos 

As estratégias usuais de preparo de amostras de alimentos, incluem as técnicas de 

digestão por via seca, as quais utilizam um excesso de quatro a dez vezes de reagentes 

oxidantes: hidróxidos, carbonatos ou boratos alcalinos de metal, como metaborato de lítio, 

nitrato e óxido de magnésio, e as técnincas de decomposição por via úmida com uso de agentes 

oxidantes (normalmente, peróxido de hidrogênio) e ácidos minerais, ou mistura de ácidos 

minerais, como ácido sulfúrico, ácido nítrico, ácido clorídrico ou, ácido fluorídrico (Galuszka, 

2023). Estas estratégias podem ser demoradas, bem como requerem grandes quantidades de 

reagentes, os quais são caros, podem contaminar a amostra, sendo fonte de erros experimentais, 

e geram resíduos perigosos (Viana, 2021). 

Considerando que o preparo de amostras representa uma possível fonte de impacto 

negativo ao meio ambiente, aspectos relacionados à segurança do operador e ao impacto 

ambiental e humano gerados pelos métodos, devem ser avaliados (Armenta, 2008). Nessas 

circunstâncias, surge a química analítica verde (GAC) e a química analítica branca (WAC). A 

GAC baseia-se em 12 principais princípios, descritos por Gałuszka et al., 2013, que enfatizam 

a necessidade de solventes mais seguros e menos tóxicos, redução do consumo de energia e 

utilização de substâncias baseadas em fontes renováveis (Plotka-Wasylka, 2021). A WAC, por 

sua vez, pressupõe que o desenvolvimento sustentável deve incluir um compromisso entre 

sustentabilidade e utilidade, ou seja, um bom equilíbrio entre os princípios da GAC, eficiência 

analítica e critérios práticos/econômicos (Nowak, 2021). 

O uso inadequado de solventes é uma das preocupações do desenvolvimento sustentável 

baseado na GAC e na WAC, já que representa uma possibilidade de perda de massa e 

contaminação advinda de sínteses (Sahoo, 2020) e procedimentos de extração (Zhu, 2016; 

Farajzadeh, 2018), logo busca-se a utilização de solventes mais verdes (Devi, 2020). A fim de 

atingir este objetivo, duas estratégias são comumente adotas: a substituição de solventes 

derivados do petróleo por solventes advindos de recursos renováveis (Hu, 2021; Pasupuleti, 

2022) e a substituição de solventes tóxicos pelo que apresentam melhores propriedades 

ambientais, de saúde e de segurança (Moaaz, 2021; Jesus, 2022). 

Neste sentido, foram desenvolvidos os solventes eutéticos profundos (DES) (Abbott, 

2003), os quais são misturas homogêneas de duas ou mais substâncias sólidas à temperatura 

ambiente, mas que quando combinadas em proporções fixadas, mudam para líquido à 
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temperatura ambiente, por conta do abaixamento na temperatura de fusão, gerando um ponto 

eutético (Surya, 2024). Os DES podem ser facilmente sintetizados pela mistura de dois 

componentes: os aceitadores de ligações de hidrogênio (HBA), como sais de haleto de amônio 

quaternário e sais de haleto de fosfônio, e os doadores de ligações de hidrogênio (HBD), como 

ácidos carboxílicos, álcoois e amidas que se associam através da interação de ligações de 

hidrogênio e outras interações intermoleculares, como van der Waals e forças eletrostáticas 

(Sekharan, 2021). Tais solventes são amplamente empregados em procedimentos de preparo de 

amostra para determinação de metais por técnicas espectrométricas como: FAAS (Habila, 2022; 

Kilinç, 2023), GFAAS (Chaikhan, 2023; Ahmadi-Jouibari, 2023), ICP OES (Shisov, 2021; 

Zhao, 2023), ICP-MS (Santana, 2020; Niciejewska, 2022) e XRF (Shishov, 2023). 

Quando compostos naturais são utilizados como precursores do DES, eles são chamados 

de solventes eutéticos profundos naturais (NADES), assim, os NADES são misturas formadas 

por constituintes celulares como açúcares, álcoois, aminoácidos, ácidos orgânicos e derivados 

de colina (Dai, 2013). Primeiramente descritos por Choi, 2011, estes tipos de solvente 

representam plenamente os princípios da GAC e WAC, justamente por apresentar componentes 

prontamente disponíveis, preparação simples, biodegradabilidade, segurança, reutilização e 

baixo custo, sendo assim um ótimo candidato a aplicações em química analítica (Frnández, 

2018; Ferreira, 2022). 

Os NADES apresentam uma forte contribuição das ligações de hidrogênio (Osowska, 

2019), apresentando-se como uma mistura líquida binária em sua composição eutética, na qual 

o ponto de fusão mínimo é considerado baixo (Figura 3), o que ocorre por conta à baixa energia 

da rede causada pela assimetria das suas grandes moléculas (Lai, 2023). Os NADES têm uma 

variedade de propriedades, como baixa volatilidade, viscosidade ajustável e miscibilidade em 

água (Silva, 2022), mas o maior potencial do NADES é a sua aplicação como solventes de 

design, ou seja, como um sistema cujas propriedades podem ser adaptadas de acordo com a 

aplicação (Kovács, 2020).  

No NADES, a rede de ligações de hidrogênio define em grande parte o seu 

comportamento, logo as propriedades físico-químicas, como comportamento de fase, 

densisdade, viscosidade, condutividade, tensão superficial e polaridade, podem ser alteradas 

mudando-se os componentes e a sua proporção molar, o que garante um grande número de 

possíveis aplicações, dada a grande variedade de possíveis compostos formadores de NADES. 
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Figura 3. Diagrama de fases dos NADES com ponto eutético 

 

Fonte: autoria própria  

 

Levando em conta as propriedades dos NADESs e a possibilidade de alterá-las, estes 

solventes podem ser considerados eficazes para a dissolução e extração de uma ampla gama de 

compostos polares, apolares, bem como extração de metais (Silva, 2022). Por mais que ainda 

não tenha sido tão explorado em preparo de amostra como o DES, a utilização de NADES em 

procedimentos analíticos é uma área em crescimento. 

Em análises de amostras de produtos apícolas tem-se dois trabalhos utilizando solventes 

eutéticos profundos. Farisi, 2023, utilizou um NADES (cloreto de colina: mentol: p-

aminofenol) como um solvente extrator em um procedimento de extração líquido-líquido 

homogênea combinado com a microextração líquido-líquido dispersiva para a extração de Co, 

Zn, Ni, Cu, Pb e Tl de amostras de mel. Já Altunay, 2019, procedeu um procedimento de 

digestão assistida por banho maria à 50-55 °C. Após esse processo, utilizou o método de 

microextração líquido-líquido dispersiva assistida por ultrassom para utilizando um NADES 

(ácido cítrico: sacarose) para pré-concentração de Cu, Cd and Pb em amostras de mel e análise 

por F AAS, considerando que a técnica apresenta limite de detecção insuficiente para 

determinar elementos em níveis traço. 
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Uma outra alternativa para o preparo de amostras de alimento é a utilização de sais de 

persulfato, o qual apresenta propriedades oxidantes e pode atuar na decomposição de matéria 

orgânica. Este reagente tem potencial redox semelhante (2,5–3,1 ev) e meia-vida mais longa 

em comparação com •OH (Xu, 2020), estabilidade em água e menor energia de ligação para 

clivagem do grupo peroxo (Kordestani, 2019; Khakyzadeh, 2020). O persulfato pode ser 

clivado usando processos de oxidação avançada baseados em radicais sulfato (SR-AOPs) que 

produzem um radical sulfato reativo (S2O8
2- + ativador  2SO4

-• ou SO4
-• + SO4

2-) por meio de 

calor, reações com metais de transição, luz ultravioleta e outros meios, como eletroquímica e 

ultrassonicação (Matzek, 2016). 

A ativação do persulfato por base é realizada utilizando bases fortes, hidróxido de sódio 

ou potássio, os quais possibilitam a hidrólise de uma molécula de persulfato, formando o 

intermediário hidroperóxido (HO2
-), que reage com outra espécie de persulfato em uma 

transferência de um elétron gerando um radical sulfato, que, por sua vez, gera radicais hidroxila 

reagindo com íons hidroxila (Kovács, 2020). O mecanismo de ativação do persulfato por base 

foi proposto por Furman, 2010 e consiste, primeiramente, na hidrólise catalisada por base do 

persulfato para formação do peroxomonossulfato (SO5
2-) e sulfato (SO4

2-), como representado 

na equação 9.  

2S2O8
2- + H2O  

𝑶𝑯−

→   [-
3OS-O-O-] + SO4

2- + 2H+                                           Equação 9   

Após a primeira etapa, o persulfato forma um complexo ativado com o hidróxido e a 

ligação S-O é enfraquecida.  Como resultado, a ligação S-O sofre fissão. Uma fissão semelhante 

da ligação S-O restante no peroxomonossulfato resulta na formação de sulfato e hidroperóxido 

(HO2
-), a base conjugada do peróxido de hidrogênio, segundo equação 10. 

    [-
3OS-O-O-] + H2O  

𝑶𝑯−

→    H-O-O-  + SO4
2- + H+                                     Equação 10  

Ainda, neste mecanismo o hidroperóxido formado reduz outra molécula de persulfato, 

gerando radical sulfato (SO4
•-) e ânion sulfato, enquanto o hidroperóxido é oxidado a 

superóxido (O2
•-), como representado na equação 11. 

H-O-O-  + [-
3OS-O-O-SO3

-]  SO4
2- + SO4

-• + O2
-• + 4H+                      Equação 11 

A soma das reações produz a seguinte reação líquida para ativação de persulfato sob 

condições básicas (Equação 12): 
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2S2O8
2- + 2H2O  3SO4

2- + SO4
-• + O2

-• + 4H+                                          Equação 12 

Além disso, em condições altamente alcalinas, o radical sulfato reage com o hidróxido 

para formar a radical hidroxila (OH•), segundo a equação 13. 

SO4-• + OH-  3SO4
2- + OH•                                                                                                     Equação 13 

A ativação do persulfato também pode ser realizada usando um íon de metal de transição 

por meio de uma reação de transferência de um elétron (Kovács, 2020). Os sais de ferro são 

amplamente utilizados neste tipo de abordagem devido ao baixo preço e alta eficiência catalítica  

(Karim, 2021). O íon de ferro (II) reage com o persulfato produzindo SO4
2- e SO4

-•, logo 

possibilitando a formação do radical sulfato através da equação 14 (Oh, 2009).  

 

S2O8
2- + Fe2+  SO4

2- + Fe3+ + SO4
-•                                                   Equação 14 

Outra maneira de realizar a ativação do sulfato é através de sonicação, calor ou luz UV. 

No mecanismo da reação com sonicação, o persulfato forma dois radicais sulfato através da 

cisão da ligação peróxido, uma vez que com a ultrassonicação são produzidas altas temperaturas 

e pressões localizadas, resultando em cavitação e homólise da ligação O-O (Kovács, 2020) 

como é mostrado na equação 15, onde )) significa irradiação ultrassônica. 

S2O8
2-  

))
→   2SO4

-•                                                                             Equação 15 

Neste sentido, técnicas analíticas que utilizam reações baseadas na formação de radicais 

sulfato reativos podem ser propostas para reduzir as etapas de preparo de amostras, 

consequentemente, o tempo de análise e mitigar a geração de resíduos perigosos, o que faz com 

que métodos utilizando essa estratégia esteja mais próximo dos principios destacados pelas 

GAC e WAC. Reações baseadas na formação de radicais sulfato reativos ainda não foram 

abordadas em análises de amostras de produtos apícolas.  

Uma das abordagens da GAC é a avaliação do quão “verdes” são os métodos analíticos, 

o que possibilita a seleção da opção mais verde (Tobiszewski, 2015). Assim, inúmeras métricas 

para avaliar se o procedimento químico se enquadra melhor no conceito de química analítica 

verde ou sustentável foram desenvolvidas, levando em consideração parâmetros relacionados 
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ao tipo e volume de reagentes, geração de resíduos, número de etapas do procedimento, 

miniaturização e automação e consumo de energia (Pena-Pereira, 2020). 

Como exemplo de métricas, tem-se: consumo elétrico (Ec) e emissão de CO2 (Kusuma, 

2019), Chemical Hazard Evaluation for Management Strategies (CHEMS-1) (Kang, 2022), 

National Environmental Methods Index (NEMI) (Ferreira, 2022), Analytical Eco-scale 

(Chandrasekaram, 2022), Green Analytical Procedure Index (GAPI) (Azooz, 2023), 

HEXAGON (Ballester-Caudet, 2019), Analytical Greenness Calculator (AGREE) e 

AGREEprep (Dominik, 2024), Blue Applicability Grade Index (BAGI) (Manousi, 2014) e 

RGB 12 algorithm (Angyus, 2023). Este último leva em consideração os princípios da WAC. 

Neste contexto, levando em conta que as abelhas e derivados apículas podem apresentar 

diferentes concentrações de espécie químicas potencialmente tóxicas, a avaliação de 

contaminantes inorgânicos em amostras de abelhas torna-se relevante, pois oferece um 

monitoramento que gera uma resposta crucial tanto no contexto econômico quanto, 

principalmente, na saúde pública. Diversas técnicas espectrométricas são exploradas na 

determinação de elementos em análises de amostras de abelhas e produtos apícolas, sendo o 

preparo de amostras por decomposição úmida com ácido mineral, o tipo de estratégia mais 

utilizado. Alguns métodos de preparo de amostra são utilizados, porém pouco são explorados 

métodos que levam em conta os princípios sustentáveis da GAC e WAC. Dessa forma, no 

presente trabalho, objetiva-se o desenvolvimento de procedimentos analíticos baseados nos 

princípios da GAC e WAC para determinação elementar por técnicas espectrométricas, 

utilizando um solvente eutético profundo natural (NADES) no preparo de uma suspensão de 

amostra de pólen de abelha, para posterior determinação por fluorescência de raios-X por 

energia dispersiva (EDXRF), e utilizando reações de ativação de persulfato para decomposição 

de amostras de mel com subsequente determinação por ICP OES. 
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2.1 Introdução 

A contaminação causada pela deposição e aumento da concentração de elementos 

tóxicos é um dos maiores problemas relacionados à poluição do solo, da água e do ar, que pode 

ter origem em fontes naturais ou antropogênicas, como atividades industriais e agrícolas 

(Lishchuk, 2023; Atanasov, 2023). A poluição ambiental também tem impacto nos alimentos, 

levando ao acúmulo de elementos potencialmente tóxicos nas plantas. Dependendo da forma 

química ou concentração, esses elementos podem ter efeitos nocivos à saúde humana, causando 

diferentes doenças (Hassona, 2023). Além disso, plantas contaminadas podem ser vetores de 

contaminação indireta por meio do impacto sobre alguns polinizadores, como as abelhas, e 

consequentemente sobre os produtos derivados das abelhas, como néctar, mel e pólen 

(Atanasov, 2023). 

O pólen é um produto natural granular produzido por plantas, tanto gimnospermas 

quanto angiospermas, para fins reprodutivos (Pacini, 2020). As abelhas, por sua vez, coletam 

pólen das flores e o transportam para as colmeias para armazená-lo e misturá-lo com enzimas, 

mel ou secreção salivar e néctar (Fuente-Ballesteros, 2023). Este pólen pode ser colhido das 

colmeias, produzindo pólen apícola. Estima-se que a produção global de pólen apícola seja de 

cerca de 1.500 toneladas, consumido como ingrediente alimentar ou suplemento dietético  

(Sipos, 2020). Este produto contém proteínas (5–60%), açúcares redutores e não redutores (13–

55%), lipídios (4–7%), fibras brutas (0,3–20%), aminoácidos, além de ser importante fonte de 

vitaminas, compostos fenólicos bioativos e micronutrientes essenciais, como minerais (Fuente-

Ballesteros, 2023; Sipos, 2020). 

Técnicas espectrométricas são comumente utilizadas na determinação de metais e 

metaloides em amostras de alimentos e ambientais. A espectrometria de absorção atômica com 

chama (F AAS) é uma técnica de baixo custo que pode ser utilizada para esse propósito, no 

entanto, as determinações são geralmente para um único elemento e têm baixa sensibilidade 

(Kilinç, 2024; Elik, 2024). A espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GF 

AAS) é uma técnica mais sensível que a F AAS permitindo análise direta de amostras de 

alimentos, no entanto, geralmente tem um sistema para determinação de um único elemento e 

custos operacionais mais elevados (Chaikhan, 2023; de la Calle, 2016). Para determinações 

multielementar, a espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP 

OES) tem sido utilizada em análises de alimentos (Dado, 2023; Valverde, 2023), mas a 

possibilidade de interferências químicas e espectrais deve ser considerada. A espectrometria de 
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massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) também permite a determinação 

multielementar com baixos limites de detecção em amostras de alimentos, mas é uma técnica 

dispendiosa que apresenta efeitos de matriz devido à presença frequente de íons poliatômicos 

com a mesma massa nominal do analito (Escudero, 2022; Şeker, 2022).  

A espectrometria de fluorescência de raios X por dispersão de energia (EDXRF) é uma 

técnica amplamente utilizada para determinação de elementos químicos em níveis de traços, 

oferecendo vantagens como a possibilidade de determinação multielementar e simultânea de 

forma não destrutiva, por meio de análise direta de amostras sólidas ou com preparação mínima 

(Guimarães, 2023; Souza, 2021). Apesar das vantagens da análise direta de amostras sólidas, 

como a minimização dos riscos de contaminação e perdas do analito, há dificuldades 

relacionadas a baixa sensibilidade da técnica e à etapa de calibração. 

A calibração externa para medições analíticas diretamente em amostras sólidas pode ser 

realizada usando material de referência certificado (CRM) como padrões de calibração (Xue, 

2022; Sverchkov, 2023). Apesar de sua simplicidade, esse procedimento aumenta o custo do 

método, e não há CRMs disponíveis com uma ampla faixa de concentração para todos os tipos 

de amostras. A calibração externa para determinação de EDXRF também pode ser feita usando 

amostras previamente analisadas por um método de referência para serem utilizadas como 

padrões de calibração (Oliveira, 2020). Nesse caso, além da necessidade de um método de 

referência estar disponível, pode haver dificuldade em selecionar amostras com uma ampla 

faixa de concentração para os analitos. Mesmo consumindo mais tempo, reagentes e quantidade 

de amostras, uma alternativa à calibração externa é a calibração por adição de analito (Milnea, 

2010). No entanto, empregar a calibração por adição de analito quando se faz medições em 

amostras sólidas não é uma tarefa fácil, considerando a dificuldade de mistura e 

homogeneização entre amostra e padrão. 

Uma maneira de superar a dificuldade de preparar padrões usando amostras sólidas com 

baixa solubilidade em meios aquosos é preparar uma suspensão de uma amostra sólida em pó 

e a solução padrão do analito, desde que a estabilidade e a homogeneidade sejam garantidas 

(Cerqueira, 2023; Alov, 2018; Gomez-Nieto, 2022). A estratégia de preparação de amostras 

usando suspensões com amostras sólidas pode ser explorada para medidas de fluorescência de 

raios X (Marguí, 2022; De La Calle, 2013). Diferentes tipos de preparo de suspensões foram 

descritos para esta finalidade usando soluções aquosas na presença de ácidos, solventes e 

surfactantes (García-Florentino, 2018; Takahashi, 2019; Chubarov, 2023; Milnea, 2010). No 
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entanto, o uso de solvente eutético profundo natural (NADES) para preparar uma suspensão de 

amostra e padrões para construir curvas de calibração por um método de calibração de dois 

pontos de correspondência de matriz ainda não foi descrito na literatura. 

Recentemente, os NADES surgiram como opções menos agressivas ao meio ambiente 

em comparação aos solventes convencionais (Silva, 2022). Eles são caracterizados como 

combinações de compostos naturais como açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos e bases 

orgânicas (Vanda, 2018). A combinação dessas substâncias forma uma mistura eutética por 

meio de fortes interações secundárias, promovendo uma rede intermolecular de ligações de 

hidrogênio, acompanhada de deslocalização de carga no sistema, estabilizando o estado líquido 

da mistura em temperaturas mais baixas e diminuindo o ponto de fusão (Kovács, 2022). Os 

NADES apresentam propriedades como baixa volatilidade, viscosidade ajustável, miscibilidade 

em água e biodegradabilidade. 

Neste capítulo, o uso de NADES é proposto para a preparação de uma suspensão de 

amostra de pólen de abelha para a determinação multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd. 

Após a amostragem da suspensão na célula de medição do EDXRF, o filme fino e homogêneo 

formado provou ser um substrato adequado para a realização das medições. Para obter medições 

precisas e exatas, as estratégias de adição de analito e adição de padrão interno foram 

combinadas, explorando a calibração de dois pontos de dois pontos de correspondência de 

matriz. 

 

2.2 Materiais e métodos 

2.2.1 Equipamentos 

Os analitos foram determinados usando um espectrômetro de fluorescência de raios X 

por dispersão de energia (S2 Ranger, Bruker, Billerica, MA, EUA) com um tubo de raios X 

alvo de paládio. Um disco de cobre (diâmetro de 40 mm) foi usado para calibrar o equipamento. 

Após preparar a suspensão da amostra, uma alíquota dela foi colocada no centro de uma célula 

de copo de polietileno selada (diâmetro de 10 mm) com filme Mylar® para medições. Foram 

utilizadas condições instrumentais padrão do equipamento da seguinte forma: tempo de 

irradiação, 100 s; tensão do tubo, 40 kV (para Ca, Zn, Ni, Co, Fe, Ga, Y, Ge e Se) e 50 kV (para 

In e Cd); corrente do tubo, 2 mA; e sob atmosfera de vácuo. As linhas analíticas utilizadas 

foram: Ca 3,69 keV (Kα), Fe 6,40 keV (Kα), Co 6,93 keV (Kα), Ni 7,48 keV (Kα), Zn 8,64 
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keV (Kα), Cd 23,17 keV (Kα), Y 14,96 keV (Kα), Ga 9,25 keV (Kα), Ge 9,89 keV (Kα), Se 

11,22 keV (Kα) e In 24,21 keV (Kα). 

Para fins de comparação, amostras de pólen de abelha foram digeridas usando um forno 

de micro-ondas Multiwave PRO (Anton Paar GmbH, Graz, Áustria), seguido pela determinação 

dos analitos por ICP OES, usando um espectrômetro de visão axial e radial (iCAPPRO10928, 

Thermo Scientific), com potência de medição de 1250 W, um gerador de radiofrequência de 27 

MHz, detector de dispositivo de injeção de carga (CID), diâmetro do tubo da tocha central de 

2,0 mm, faixa de comprimento de onda entre 167 e 852 nm, tempo de medição de 5 s, câmara 

de nebulização ciclônica, nebulizador concêntrico, fluxo de gás auxiliar de 0,5 L min-1, fluxo 

de gás de plasma de 13,5 L min-1 e fluxo de gás de nebulização de 0,5 L min-1. As linhas de 

emissão empregadas foram: Ca (315,887 nm), Cd (226,502 nm), Co (230,786 nm), Fe (259,940 

nm), Ni (216,555 nm) e Zn (202,548 nm). 

As amostras de pólen de abelha foram moídas usando um moinho de bolas planetário, 

modelo PM 100 (Retsch, Düsseldorf, Alemanha) com uma velocidade máxima de 650 rpm e 

tamanho de alimentação de até 10 mm e finura final de 0,1 µm. As massas foram medidas em 

uma balança analítica (modelo TE214 S, Sartorius, Göttingen, Alemanha) com uma precisão 

de ± 0,1 mg. Um agitador magnético com aquecimento, C-MAG HS 7 (IKA, Alemanha), foi 

usado na síntese de NADES. Os experimentos foram conduzidos em tubos de centrífuga 

cônicos com capacidade interna de 15 mL. Um banho ultrassônico (Cristofoli, Campo Mourão, 

Brasil) foi usado para sonicação da amostra. Um espectrofotômetro UV-2450 (Shimadzu, 

Japão) foi utilizado para análise turbidimétrica das suspensões e um viscosímetro SVM 3000 

(Anton Paar, Áustria) foi usado para obter a viscosidade dos solventes. 

 

2.2.2 Reagentes, soluções e amostras 

Todos os reagentes químicos utilizados nos experimentos foram de grau analítico. A 

água utilizada foi ultrapura, com resistividade específica maior que 18 MΩ cm, obtida de um 

sistema de purificação de água Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Vidrarias e garrafas foram 

imersas em uma solução de ácido nítrico a 10% (v v-1) (Merck, Darmstadt, Alemanha) por pelo 

menos 24 h e enxaguadas com água ultrapura antes do uso. Soluções de trabalho padrão 

multielementares com concentração de 1,0 mg L-1 para Ca (II), Fe (III), Co (II), Ni (II), Zn (II) 

e Cd (II) e 50 mg L-1 para Y (III), Ga (III), Ge (II), In (III) e Se (IV) foram preparadas diluindo 

soluções estoque de 1000 mg L-1 (Specsol Quimlab, Brasil) de cada elemento em água. Ácido 
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nítrico 65% (v v-1) e peróxido de hidrogênio 30% (v v-1) (ambos Merck, Darmstadt, Alemanha) 

foram usados no processo de digestão da amostra para comparação de métodos. Uma solução 

de 1% (m v-1) de Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usada em testes para 

preparação da suspensão da amostra. Na preparação da solução de NADES, foram usados 

glicose PA (Synth, Brasil) e ácido láctico 85% (Synth, Brasil). 

Três amostras diferentes de pólen de abelha foram compradas em supermercados na 

cidade de Salvador, Brasil, armazenadas em frascos de polietileno de alta densidade e mantidas 

refrigeradas a 4°C até a análise. Todas as amostras foram moídas em um moinho de bolas 

planetário a 200 rpm por 5 min e peneiradas em uma malha de náilon com tamanho de partícula 

de 15 μm. As bolas usadas para moer as amostras foram feitas de material de ágata, 

minimizando o risco de contaminação da amostra. 

 

2.2.3 Procedimento para avaliação da homogeneidade da suspensão 

A avaliação turbidimétrica das suspensões consistiu no preparo de uma suspensão de 

amostras de pólen com concentração de 10 m v⁻¹, utilizando diferentes solventes. Os solventes 

utilizados foram NADES LGH, solução 1% m v-1 Triton X-100, e água. As suspensões 

preparadas foram submetidas à análise espectrofotométrica, para a medida da absorbância em 

modo cinético em comprimento de onda de 550 nm (Borque, 1999). O monitoramento foi 

realizado ao longo de 33 minutos, permitindo a obtenção de dados dinâmicos da variação da 

absorbância ao longo do tempo, fornecendo informações sobre as características de interação 

entre o pólen e os diferentes solventes em questão. 

 

2.2.4 Síntese do NADES 

O solvente eutético profundo natural sintetizado foi o NADES LGH (ácido láctico-

glicose-água), conforme descrito em estudo anterior (Dai, 2013). Nesta preparação, ácido 

láctico, glicose e água, na proporção molar de 5:1:3, foram misturados e aquecidos sob agitação 

em temperaturas abaixo de 50°C até a formação de um líquido transparente. 

 

2.2.5 Procedimento de digestão das amostras de pólen 

Com o propósito de comparar os resultados da concentração de analito, as amostras de 

pólen de abelha foram digeridas e determinadas por ICP OES. Após as amostras serem moídas 

e peneiradas, aproximadamente 0,2 g de cada amostra de pólen de abelha foi pesada e 



 

52 

 

transferida para um recipiente de forno de micro-ondas. Em seguida, 3,0 mL de ácido nítrico 

concentrado, 1,5 mL de peróxido de hidrogênio e 5,5 mL de água deionizada foram adicionados 

a cada recipiente. As amostras foram digeridas usando o seguinte programa de temperatura: (I) 

aquecimento por 10 minutos até 200 °C, (II) manutenção a 200 °C por 15 minutos e (III) 

resfriamento a 55 °C por 30 minutos. A solução digerida foi transferida para um balão 

volumétrico, com o volume final ajustado para 20,0 mL com água. Posteriormente, as amostras 

foram analisadas para analitos por ICP OES (Valverde, 2023). Em cada procedimento de 

digestão, três brancos foram preparados usando apenas 3,0 mL de ácido nítrico, 1,5 mL de 

peróxido de hidrogênio e 5,5 mL de água deionizada. 

 

2.2.6 Planejamento fatorial completo de dois níveis 

Um planejamento fatorial completo de dois níveis com quatro fatores (24) foi empregado 

para obter um sistema que fornecesse os melhores sinais analíticos. Os seguintes fatores foram 

estudados: a razão entre a massa da amostra e o volume de NADES (%, m v-1), tempo de 

sonicação (min), volume da amostra colocada na célula de medição e concentração de NADES 

LGH. Dezenove experimentos foram realizados no âmbito do planejamento fatorial completo, 

e triplicatas de cada ponto experimental foram realizadas para calcular a variância. A resposta 

múltipla (RM) foi utilizada como uma resposta quimiométrica, e as intensidades de 

fluorescência normalizadas para cada analito (Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd) foram usadas para obter 

a RM. A RM foi calculada como mostrada na Equação 16: 

RM = (ASCa/ASmaxCa) + ASFe/ASmaxFe) + (ASCo/ASmaxCo) + (ASNi/ASmaxNi) + (ASZn/ASmaxZn) + 

(ASCd/ASmaxCd)                                                                                                 Equação 16 

na qual (ASCa), (ASFe), (ASCo), (ASNi), (ASZn) e (ASCd) são os sinais analíticos obtidos para 

cada íon metálico em cada experimento do projeto de matriz gerado; e (ASmax,Ca), (ASmax,Fe), 

(ASmax,Co), (ASmax,Ni), (ASmax,Zn) e (ASmax,Cd) são os valores máximos de sinal analítico obtidos 

para cada íon metálico em cada experimento do projeto de matriz gerado para a aplicação da 

abordagem quimiométrica. O programa Statistica 6.0® (StatSoft, Inc., Tulsa, EUA) foi 

empregado para auxiliar na aplicação estatística.  

2.2.7 Procedimento experimental 

No preparo das amostras, 15 mg de cada amostra de pólen de abelha, 650 μL de NADES 
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e 350 μL de água foram misturados e sonicados por 10 min. Após a sonicação, uma alíquota de 

30 μL da suspensão formada foi coletada e aplicada ao suporte de amostra (10 mm de diâmetro) 

selado com filme Mylar®, formando um filme de amostra fino e uniforme adequado para 

análise por EDXRF. 

 

2.2.8 Procedimento de calibração 

As espécies químicas Y, Ga, Ge, In e Se foram estudadas como potenciais padrões 

internos na etapa de calibração. Uma solução padrão composta por 1,0 mg L-1 dos analitos Ca, 

Fe, Co, Ni, Zn, Cd e 50 mg L-1 do padrão interno Y, Ga, Ge, In e Se, e uma solução em branco 

(65% NADES LGH) foram preparadas para produzir duas soluções: S1 (50% de suspensão de 

pólen de abelha em NADES + 50% de solução padrão) e S2 (50% de suspensão de pólen de 

abelha em NADES + 50% em branco). Para S1, 1,0 mL de suspensão de pólen de NADES e 

1,0 mL de solução padrão foram misturados; e para S2, 1,0 mL de suspensão de pólen de 

NADES e 1,0 mL de NADES foram misturados. Ambas as soluções foram sonicadas por 10 

min e usadas para o método de calibração de dois pontos.  

2.3. Resultados e discussão 

2.3.1 Caracterização do NADES sintetizado 

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi 

usada para caracterizar o NADES sintetizado. Para isso, foram obtidos espectros para os 

componentes do solvente: ácido láctico e glicose, bem como para o solvente NADES LGH. Na 

Figura 4, podem ser observadas bandas características da glicose, como uma banda em 3361 

cm⁻¹, indicativa de alongamento O-H, bem como bandas em 1129 cm⁻¹ e 1011 cm⁻¹ atribuídas 

ao alongamento C-O e C-OH. Para o ácido láctico, uma banda em 2989 cm⁻¹ corresponde ao 

alongamento C-H, uma banda em 1723 cm⁻¹ é atribuída ao alongamento C=O e uma banda em 

1373 cm⁻¹ representa a flexão C-H.  

O NADES LGH sintetizado mostra bandas em 1720 cm⁻¹, 1476 cm⁻¹ e 1224 cm⁻¹, 

indicando interações entre seus componentes que afetam as frequências vibracionais dos grupos 

funcionais. A presença de bandas em regiões semelhantes ao ácido láctico e à glicose sugere 

que estes são componentes do solvente sintetizado. As mudanças observadas indicam novas 

interações intermoleculares, conforme previsto por Dai et al. 2013, uma vez que os NADES 
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alteram as propriedades físico-químicas de componentes individuais, criando sistemas mais 

estáveis e eficientes baseados em ligações de hidrogênio. 

Figura 4. Espectros de FTIR para o NADES sintetizado e seus componentes: ácido láctico e 

glicose. 

 

2.3.2 Determinação das condições experimentais para preparo da suspensão 

A influência da razão massa-volume da amostra para solução na formação da suspensão, 

tempo de sonicação, volume da suspensão na célula de medição e concentração de NADES 

LGH, nas intensidades dos sinais obtidos por EDXRF foram estudadas usando um 

planejamento fatorial completo 24 (Tabela 2). Os parâmetros e intervalos estudados foram 

baseados em trabalhos anteriores que usaram preparação de amostra por suspensão para análise 

de fluorescência de raios-X (Bilo, 2019; Dalipi, 2017). Os resultados deste planejamento foram 

normalizados considerando as massas de amostra usadas em cada experimento. A resposta 

múltipla (RM), obtida pela soma das intensidades dos sinais analíticos normalizados para cada 

analito, foi usada como resposta para avaliação (Ferreira, 2018). 
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A significância de cada variável foi avaliada via análise de variância (ANOVA) via 

níveis de significância de p-valor, gerando um gráfico de Pareto com efeitos de cada fator e 

suas interações (Figura 5). Os resultados do planejamento experimental revelaram que nenhuma 

das variáveis estudadas foi significativa, conforme mostrado no gráfico de Pareto, indicando 

estabilidade e homogeneidade da suspensão nas condições estudadas. A viscosidade e a 

presença de ligação de hidrogênio entre os componentes do NADES e as espécies químicas 

doadoras de hidrogênio presentes no pólen ajudam a formar um sistema de suspensão estável 

(Ayres, 2023; Thakur, 2020). Portanto, dentro do domínio experimental estudado, qualquer 

condição fornece resultados estatisticamente semelhantes (Anunciação, 2021). 

Figura 5. Gráfico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial completo de 24 com efeitos 

de cada fator e suas interações. 

 

As condições experimentais escolhidas foram: razão massa-volume de 15% (m v-1) entre 

a amostra e o NADES, 10 min de sonicação, volume de amostra de 30 µL no suporte de amostra 

(10 mm de diâmetro) e concentração de 65% de NADES. O uso de 1,0 mL de solução contendo 

65% de NADES com 15 mg de amostra permitiu a formação de uma suspensão estável, 

conforme observado em estudos anteriores (Bilo, 2019; Marguí, 2022). Além disso, o uso de 

30 µL de suspensão de amostra permitiu a formação de uma camada com espessura adequada 

para medições no EDXRF (Dalipi, 2017)     

p = 0,05 



 

56 

 

Tabela 2. Planejamento fatorial complete 24 e resposta múltipla obtida para otimização do método proposto. 

PC*: Ponto central 

 

Experimentos Razaão massa de amostra e volume 

de NADES (%, m v-¹) 

Tempo de sonicação, min Volume da amostra no 

suporte, µL 

NADES, % Resposta 

múltipla 

1 20 (+) 15 (+) 10 (-) 100 (+) 3,93 

2 20 (+) 15 (+) 10 (-) 30 (-) 1,49 

3 20 (+) 15 (+) 50 (+) 100 (+) 1,08 

4 20 (+) 15 (+) 50 (+) 30 (-) 1,29 

5 20 (+) 5 (-) 10 (-) 100 (+) 0,48 

6 20 (+) 5 (-) 10 (-) 30 (-) 0,48 

7 20 (+) 5 (-) 50 (+) 100 (+) 0,87 

8 20 (+) 5 (-) 50 (+) 30 (-) 1,08 

9 10 (-) 15 (+) 10 (-) 100 (+) 0,92 

10 10 (-) 15 (+) 10 (-) 30 (-) 2,01 

11 10 (-) 15 (+) 50 (+) 100 (+) 2,52 

12 10 (-) 15 (+) 50 (+) 30 (-) 1,15 

13 10 (-) 5 (-) 10 (-) 100 (+) 2,30 

14 10 (-) 5 (-) 10 (-) 30 (-) 2,38 

15 10 (-) 5 (-) 50 (+) 100 (+) 3,21 

16 10 (-) 5 (-) 50 (+) 30 (-) 2,57 

17 (PC*) 15 (0) 10 (0) 30 (0) 65 (0) 2,65 

18 (PC) 15 (0) 10 (0) 30 (0) 65 (0) 3,81 

19 (PC) 15 (0) 10 (0) 30 (0) 65 (0) 3,23 
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2.3.3 Avaliação da estabilidade e homogeneidade da suspensão 

 

A homogeneidade e estabilidade de três suspensões preparadas com amostras de pólen 

de abelha foram avaliadas usando turbidimetria, monitorando sinais de absorbância a 550 nm 

(Borque, 1999) . As suspensões foram preparadas em: (a) 65% NADES LGH; (b) 1% m v-1 

Triton X-100; e (c) água, com as suspensões (b) e (c) sendo amplamente utilizadas para 

determinações multielementares com fluorescência de raios X (Bilo, 2019; Allegreta, 2019; 

Natali, 2016). As variações nos sinais de absorbância ao longo de um período de 33 min são 

mostradas na Figura 6.  

Figura 6. Avaliação da homogeneidade e estabilidade de suspensões de amostras de pólen 

preparadas em (amarelo) 65% NADES LGH, (laranja) 1% Triton X-100 e (azul) água. A 

turbidez das suspensões foi monitorada pela medição dos sinais de absorbância a 550 nm. 

 

Pode-se observar que os sinais de absorbância para as suspensões preparadas em Triton 

X-100 e água diminuíram após 3 minutos, indicando sedimentação de partículas de pólen. Por 

outro lado, a suspensão preparada com NADES apresentou sinais de absorbância com pouca 

variação ao longo de todo o período estudado, indicando que a turbidez não se alterou, pois, as 

partículas de pólen foram estabilizadas no sistema, sem que ocorresse sedimentação 
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significativa durante 33 min. A análise turbidimétrica confirmou a inspeção visual apresentada 

na Figura 7, que indicou que as suspensões em água e Triton X-100 apresentaram sedimentação, 

enquanto a suspensão com NADES LGH não apresentou sedimentação. A viscosidade dos três 

solventes: (a) 65% NADES LGH, (b) 1% Triton X-100 e (c) água foram medidas usando um 

viscosímetro à temperatura ambiente. Os resultados obtidos foram 6,164 ± 0,004, 0,914 ± 0,001 

e 0,893 ± 0,001 mPa s, para (a), (b) e (c), respectivamente. Estes resultados confirmam os dados 

obtidos através da análise turbidimétrica, indicando que as partículas de pólen têm mais 

dificuldade de sedimentar no solvente NADES LGH devido à viscosidade do que na água e 

Triton X-100. 

Figura 7. Suspensões de amostras de pólen preparadas em 65% de NADES LGH, 1% de Triton 

X-100 e água após 10 min de sonicação. 

 

 

2.3.4 Avaliação do uso de padrão interno 

O método de calibração de dois pontos de correspondência de matriz foi empregado 

para corrigir erros potenciais relacionados a sinais de fundo, flutuações em sinais analíticos e 

melhorar a precisão e o desempenho do método (Sloop, 2021). Esta estratégia é baseada em 

uma estratégia de calibração conhecida como análise de diluição padrão (SDA, do inglês 

standard dilution alnalysis) (Jones, 2015), que combina duas estratégias de calibração, 

calibração com padrão interno e calibração de adição de analito, e requer apenas duas soluções 

de calibração por amostra. Na estratégia adotada, a calibração exigiu duas soluções: S1 (50% 
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de suspensão de pólen de abelha em NADES + 50% de solução padrão), onde a solução padrão 

continha os analitos e o padrão interno; e S2 (50% de suspensão de pólen de abelha em NADES 

+ 50% em branco), onde a solução em branco era uma solução NADES. A Figura 8, mostra 

espectros típicos obtidos das soluções S1 e S2.  

Figura 8. Espectros de EDXRF para a solução S1 (A) e composta de 50% de pólen de abelha 

amostra 1 em NADES LGH + 1 mg L-1 Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, e 50 mg L-1 Ga, Y, Ge, Se e 

In, e S2 (B) composta por 50% da amostra de pólen 1 em NADES LGH + 50% Branco (NADES 

LGH) (Faixa 1: 40 kV, filtro Al 500 μm; Faixa 2: filtro Cu 50 kV 100 μm). 

 

 

(A) 

(B) 
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A partir dos sinais analíticos obtidos para cada analito e o padrão interno, uma equação 

foi plotada com o sinal do padrão interno no eixo x e o sinal do analito no eixo y. A Equação 

12 foi usada para os cálculos das concentrações de cada analito nas amostras. 

Para que um elemento seja utilizado como padrão interno, ele precisa estar ausente nas 

amostras e não deve apresentar linhas de interferência espectral com os elementos a serem 

determinados (Chiweshe, 2016; Pires, 2019). Nesse sentido, Y, Ga, Ge, In e Se foram avaliados 

como padrões internos, considerando estudos anteriores e a adequação bem estabelecida desses 

elementos como padrões internos em análises espectrométricas atômicas (Natali, 2016; 

Musielak, 2022; Turnau, 2010; Tsuji, 2023; Gama, 2017; Ghosh, 2017). 

Testes de recuperação com três amostras diferentes foram conduzidos para comparar o 

desempenho dos cinco padrões internos testados, adicionando 67 mg kg -1 e 667 mg kg-1 dos 

analitos Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd às amostras. Os sinais analíticos dos padrões internos presentes 

na solução de calibração S1 foram utilizados na Equação 2 para obter a concentração dos 

analitos. Os resultados de recuperação (%R) foram obtidos usando a Equação 17, onde Cencontrado 

é a concentração encontrada para a amostra após centrifugação do analito, Canalito é a 

concentração encontrada para a amostra sem adição de analitos e Cadicionado é a concentração 

adicionada de analito. Os resultados obtidos para uma das amostras são apresentados na Tabela 

3. 

 

%𝑅 = 
(𝐶𝑒𝑛𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜− 𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜)

𝐶𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜
 𝑥 100                 Equação 17 

Tabela 3. Determinação de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em amostra de pólen (Amostra 1) por 

EDXRF após preparo da amostra com solvente eutético profundo natural. 

Padrão 

interno 

Analitos Método proposto, mg 

kg-1 

Adicionado, 

mg kg-1 

Encontrado, 

mg kg-1 

Recuperação, 

% 

Ga 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Ca 

  

1038 ± 117 67 1113 ± 114 112 
 

667 1785± 130 112 

Fe 

  

59 ± 11 67 140 ± 26 120 
 

667 820 ± 132 114 

Co 

  

< 0.01 67 80 ± 11 120 
 

667 640 ± 84 96 

Ni 

  

15 ± 6 67 80 ± 24 97 
 

667 547 ± 87 80 
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   Tabela 3. continuação 

Zn 

  

35 ± 6 67 107 ± 12 107 
 

667 707± 41 101 

Cd 

  

< 0.08 67 67 ± 11 93 
 

667 640 ± 102 95 

Y 

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

Ca 

  

1119 ± 81 67 1164 ± 37 67 

  
 

667 1824± 143 106 

Fe 

  

  

42 ± 14 67 130 ± 16 131 
 

667 818 ± 177 116 

Co 

  

  

< 0.01 67 66 ± 10 99 
 

667 648 ± 86 97 

Ni 

  
  

13 ± 6 67 77 ± 6 96 
 

667 604 ± 78 87 

Zn 

  

  

31 ± 4 67 68 ±7 55  
667 639 ± 72 91 

Cd 

  

< 0,08 67 73 ± 13 109 
 

667 657 ± 115 99 

Ge 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Ca 

  

<0,79 67 82 ± 8 122 
 

667 915± 155 137 

Fe 

  

<0,24 67 85 ± 15 127 
 

667 770 ± 37 115 

Co 

  

< 0,01 67 41 ± 16 61 
 

667 512 ± 76 77 

Ni 

  

<0,15 67 78 ± 34 116 
 

667 575 ± 69 86 

Zn 

  

<0,09 67 75 ± 21 112 
 

667 576 ± 78 86 

Cd 

  

< 0,08 67 44 ± 12 66 
 

667 461 ± 112 69 

In 

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

Ca 

  

1043 ± 118 67 1116 ± 57 109 
 

667 1746± 131 105 

Fe 

  

32 ± 8 67 102 ± 46 104 
 

667 753 ± 130 108 

Co 

  

< 0,01 67 84 ± 11 125 
 

667 666 ± 67 100 

Ni 

  

13 ± 4 67 80 ± 25 100 
 

667 519 ± 137 76 

Zn 

  

30 ± 6 67 120 ± 26 134 
 

667 701 ± 45 101 

Cd 

  

< 0,08 67 67 ± 14 100 
 

667 645 ± 100 97 
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    Tabela 3. continuação 

Se 

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

Ca 

  

<0,79 67 71 ± 81 106 
 

667 703± 157 105 

Fe 

  

<0,24 67 30  ± 12 45 
 

667 495 ± 133 74 

Co 

  

< 0,01 67 96 ± 12 143 
 

667 772 ± 85 116 

Ni 

  

<0,15 67 90 ± 24 134 
 

667 489 ± 185 73 

Zn 

  

<0,09 67 80 ± 5 119 
 

667 454 ± 67 68 

Cd 

  

< 0,08 67 48 ± 27 72 
 

667 434 ± 119 65 

 

Além disso, os resultados para mais duas amostras de pólen de abelha são fornecidos na 

Tabela 4. Os resultados de recuperação obtidos para todos os analitos com o padrão interno Ga 

em todas as amostras variaram de 80 a 120%, enquanto com os outros padrões internos as 

recuperações estiveam entre 45 e 144 %, assim Ga foi escolhido como o padrão interno para 

cálculos posteriores, pois o utilizando os resultados foram satisfatórios e o seu uso é bem 

estabelecido como um padrão interno em medições de fluorescência de raios X (Ghosh, 2022; 

Ghosh, 2017). 

Tabela 4. Determinação de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em uma amostra de pólen (Amostra 2 e 3) 

por espectrometria de fluorescência de raios X por dispersão de energia após preparação da 

amostra com solvente eutético profundo natural. 

Amostra 2 

Padrão 

interno 

Adicionado, 

mg kg-1 

Encontrado, mg kg-1  Recuperação, % 

  
Ca Fe Co  Ni Zn Cd Ca Fe Co  Ni Zn Cd 

Ga 0 606 30 <0,01 51 35 <0,08 
      

67 660 100 80 130 100 67 81 104 119 118 97 99 

667 1376 627 567 607 587 700 115 89 85 83 83 105 

Y 0 513 31 <0,01 50 20 <0,08 
      

67 566 97 77 107 85 69 79 99 115 85 97 103 

667 1375 739 546 604 529 836 129 106 82 83 76 125 

Ge 0 <0,79 <0,24 <0,01 <0,15 <0,09 <0,08 
      

67 61 64 51 55 67 49 90 95 76 82 100 73 

667 646 769 364 670 409 564 97 115 55 100 61 85 

In 0 542 28 <0,01 52 34 <0,08 
      

67 635 99 66 135 100 64 139 106 98 124 99 95 

667 1418 723 468 610 602 796 131 104 70 84 85 119 
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        Tabela 4. continuação 

Se 0 <0,79 <0,24 <0,01 <0,15 <0,09 <0,08 
      

67 68 67 72 70 57 66 100 100 107 104 85 98 

667 666 641 510 664 361 592 99 96 76 100 54 89 

Amostra 3 

Ga 0 163 28 <0,01 15 73 <0,08       

67 240 87 93 93 140 60 115 88 90 117 100 85 

667 785 593 813 553 607 673 93 85 117 81 80 101 

Y 0 146 29 <0,01 15 64 <0,08       

67 215 72 88 77 115 63 103 64 131 93 76 94 

667 863 541 963 479 607 544 107 77 144 70 81 82 

Ge 0 <0,79 <0,24 <0,01 <0,15 <0,09 <0,08       

67 60 55 42 53 96 81 90 82 63 79 143 121 

667 947 648 512 516 759 731 142 97 77 77 114 110 

In 0 150 27 <0,01 14 62 <0,08       

67 239 89 62 69 138 56 133 93 93 82 113 84 

667 806 546 666 626 667 725 98 78 100 92 91 109 

Se 0 <0,79 <0,24 <0,01 <0,15 <0,09 <0,08       

67 57 68 87 58 55 50 85 101 130 87 82 75 

667 591 663 745 589 606 539 89 99 112 112 91 81 

 

2.3.5 Performance analítica e aplicação 

A curva analítica foi construída usando os sinais analíticos obtidos para as soluções S1 

e S2, considerando a relação linear entre os sinais dos analitos e o padrão interno (Sloop, 2021). 

Os sinais do padrão interno foram plotados no eixo x, e os sinais para cada analito no eixo y. A 

solução S1 continha 50% da solução padrão com 67 mg kg-1 de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, e 667 

mg kg-1 de Ga, e 50% da amostra. Enquanto isso, a solução S2 continha 50% da amostra e 50% 

da solução NADES LGH.  

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) foram calculados como 3 e 

10 vezes o desvio padrão de dez medições dos brancos analíticos, respectivamente. Para o 

cálculo, foram considerados os erros do tipo α e β, bem como a propagação de incertezas na 

inclinação e intercepto da curva de calibração (Sloop, 2021; Olivieri, 2014). A precisão foi 

estimada pela avaliação do desvio padrão relativo (%RSD) de dez medições repetidas realizadas 

em uma amostra de pólen de abelha com adições de 67 e 667 mg kg-1 dos analitos. Todos os 

valores de %RSD encontrados foram abaixo de 5% para todos os seis analitos em ambas as 

concentrações. Os parâmetros analíticos do método proposto estão listados na Tabela 5. 
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Tabela 5. Parâmetros analíticos do método proposto para determinação de Ca, Fe, Co, Ni, Zn 

e Cd em amostras de pólen por espectrometria de fluorescência de raios X por dispersão de 

energia após preparação da amostra com solvente eutético profundo natural. 

Parâemtros Ca Fe Co  Ni Zn Cd 

LD, mg kg-1 0,24 0,07 0,003 0,04 0,025 0,02 

LQ, mg kg-1 0,79 0,24 0,01 0,15 0,09 0,08 

RSD, % (67 mg kg-1) 4,2 4,9 5,0 4,1 3,4 3,0 

RSD, % (667 mg kg-1) 2,2 1,9 3,0 3,0 2,9 1,7 

 

Os resultados obtidos pela aplicação do método proposto na análise de três amostras de 

pólen apícola foram comparados aos resultados obtidos pela digestão seguida da determinação 

por ICP OES (Valverde, 2023) (Table 6). Foram aplicados os testes t de student e F para 

variância (95% de confiança), com valores de p variando de 0,22 a 0,65, e 0,21 a 0,87, 

respectivamente. Assim, não foram observadas diferenças significativas entre os resultados, 

demonstrando a boa exatidão do método proposto para a determinação desses elementos em 

amostras de pólen apícola. 

Tabela 6. Determinação de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em amostras de pólen pelo método proposto 

(A) e comparativo (B) (valor médio ± intervalo de confiança). 

Amo

stras 

Concentração, mg kg-1 

Ca Fe Co Ni Zn Cd 

(A) (B) (A) (B) (A) (B) (A) (B) (A) (B) (A) (B) 

 1 1038 ± 

117 

1088 ± 

134 

59 ± 

11 

74 ± 

14 

<0,

01 

<0,

01 

15 ± 

6 

26 ± 

11 

35 ± 

6 

48 ± 

14 

<0,

08 

<0,

06 

2 606 ± 
131 

609 ± 
150 

30 ± 
5 

29 ± 
5 

<0,
01 

<0,
01 

51 ± 
6 

51 ± 
7 

35 ± 
12 

36 ± 
9 

<0,
08 

<0,
06 

3 163 ± 42 161 ± 

62 

28 ± 

3 

36 ± 

10 

<0,

01 

<0,

01 

15 ± 

1 

16 ± 

4 

73 ± 

4 

79 ± 

8 

<0,

08 

<0,

06 

(A) Método proposto: Suspensão (NADES) + EDXRF, (B) Método comparativo: Digestão + 

ICP OES. 

 

Os resultados para as amostras analisadas apresentam variações na concentração de Ca, 

Fe, Ni e Zn variando de 163 a 1038, 28 a 59, 15 a 51 e 35 a 73 mg kg-1, respectivamente, 

enquanto as concentrações de Co e Cd ficaram abaixo do limite de quantificação. Os resultados 
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obtidos para Ca mostram níveis abaixo dos encontrados para pólen de abelha na Polônia (3050-

5770 mg kg-1) e Filipinas (Belina-Aldemita, 2019) (3780–5187 mg kg-1), porém próximos de 

alguns resultados obtidos no Brasil (Morgano, 2012; Carpes, 2009) (828-4670 mg kg-1) e 

Turquia ((Kalaycıoğlu, 2017) 909-2380 mg kg-1). Os níveis de Fe estão abaixo dos encontrados 

em amostras das Filipinas (Belina-Aldemita, 2019) (70-142 mg kg-1), mas próximos de algumas 

amostras do Brasil (Morgano, 2012; Morgano, 2010) (11-552 e 57-87 mg kg-1) e da Turquia 

(Kalaycıoğlu, 2017) (45-161 mg kg-1).   

As concentrações encontradas para Ni foram maiores que as encontradas na Jordânia 

(Aldgini, 2019) (<0,01-1,60 mg kg-1), sudeste do Brasil (Morgano, 2010) (0,12-6,85 mg kg-1), 

Turquia (Kalaycıoğlu, 2017) (0,9-2,6 mg kg-1) e Eslovênia (Kump, 1996) (2,5-3,1 mg kg-1). As 

concentrações de Zn foram semelhantes às encontradas nas Filipinas (45-56 mg kg-1) (Belina-

Aldemita, 2019), Turquia (26-50 mg kg-1) (Kalaycıoğlu, 2017), sul do Brasil (45-55 mg kg-1) 

(Carpes, 2009) e Jordânia (25-77 mg kg-1) (Aldigini, 2019), e maiores que os níveis encontrados 

em amostras da Polônia (27-48 mg kg-1) (Pohl, 2020). Os resultados obtidos para Cd foram 

consistentes com resultados de algumas amostras do sudeste do Brasil (<0,001-0,233 mg kg-1), 

e da Itália (Conti, 2001) (<15–90,1 µg kg-1), pois ficaram abaixo de 0,076 mg kg-1. Enquanto 

isso, os resultados encontrados para Co foram menores do que aqueles encontrados em amostras 

do sudeste do Brasil (Morgano, 2010) (0,3-0,8 mg kg-1). 

Tais resultados demonstram que as concentrações de metais no pólen podem variar 

dependendo da amostra analisada, situação que pode estar ligada a fatores relacionados à 

origem e ao ambiente (condições climáticas e ambientais) de onde o pólen foi coletado. Pólen 

apícola de diferentes regiões ou diferentes colônias de abelhas pode apresentar diferenças nas 

concentrações de seus vários constituintes (Baky, 2023; Darwish, 2023). Os tipos de flores, a 

composição genética das espécies vegetais e os processos agrícolas (como a fertilização) 

também podem impactar essa composição (Darwish, 2023). 

 

2.3.6 Avaliação da greenness e whiteness 

A técnica espectrométrica foi usada anteriormente na análise de pólen (Dima, 2012), 

como F AAS (Maragoou, 2017), ICP OES (Valverde, 2023), ICP-MS (Erdoğan, 2023). No 

entanto, o preparo de amostras via suspensão e calibração de dois pontos Matrix-Matching para 

analisar pólen ainda não havia sido explorada. 
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A conformidade do método proposto com os 12 princípios da química analítica verde 

(GAC) e química analítica branca (WAC) foi avaliada usando o software AGREE (Pena-

Pereira, 2020), AGREEprep (Wojnowski, 2022) e algoritmo RGB 12 (Nowak, 2021). A métrica 

AGREE apresenta critérios de entrada referentes aos 12 princípios de significância da GAC, 

onde cada uma das 12 variáveis é transformada em uma escala que varia de 0 a 1, recebendo 

pesos diferentes. No software AGREEprep, os critérios de avaliação são baseados nos dez 

princípios do preparo de amostras verdes (GSP), que são recalculados e, após avaliação 

quantitativa, refletidos como uma pontuação de impacto em uma escala de 0 (não cumprido) a 

1 (cumprido). Enquanto isso, o algoritmo RGB 12 é baseado no conceito de WAC, que propõe 

12 princípios alternativos aos 12 princípios do GAC, levando em consideração a qualidade do 

método, aspectos analíticos (vermelho) e práticos (azul), demonstrando a coerência e sinergia 

dos atributos analíticos, ecológicos e práticos. Neste caso, a brancura é quantificada entre 0 e 

100, com base na avaliação de princípios individuais, como um parâmetro conveniente útil em 

comparações e na seleção do método ideal. Cálculos foram aplicados usando esses diferentes 

critérios para avaliar a coerência com os princípios do GAC do método proposto e métodos 

descritos na literatura para análise de pólen usando técnicas de espectrometria (Tabela 7). As 

métricas foram preenchidas com as informações fornecidas em cada manuscrito. 

A pontuação final das avaliações do algoritmo AGREE, AGREEprep e RGB 12 destaca 

a maior natureza verde e sustentável do método proposto. O método de preparação e calibração 

da amostra em poucas etapas, resultando em menos manipulação e menor tempo de análise, 

menor massa da amostra e não uso de reagentes tóxicos, contribuiu para esse resultado. Além 

disso, o uso de NADES, que é um solvente verde, deve ser enfatizado. Essas vantagens resultam 

em uma melhora notável na pontuação associada aos 2º, 4º, 10º, 11º e 12º princípios do AGREE 

e aos 3º, 4º, 5º, 8º e 10º princípios do AGREEprep. A alta pontuação obtida no algoritmo RGB 

12 está relacionada principalmente aos princípios de toxicidade de reagentes, número e 

quantidade de reagentes e resíduos, impactos diretos, precisão, exatidão, custo-eficiência, 

requisitos e simplicidade operacional, todos os quais são atendidos pelo método proposto e 

garantem que o método esteja alinhado com os critérios do GAC. 
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Tabela 7. Características de métodos que empregam espectrometria de fluorescência de raios X para análise de amostras de pólen.  

Analitos Preparo da 

amostra 

Método de 

calibração 

Massa da 

amostra, 

g 

Técnica 

espectrométrica 

LD, µg g-

1 

RSD, 

% 

AGREE AGREEprep RGB, % Referência 

As(III) 

Digestão úmida 

assistida por micro-

ondas e redução de 

As(V) 

Calibração externa 

 

0,1–1 

 

F AAS 
0,2 5,6 

 

 

62,2 Baky, 2023 

Al, Ba, Bi, Ca, 

Cd, Co, Cr, Cu, 

Fe, Ga, In, K, Li, 

Mg, Mn, Na, Ni, 

Pb, Sr, Zn, P, Se 

and As 

 

Digestão úmida 

assistida por micro-

ondas 

Caibração externa 

 
 

0,2 

 
 

ICP OES 

0,2 – 2,4  ≤ 15 

 

 

76,4 
Darwish, 

2023 

Mn, Fe, Zn, Se, 

Cr, Cu, Mg, Ca, 

Na, Pb, Cd, Ni and 

As 

Digestão úmida 
assistida por micro-

ondas 

Calibração externa 

 

0,25 

 

ICP-MS 
0,00001 – 

0,09 
- 

 

 

70,6 Dima, 2012 

Ca, Fe, Co, Ni, Zn, 

and Cd 

Sonicação + NADES 
LGH 

Calibração de dois 

pontos por 
correspondência de 

matriz 

 
 

 

0,015 

 
 

 

EDXRF 

 
2,3 – 157,8 

 
≤ 5 
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2.4 Conclusão 

O uso do preparo de amostra de pólen de abelha via suspensão com NADES LGH 

permitiu a determinação multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd por EDXRF usando a 

estratégia de calibração de dois pontos por correspondência de matriz como método de 

calibração. O método desenvolvido é rápido, simples, de baixo custo e apresenta parâmetros 

analíticos adequados, com bons limites de detecção e quantificação, precisão e extidão. O 

método proposto oferece baixo risco de contaminação da amostra, minimizando o consuno de 

energia, pois não requer aquecimento por longos períodos, e do uso de ácidos concentrados 

para pré-tratamento da amostra. Além disso, o método obteve bom desempenho em métricas 

de avaliação de sustentabilidade, demonstrando que pode ser considerado como uma alternativa 

verde para análise de pólen de abelha. 
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Capítulo III 

COMPARAÇÃO DE PROCEDIMENTOS 

ANALÍTICOS VERDES BASEADOS EM REAÇÕES 

DE ATIVAÇÃO DE PERSULFATO PARA 

DECOMPOSIÇÃO PARA DETERMINAÇÃO DE 

MULTIELEMENTAR EM AMOSTRAS DE MEL 

POR ESPECTROMETRIA DE EMISSÃO ÓPTICA 

COM PLASMA IDUTIVAMENTE ACOPLADO   
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3.1 Introdução 

A presença de elementos tóxicos no solo, na água e no ar pode ter origem em fontes 

naturais ou antropogênicas, como atividades industriais, e é um dos problemas relacionados à 

poluição ambiental (Lishchuk, 2023; Atanasov, 2023). Esse problema também pode levar ao 

acúmulo de elementos potencialmente tóxicos nas plantas, o que pode ser uma fonte de 

contaminação à saúde humana, causando diferentes doenças (Hassona, 2023; Aramaberi, 

2024). Além disso, plantas contaminadas podem ser vetores de contaminação indireta em 

polinizadores, como abelhas, e consequentemente em produtos apícolas derivados, como 

néctar, pólen e mel (Atanasov, 2023). Os efeitos adversos à saúde, causados pela presença de 

elementos potencialmente tóxicos, como cádmio, cromo e alumínio, incluem toxicidade renal, 

complicações neurológicas, hepatotoxicidade, efeitos gastrointestinais e efeitos pulmonares 

(Kargarghomsheh, 2024; Farhadiyan, 2024; Farsani, 2024). Por outro lado, a presença de 

elementos essenciais para o metabolismo humano, como zinco, cobalto, manganês e cobre, 

também precisa de atenção, considerando que ingestões excessivas podem levar a intoxicação 

(Kargarghomsheh, 2023).  

O mel é um semilíquido doce e viscoso produzido por abelhas por meio da coleta de 

néctar de flores ou outras secreções naturais contendo açúcar (Sixto, 2024). É caracterizado por 

uma alta concentração de glicose e frutose, bem como elementos essenciais e não essenciais, 

carboidratos, enzimas e aminoácidos, constituintes necessários para a manutenção do 

metabolismo humano. As características nutricionais fazem do mel um alimento básico para 

humanos (Melaku, 2022), com produção mundial estimada em 1,8 bilhão de toneladas 

(FAOSTAT, 2022). 

Várias técnicas analíticas estão disponíveis para determinar elementos traço em 

amostras de mel, como espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP OES) (Demaku, 2023; Silva, 2024). Esta técnica apresenta alta sensibilidade, 

consequentemente limites mais baixos de detecção e quantificações, robustez e velocidade de 

análise para determinação de multielementos (Tannus, 2021). No entanto, geralmente, a 

digestão da amostra é necessária para permitir a introdução da amostra no equipamento e 

superar interferências da matriz. 

A digestão da amostra pode ser dividida em técnicas por via seca e ou via úmida 

(incluindo técnicas assistidas por micro-ondas e ultrassom). As técnicas por via seca precisam 

utilizar uma grande quantidade de reagentes oxidantes, como hidróxidos de metais alcalinos, 
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carbonatos ou boratos, e alta massa de amostras (Mehmeti, 2021). Procedimentos de 

decomposição úmida são descritos na literatura envolvendo o uso de agentes oxidantes 

(tipicamente peróxido de hidrogênio) e ácidos minerais, ou uma mistura de ácidos minerais, 

como ácido sulfúrico, ácido nítrico, ácido clorídrico ou, dependendo do método, ácido 

fluorídrico (Sneddon, 2006; Korn, 2008). Ambos os procedimentos podem visar decompor 

matéria orgânica para obter soluções aquosas; no entanto, eles consomem muito tempo, 

envolvem alta demanda de energia e também requerem altos volumes de reagentes (Astolfi, 

2020; Leme, 2014), o que pode ser caro e gerar resíduos perigosos para o meio ambiente e a 

saúde humana (Korn, 2008).  

Uma alternativa para o pré-tratamento de amostras para determinações elementares é o 

uso de sais de persulfato. O persulfato tem sido usado como reagente para procedimentos de 

preparação de amostras com a intenção de decomposição de matéria orgânica devido às suas 

propriedades oxidantes. Este reagente tem potencial redox semelhante (2,5–3,1 ev) e meia-vida 

mais longa em comparação com •OH (Xu, 2020), estabilidade em água e menor energia de 

ligação para clivagem do grupo peroxo (Kordestani, 2019; Khakyzadeh, 2020; Matzek, 2016). 

O persulfato pode ser ativado usando processos de oxidação avançada baseados em radicais 

sulfato (SR-AOPs) que produzem um radical sulfato reativo (S2O8
2- + activator  2SO4

-• or 

SO4
-• + SO4

2-) por meio de calor, reações com metais de transição, luz ultravioleta e outros 

meios, como eletroquímica e ultrassonicação (Matzek, 2016). Nesse sentido, é importante 

desenvolver procedimentos de pré-tratamento de amostras utilizando reações baseadas na 

formação de radicais sulfato reativos para reduzir as etapas de preparação da amostra e, 

consequentemente, o tempo de análise e mitigar a geração de resíduos perigosos. 

Este trabalho compara dois procedimentos de digestão diferentes baseados em reações 

de persulfato ativado para degradação química orgânica de amostras de mel com subsequente 

determinação de Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al e Cu por ICP OES: (i) combinação sinérgica de 

persulfato ativado por base e ferro-ativado (APS/OH-), que usa uma alta concentração de 

solução de hidróxido de potássio e baixas concentrações de solução de sulfato de amônio 

ferroso para evitar a precipitação de íons férricos como hidróxido (Husain, 2012); e (ii) 

combinação sinérgica de persulfato ativado por ferro e ativação por ultra-sonicação (APS/H+), 

uma vez que o Fe2+ pode atuar diminuindo a quantidade de radicais sulfato produzindo SO4
2-  

(Karim, 2021), reduzindo a presença de SO4
-• e a eficiência da degradação química orgânica. 
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3.2 Materiais e métodos 

3.2.1 Instrumentação 

Os analitos foram determinados por ICP OES com um espectrômetro de visão axial e 

radial (iCAPPRO10928, Thermo Scientific). As condições operacionais incluíram uma 

potência de medição de 1250 W, um gerador de radiofrequência de 27 MHz, detector de 

dispositivo de injeção de carga (CID), diâmetro do tubo da tocha central de 2,0 mm, faixa de 

comprimento de onda entre 167 e 852 nm, tempo de medição de 5 s, câmara de nebulização 

ciclônica, nebulizador concêntrico, fluxo de gás auxiliar de 0,5 L min-1, fluxo de gás de plasma 

de 13,5 L min-1 e fluxo de gás de nebulização de 0,5 L min-1. As linhas de emissão para análise 

foram escolhidas de acordo com estudos de interferência anteriores. As linhas de emissão 

empregadas foram: Zn (I), 206,200 nm; Cd (II), 226,502 nm; Co (II), 228,616 nm; Mn (II), 

260,569 nm; Cr (IV), 284,325 nm; Al (I), 308,215 nm; Cu (II), 327,396 nm, Mg (II) 280,270 

nm; e Mg (I) 285,213 nm. 

As massas das amostras foram medidas usando uma balança analítica (modelo TE214 

S, Sartorius, Göttingen, Alemanha) com precisão de ± 0,1 mg. Os experimentos foram 

conduzidos em tubos cônicos de centrífuga com capacidade interna de 15 mL. Um banho de 

limpeza ultrassônica (Cristofoli, Campo Mourão, Brasil) foi usado para sonicação das amostras. 

Para fins de comparação, as amostras de mel foram digeridas usando um forno de micro-ondas 

Multiwave PRO (Anton Paar GmbH, Graz, Áustria). 

 

3.2.2 Reagentes, soluções e amostras 

Todos os reagentes químicos usados nos experimentos eram de grau analítico. A água 

usada era ultrapura, com resistividade específica maior que 18 MΩ cm, obtida de um sistema 

de purificação de água Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Vidrarias e garrafas foram imersas 

em uma solução de ácido nítrico a 10% (v v-1) (Merck, Darmstadt, Alemanha) por pelo menos 

24 h e enxaguadas com água ultrapura antes do uso. Soluções de trabalho padrão 

multielementares com concentração de 50 mg L-1 para Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al e Cu foram 

preparadas diluindo soluções estoque de 1000 mg L-1 (Specsol Quimlab, Brasil) de cada 

elemento em ácido nítrico a 10% (v v-1) (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

Soluções de cloreto de hidrogênio 1,0 mol L-1 foram preparadas por diluição direta da 

solução concentrada (Merck, Darmstadt, Alemanha). Soluções de sulfato de amônio ferroso 
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(Synth, Brasil), persulfato de amônio (Dinamica, Brasil) e hidróxido de potássio foram 

preparadas por diluição em água a partir de reagentes P.A. 

As amostras de mel foram compradas em supermercados em Salvador, Brasil, 

armazenadas em garrafas de polietileno de alta densidade e mantidas em temperatura ambiente 

até a análise. 

3.2.3 Procedimento experimental 

O procedimento foi baseado na ativação de persulfato à base de ferro para degradação 

química orgânica. Uma massa de 0,2 g de cada amostra de mel foi pesada em um tubo de 

centrífuga de 15 mL. Os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente (22 ± 2 °C). 

No procedimento APS/OH-, 0,25 mL de sulfato de amônio ferroso (FAS) 0,03 mol L-1, 0,75 

mL de KOH 3,0 mol L-1 e 9,0 mL de persulfato de amônio (APS) 0,5 mol L-1 foram adicionados 

à amostra. O tubo foi fechado e após agitação manual por 30 s, a amostra estava pronta para 

análise por ICP OES.  

No procedimento APS/H+, além da adição de 0,35 mL de APS 0,5 mol L-1, 0,60 mL de 

FAS 1,0 mol L-1 e 5,0 mL de HCl 1,0 mol L-1, a amostra foi sonicada por 10 min. Após a 

diluição para 10,0 mL com água, as soluções foram analisadas por ICP OES. 

3.2.4 Procedimento de digestão por micro-ondas 

 Para fins de comparação, as amostras foram digeridas com o auxílio de um forno de 

micro-ondas. Aproximadamente 0,2 g de cada amostra foi pesada e transferida para um 

recipiente de digestão. Em seguida, 4,0 mL de ácido nítrico concentrado, 1,0 mL de peróxido 

de hidrogênio e 3,0 mL de água deionizada foram adicionados a cada recipiente. As amostras 

foram digeridas usando o seguinte programa de temperatura: (I) aquecimento por 5 min até 150 

°C, (II) manutenção a 150 °C por 10 min e (III) resfriamento a 55 °C por 30 min. A solução 

digerida foi filtrada através de um papel de filtro quantitativo e transferida para um balão 

volumétrico, com o volume final ajustado para 20 mL com água. Posteriormente, as amostras 

foram analisadas por ICP OES (Leme, 2014). Em cada procedimento de digestão, três brancos 

foram preparados usando 4,0 mL de ácido nítrico concentrado, 1,0 mL de peróxido de 

hidrogênio e 3,0 mL de água deionizada. 

3.2.5 Ferramentas estatísticas para otimização do pré-tratamento das amostras 

Diferentes estratégias de otimização foram realizadas, considerando as particularidades 

dos dois procedimentos de digestão. Para o procedimento APS/OH -, a concentração de cada 

reagente presente no processo foi assumida como a principal variável de digestão. Assim, um 
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planejamento simplex centroide (com restrição de misturas) foi empregado para otimizar as 

proporções dos componentes da mistura, utilizando combinações de soluções APS, FAS e 

KOH. 

Para o procedimento APS/H+, o tempo de sonicação foi introduzido como uma variável 

experimental e um projeto fatorial completo de dois níveis (24) foi empregado para identificar 

as variáveis significativas na resposta analítica. Os seguintes fatores foram estudados: 

concentração da solução FAS, concentração da solução HCl, concentração da solução APS e 

tempo de sonicação. As variáveis significativas foram otimizadas usando a matriz de Doehlert 

como metodologia de superfície de resposta. 

Triplicatas do ponto central (PC) em cada projeto foram realizadas para calcular a 

variância. A função de desejabilidade foi utilizada como uma resposta quimiométrica, e os 

sinais analíticos normalizados para cada analito (Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al e Cu) foram usados 

para obter a desejabilidade global (D) (Candioti, 2014). O D foi calculado usando a Equação 

18: 

𝒅𝒊(𝒚̂𝒊(𝒙)) =  

𝟎 𝒊𝒇 𝒚̂𝒊(𝒙) = 𝑳𝒊 

(
(𝒚̂𝒊(𝒙))−𝑳𝒊

𝑼𝒊−𝑳𝒊
) 𝒊𝒇 𝑳𝒊 < 𝒚̂𝒊(𝒙) < 𝑼𝒊

𝟏 𝒊𝒇 𝒚̂𝒊(𝒙) = 𝑼𝒊

                                            Equação 18 

onde Ui é o maior sinal analítico obtido em cada experimento do delineamento da matriz, Li é 

o menor sinal analítico obtido em cada experimento da matriz gerada para aplicação da 

abordagem quimiométrica. O di(y ̂i) é uma função de desejabilidade individual para cada 

resposta ŷi(x), assumindo valores entre 0 e 1, onde di(ŷi)= 0 é a resposta indesejável, e di(ŷi)= 

1 é um valor desejável. Dado que cada resposta em cada experimento é transformada em 

funções de desejabilidade, elas foram combinadas em uma função única (D) para descobrir as 

melhores respostas conjuntas usando uma função média geométrica. O programa Statistica 

6.0® (StatSoft, Inc., Tulsa, EUA) foi empregado para auxiliar a aplicação estatística.  

3.3 Resultados e discussão 

3.3.1 Otimização da combinação de persulfato ativado por base e ferro para pré-

tratamento de amostras de mel 

Um centroide simplex foi realizado para otimizar o procedimento APS/OH-. Os 

experimentos foram realizados de acordo com planejamento de mistura com restrição mostrado 



 

75 

 

na Tabela 8. Um modelo quadrático foi utilizado para obter a descrição da superfície ótima 

experimental. A análise de variância (ANOVA) foi usada para avaliar o modelo quadrático, que 

não apresentou falta de ajuste (p = 0,13 > 0,05). O modelo quadrático é descrito pela Equação 

19:  

SA = 0,659(±0,041) (%, APS) + 0,087(±0,048) (%, FAS) – 0,014(±0,048) (%, KOH) – 0,666(±0,018) (%, APS) (%, 

FAS) + 0,495(±0,022) (%, APS) (%, KOH) + 0,882(±0,021) (%, KOH) (%, FAS)                          Equação 19 

onde SA é o sinal analítico. 

Tabela 8. Planejamento de mistura com restrição para estudar a decomposição de amostras de 

mel usando combinação sinérgica de persulfato ativado por base e ferro com subsequente 

determinação multielementar por ICP OES. 

Experimento 0,5 mol L-1 APS, 

% 

0,03 mol L-1 

FAS, % 

3 mol L-1 KOH, % Desajabilidade 

Global 

1 100 (8 mL) 0 (1 mL) 0 (1 mL) 0,72 

2 0 (1 mL) 100 (3 mL) 0 (6 mL) 0,12 

3 0 (1 mL) 0 (1 mL) 100 (8mL) 0,00 

4 0 (1 mL) 50 (2 mL) 50 (7 mL) 0,00 

5 50 (4.5 mL) 0 (1 mL) 50 (4.5 mL) 0,22 

6 50 (4.5 mL) 50 (2 mL) 0 (3.5 mL) 0,00 

7 66,66 (5,6 mL) 16,66 (1,3 mL) 16,66 (3,1 mL) 0,46 

8 16,66 (2,1 mL) 66,66 (2,3 mL) 16,66 (5,6 mL) 0,28 

9 16,66 (2,1 mL) 16,66 (1,3 mL) 66,66 (6,6 mL) 0,40 

10 (PC) 33,33 (3,3 mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,46 

11 (PC) 33,33 (3,3 mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,34 

12 (PC) 33,33 (3,3 mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,52 

APS: persulfato de amônio, FAS: sulfato de amônio ferroso, PC: ponto central 

 

As Figuras 9A e 9B mostram a superfície de resposta ajustada e o gráfico de contorno 

obtido para os sinais analíticos normalizados em função da proporção dos componentes da 

mistura apresentados na Tabela 8. Considerando que a superfície de resposta exibiu um ponto 

de sela, suas coordenadas não devem ser utilizadas para a otimização. Portanto, uma inspeção 

visual foi realizada para determinar as melhores condições (Dias, 2019). 

As condições estabelecidas para este sistema foram: 90% de 0,5 mol L -1 APS, 2,5% de 

0,03 mol L-1 FAS, e 7.5% de 3,0 mol L-1 KOH. Os resultados obtidos na otimização foram 

consistentes com o mecanismo de ativação do persulfato e decomposição da matéria orgânica. 
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Uma maior concentração de base leva ao aumento da eficiência na produção de radicais 

hidroxila, que atuam sinergicamente com íons sulfato na degradação da matéria orgânica 

(Matzek, 2016). Por outro lado, uma menor concentração de íons ferrosos diminui o efeito de 

eliminação do Fe (II) e reduz a probabilidade de precipitação de íons férricos como hidróxido 

(Karim, 2021). 

Figure 9. Gráficos obtidos para o planejamento de mistura restrita usado para a otimização da 

combinação de persulfato ativado por base e ativado por ferro para pré-tratamento de amostras 

de mel: (A) Superfície de resposta do modelo quadrático usando diferentes teores das soluções 

de KOH, APS e FAS; (B) Gráfico de contorno da desejabilidade global normalizada como uma 

função da proporção das soluções. FAS: sulfato de amônio ferroso, APS: persulfato de amônio.   

 

 

 

(A) 

(B) 
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3.3.2 Otimização da combinação sinérgica de persulfato ativado por ferro e ultra-

sonicação para pré-tratamento de amostras de mel 

A otimização do APS/H+ foi realizada em duas etapas. Primeiramente, um planejamento 

fatorial completo de dois níveis (24) foi realizado para avaliar a significância da concentração 

da solução de FAS, concentração da solução de HCl, concentração da solução de APS e tempo 

de sonicação. Posteriormente, uma matriz de Doehlert foi usada para otimizar as variáveis de 

significância e determinar as condições ótimas. O planejamento fatorial completo de dois níveis 

e os dados de desejabilidade global são mostrados na Tabela 9. 

Tabela 9. Planejamento fatorial completo (24) para estudar a digestão de amostras de mel 

usando a combinação sinérgica de ultra-sonicação e persulfato ativado por ferro com 

subsequente determinação multielementar por ICP OES. APS: persulfato de amônio, FAS: 

sulfato de amônio ferroso. 

Experimento

s 

Concentraçã

o de FAS, 

mol L-¹ 

Concentraçã

o de HCℓ, 

mol L-¹ 

Conentraçã

o de APS,  

mol L-1 

Tempo 

de 

sonicação

, min 

Desejabilidad

e Global 

1 0,003 (-) 0,1 (-) 0,01 (-) 0 (-) 0,00 

2 0,1 (+) 0,1 (-) 0,01 (-) 0 (-) 0,80 

3 0,003 (-) 1 (+) 0,01 (-) 0 (-) 0,05 

4 0,1 (+) 1 (+) 0,01 (-) 0 (-) 0,84 

5 0,003 (-) 0,1 (-) 0,01 (-) 10 (+) 0,00 

6 0,1 (+) 0,1 (-) 0,01 (-) 10 (+) 0,73 

7 0,003 (-) 1 (+) 0,01 (-) 10 (+) 0,05 

8 0,1 (+) 1 (+) 0,01 (-) 10 (+) 0,91 

9 0,003 (-) 0,1 (-) 0,025 (+) 0 (-) 0,02 

10 0,1 (+) 0,1 (-) 0,025 (+) 0 (-) 0,74 

11 0,003 (-) 1 (+) 0,025 (+) 0 (-) 0,06 

12 0,1 (+) 1 (+) 0,025 (+) 0 (-) 0,92 

13 0,003 (-) 0,1 (-) 0,025 (+) 10 (+) 0,00 

14 0,1 (+) 0,1 (-) 0,025 (+) 10 (+) 0,72 

15 0,003 (-) 1 (+) 0,025 (+) 10 (+) 0,08 

16 0,1 (+) 1 (+) 0,025 (+) 10 (+) 0,89 

17 0,0515 (0) 0,55 (0) 0,0175 (0) 5 (0) 0,83 

18 0,0515 (0) 0,55 (0) 0,0175 (0) 5 (0) 0,89 

19 0,0515 (0) 0,55 (0) 0,0175 (0) 5 (0) 0,87 
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Os resultados do planejamento experimental revelaram que apenas as concentrações da 

solução de FAS e da solução de HCl foram significativas, conforme mostrado no gráfico de 

Pareto (Figura 10). Portanto, qualquer concentração de APS e tempo de sonicação na faixa 

experimental estudada poderia ser usada para obter sinais analíticos mais altos. Nos níveis 

estudados, os valores positivos para concentração da solução de FAS e concentração da solução 

de HCl indicaram que os sinais analíticos aumentaram conforme esses fatores aumentaram. 

Figura 10. Gráfico de Pareto para o planejamento fatorial completo 24 usado para avaliar a 

significância dos fatores na otimização da combinação sinérgica de persulfato ativado por ferro 

e ultrassonicação para pré-tratamento de amostras de mel: tempo de sonicação, concentrações 

da solução de sulfato de amônio ferroso (FAS), solução de HCl e solução de persulfato de 

amônio (APS). 

 

 Em relação aos resultados obtidos a partir do gráfico de Pareto, foi realizada uma matriz 

de Doehlert como a matriz apresentada na Tabela 10, utilizando 0,0175 mol L-1 de APS. Esta 

solução foi escolhida porque altos sinais analíticos foram obtidos nos experimentos realizados 

com esta concentração na primeira etapa da otimização. O tempo de sonicação de 10 min foi 

usado para garantir a degradação espécies orgânicas. 

p = 0,05 
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Tabela 10. Matriz de Doehlert com valores reais e desejabilidade global realizada para otimizar 

a degradação de amostras de mel usando a combinação sinérgica de ultrassonicação e persulfato 

ativado por ferro com subsequente determinação multielementar por ICP OES. FAS: sulfato de 

amônio ferroso, PC: ponto central. 

Experimentos Concentração de 

FAS, mol L-¹ 

Concentração de 

HCℓ, mol L-¹ 

Desejabilidade 

Global 

1 0,041 (PC) 0,75 (PC) 0,00 

2 0,041 (PC) 0,75 (PC) 0,49 

3 0,041 (PC) 0,75 (PC) 0,45 

4 0,080 0,75 0,00 

5 0,061 1,00 0,00 

6 0,002 0,75 0,00 

7 0,020 0,50 0,43 

8 0,061 0,50 0,68 

9 0,020 1,00 0,00 

 

 A superfície de resposta obtida a partir desta matriz indicou que o ponto crítico é um 

ponto de sela (Figura 11A). Assim, uma inspeção visual do gráfico de contorno foi realizada 

para determinar as melhores condições operacionais (Figura 11B). As condições estabelecidas 

foram: 0,06 mol L-1 de FAS e 0,5 mol L-1 de HCl, o que garante que o meio seja suficientemente 

ácido para evitar a precipitação de íons férricos na forma de hidróxidos (Khakyzadeh, 2020), 

ao mesmo tempo em que garante a formação de radicais hidroxila, já que em qualquer pH o 

radical sulfato pode reagir para formar adicais hidroxila, a partir da Equação 16 (Matzek, 2016): 

SO4
-• + 2H2O  SO4

2-
 + OH• + H3O

+ 
                                                                                 Equação 16 

Figure 11. Gráficos obtidos do delineamento da matriz de Doehlert para otimização da 

combinação sinérgica de persulfato ativado por ferro e ultrassonicação para pré-tratamento de 

amostras de mel.  

 

(A) (B) 
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3.3.3 Avaliação do efeito de matriz 

Dada a natureza complexa das amostras de mel, estudos do efeito matriz foram 

conduzidos. Curvas analíticas foram construídas usando calibração externa, empregando 

soluções aquosas padrão dos analitos preparadas em HNO3 10% (v v-1). Adicionalmente, a 

calibração foi realizada adicionando soluções padrão dos analitos e da amostra aos sistemas 

APS/H+ e APS/OH-. A inclinação e o intercepto obtidos das curvas de calibração construídas 

usando os procedimentos de digestão APS/OH- e APS/H+ são mostrados na Tabela 11. A 

avaliação do efeito matriz foi realizada através da avaliação da razão entre os coeficientes 

angulares das curvas de calibração. Quando esta razão tendeu a se aproximar de 1, significando 

que não há efeito matriz (Pires, 2019).  Considerando uma variação de 15% da unidade como 

aceitável (Guedes, 2016; Azevedo, 2009; Ahumada, 2013; Correia, 2004), foi definido que, 

para a razão obtida dentro da faixa de 0,85 a 1,15, não houve efeito matriz. 

As razões entre as inclinações da calibração usando calibração de adição padrão para o 

procedimento APS/OH- e calibração externa foram 0,92; 0,90; 0,85; 0,89; 0,95; 0,87 e 0,94 para 

Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu, respectivamente. Esses resultados indicaram a possibilidade de 

determinação dos analitos em amostras de mel usando calibração externa com soluções aquosas 

padrão. Por outro lado, as razões entre as inclinações da calibração usando calibração de adição 

padrão para o procedimento APS/H+ e calibração externa estavam fora do intervalo de 0,85 – 

1,15 para todos os analitos estudados. Os resultados obtidos para a avaliação do efeito matriz 

sugerem que a decomposição de matéria orgânica através de APS/H+ é menos eficaz em 

comparação com APS/OH-. Essa diferença surge porque na metodologia de APS/OH- as 

reações ocorrem em meio alcalino, no qual o radical sulfato apreseta maior potencial de 

redução, sendo assim, oxidantes mais energéticos (Matzek, 2016; Furman, 2010). Portanto, a 

decomposição sinérgica de matéria orgânica por radicais hidroxila e persulfato suporta o 

processo de forma mais eficaz. 

A robustez do plasma também foi avaliada. Para isso, três amostras diferentes foram 

preparadas utilizando as melhores condições experimentais e levadas para análise por ICP OES. 

Assim, foi avaliada a razão entre as intensidades de emissão geradas para as linhas iônica 

(280,270) e atômica (285,213) de magnésio, Mg II/Mg I, com subsequente multiplicação pelo 

fator de correção 1,8 (da Silva, 2021; Dennaud, 2001). Os resultados para razão entre a linhas 

iônica e atômica do Mg foram superiores a 13, portanto, pode-se garantir que há robustez no 

plasma. 
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Tabela 11. Curvas analíticas para a determinação de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 

acoplado (mg kg-1) após digestão de amostras de mel usando reações de persulfato ativado. 

 Procedimento de decomposição 
Parâmetros da 

equação de calibração  
Zn Co Cd Mn Cr Al Cu 

Calibração por adição de analito 
usando APS/OH-  

Coeficiente angular 4898 4327 14271 25113 9750 2241 7388 

Coeficiente linear 3446 19 922 275929 31 328 39 

R² 0,997 0,998 0,999 0,994 0,999 0,999 0,999 

 Calibração externa 
Coeficiente angular 5330 4830 16755 28129 10235 2577 7855 

Coeficiente linear 133 60 198 6722 155 29 98 

R² 0,999 0,998 0,998 0,999 0,999 0,996 0,999 

Calibração por adição de analito 

usando APS/H+ 

Coeficiente angular 4151 3179 13406 13172 8099 3372 9699 

Coeficiente linear 5707 255 2243 84796 348 358 597 

R² 0,999 0,999 0,998 0,999 0,999 0,999 0,999 

APS/OH-: combinação sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro; APS/H+: combinação sinérgica de sistema de 

persulfato ativado por ferro e ativação por ultrassonicação; R2: coeficiente de determinação. 
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3.3.4 Performance analítica 

A curva analítica foi construída usando o procedimento de diluição ácida e calibração 

externa para o procedimento APS/OH-. As faixas lineares das curvas analíticas de calibração 

foram de 0,04 a 1,75 mg kg-1 para Zn, 0,08 a 0,50 mg kg-1 para Co, 0,008 a 0,500 mg kg-1 para 

Cd, 0,02 a 0,50 mg kg-1 para Cr, 0,2 a 0,5 mg kg-1 para Al, 0,1 a 0,5 mg kg-1 Cu e 0,08 a 75 mg 

Kg-1 para Mn. O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) para cada analito 

foram calculados como 3,3 e 10 vezes o desvio padrão de dez medições dos brancos analíticos 

divididos pela inclinação da curva de calibração, respectivamente, levando em consideração 

erros do tipo α e β, bem como a propagação de incertezas na inclinação e intercepto da curva 

de calibração (Olivieri, 2014). A concentração equivalente de fundo (BEC, do inglês 

backgorund equivalent concentration) também foi avaliada considerando a concentração do 

analito que gera um sinal equivalente à intensidade de emissão de fundo no comprimento de 

onda especificado (Santana, 2022) conforme recomendado pelas diretrizes estabelecidas pela 

União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC).  O BEC e a relação sinal-ruído 

(RSN) foram derivados usando as seguintes equações: BEC = Cpadrão/RSN e RSN = (Ipadrão − 

Ibranco) /Ibranco. Aqui, Ipadrão e Ibranco representam as intensidades de emissão do elemento de 

referência e da solução em branco, respectivamente, no comprimento de onda escolhido, 

enquanto Cpadrão denota a concentração do elemento de referência na solução (Lovaković, 

2018). A precisão analítica foi estimada pela avaliação do desvio padrão relativo (RSD) a partir 

dos resultados de dez medidas repetidas realizadas nas amostras com adições de 0,015 e 0,1 mg 

kg-1 dos analitos. Os parâmetros analíticos são mostrados na Tabela 12.  

Tabela 12. Parâmetros analíticos para determinação multielementar em amostras de mel após 

digestão usando combinação sinérgica de persulfato ativado por base e ferro e combinação 

sinérgica de ultrassonicação e persulfato ativado por ferro com subsequente determinação por 

ICP OES.  

 Procedimento 

de 

deomposição 

Parâmetros analitos Zn Co Cd Mn Cr Al Cu 

APS/OH- 

  

Efeito de matriz Não Não Não Não Não Não Não 

Limite de detecção (LD), µg 

kg-1 

10 30 2 30 10 60 30 

Limite de quantificação (LQ), 

µg kg-1 

40 80 8 80 20 200 100 

Concentração equivalente de 

fundo (BEC), µg kg-1 

265 1109 85 319 703 3064 616 
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Limite de detecção (LD) 

usando BEC, µg kg-1 

19 34 15 65 9 134 33 

Limite de quantificação (LQ) 

usando BEC, µg kg-1 

58 104 45 196 28 407 101 

RSD (0,015 mg kg-1), % 2 2 3 3 2 2 2 

RSD (0,1 mg kg-1), % 3 2 3 2 2 2 2 

APS/H+ 

  

Efeito de matriz Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Limite de detecção (LD), µg 

kg-1 

78 316 20 1372 36 46 90 

Limite de quantificação (LQ), 

µg kg-1 

235 959 63 4158 108 1383 273 

Concentração equivalente de 

fundo (BEC), µg kg-1 

642 3366 531 2843

5 

920 3733 826 

Limite de detecção (LD) 

usando BEC, µg kg-1 

413 1880 107 1027

92 

53 1149 144 

Limite de quantificação (LQ) 

usando BEC, µg kg-1 

1252 5697 324 3114

91 

161 3482 437 

RSD (0,015 mg kg-1), % 17 2 2 31 2 3 3 

RSD (0,1 mg kg-1), % 5 2 2 39 3 2 2 

Testes de recuperação foram realizados, adicionando os analitos em duas amostras de 

mel diferentes em concentrações diferentes: 2,5 e 5,0 mg kg-1 de Zn, 1,0 e 2,5 mg kg-1 de Cd, 

Co, Cr, Al e Cu, e 5,0 e 50 mg kg-1 para Mn. Os resultados de recuperação variaram de 80 a 

120% (Tabela 13). 

Tabela 13. Teste de recuperação aplicado em amostras de mel digeridas pela combinação 

sinérgica de persulfato ativado por base e ativado por ferro com posterior determinação 

multielementar por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (n= 

3). 

Amostras Analitos 
Concentração 

encontrada, mg kg-1 

Concentração 

adicionada, 

mg kg-1 

Concenração 

encontrada, 

mg kg-1 

Recuperação, 

% 

H3 

Zn 0,18 ± 0,06 

0,1 0,29 ± 0,01 109 ± 5 

0,25 0,44 ± 0,05 104 ± 5 

0,5 0,78 ± 0,06 120 ± 12 

2,5 2,6 ± 0,3 95 ± 10 

5 5,7 ± 0,4 109 ± 7 

Cd <0,008 

0,1 0,089 ± 0,002 81 ± 6 

0,25 0,24 ± 0,04 97 ± 16 

0,5 0,44 ± 0,02 86 ± 4 

1,0 0,9 ± 0,1 94 ± 4 

2,5 2,4 ± 0,3 97 ± 10 

Co <0,08 

0,1 0,17 ± 0,01 91 ± 9 

0,25 0,28 ± 0,01 80 ± 4 

0,5 0,48 ± 0,04 80 ± 8 

1,0 0,9 ± 0,1 89 ± 9 

2,5 2,2 ± 0,3 89 ± 8 

Mn 1,2 ± 0,4 0,1 1,28 ± 0,06 80 ± 10 
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 Tabela 13. continuação 

0,25 1,44 ± 0,07 96 ± 17 

0,5 1,6 ± 0,2 82 ± 2 

5 5,8 ± 0,6 93 ± 4 

50 43,2 ± 3,2 84 ± 7 

Cr 0,12 ± 0,02 

0,1 0,204 ± 0,004 84 ± 4 

0,25 0,389 ± 0,007 108 ± 2 

0,5 0,53 ± 0,04 82 ± 9 

1,0 0,9 ± 0,1 80 ± 8 

2,5 2,4 ± 0,2 91 ± 10 

Al 0,30 ± 0,06 

0,1 0,38 ± 0,01 80 ± 9 

0,25 0,51 ± 0,01 84 ± 4 

0,5 0,71 ± 0,02 82 ± 5 

1,0 1,0 ± 0,2 80 ± 10 

2,5 2,4 ± 0,3 88 ± 10 

Cu 0,19 ± 0,05 

0,1 0,31 ± 0,02 120 ± 20 

0,25 0,49 ± 0,01 120 ± 4 

0,5 0,61 ± 0,02 84 ± 5 

1,0 1,0 ± 0,4 84 ± 3 

2,5 2,4 ± 0,1 88 ± 2 

 

H4 

Zn < 0.04 

0.1 0.139 ± 0.006 105 ± 6 

0.25 0.31 ± 0.05 110 ± 10 

0.5 0.58 ± 0.01 108 ± 2 

2.5 2.7 ± 1.4 107 ± 8 

5 5.6 ± 0.1 112 ± 2 

Cd <0,008 

0,1 0,11 ± 0,02 103 ± 15 

0,25 0,23 ± 0,01 89 ± 4 

0,5 0,56 ± 0,05 110 ± 10 

1,0 1,0 ± 0,4 97 ± 4 

2,5 2,4 ± 0,2 95 ± 8 

Co <0,08 

0,1 0,15 ± 0,01 80 ± 4 

0,25 0,33 ± 0,02 102 ± 8 

0,5 0,48 ± 0,02 81 ± 4 

1,0 0,8 ± 0,3 80 ± 3 

2,5 2,2 ± 0,2 87 ± 9 

Mn 1,4 ± 0,1 

0,1 1,48 ± 0,02 80 ± 10 

0,25 1,68 ± 0,02 112 ± 8 

0,5 1,86 ± 0,03 92 ± 5 

5 6,0 ± 2,2 94 ± 10 

50 45,9 ± 0,3 89 ± 1 

Cr 0,13 ± 0,01 

0,1 0,23 ± 0,01 100 ± 10 

0,25 0,36 ± 0,01 92 ± 4 

0,5 0,53 ± 0,03 80 ± 6 

1,0 0,9 ± 0,1 82 ± 9 

2,5 2,4 ± 0,2 90 ± 8 

Al 0,21 ± 0,03 0,1 0,29 ± 0,01 80 ± 10 
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 Tabela 13. continuação 

0,25 0,51 ± 0,02 120 ± 8 

0,5 0,81 ± 0,02 120 ± 2 

1,0 1,1 ± 0,8 80 ± 9 

2,5 2,5 ± 0,5 87 ± 7 

Cu 0,20 ± 0,06 

0,1 0,30 ± 0,01 100 ± 10 

0,25 0,47 ± 0,02 108 ± 8 

0,5 0,73 ± 0,03 106 ± 6 

1,0 1,0 ± 0,1 84 ± 5 

2,5 2,3 ± 0,9 86 ± 6 

 
APS/OH-: combinação sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro 

Os resultados obtidos pela aplicação do procedimento de digestão APS/OH - e APS/H+ 

foram comparados aos resultados obtidos usando a digestão assistida por forno de micro-ondas 

(Azevedo, 2009) (Table 14).
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Tabela 14. Determinação de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu em amostras de mel pelos sistemas APS/OH- e APS/H+ e método comparativo (valor 

médio ± intervalo de confiança). 

Amostras 
   Analitos, mg kg-1    

Zn Cd Co Mn Cr Al Cu 

 APS/OH- Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 
APS/OH- 

Método de 

comparação 

H1 
0,23 ± 

0,04 
0,19 ± 0,13 <0,008 

0,012 ± 

0,001 
<0,08 <0,08 

1,6 ± 

0,3 
2,4 ± 0,8 

0,13 ± 

0,01 
0,13 ± 0,03 

0,41 ± 

0,07 
0,34 ± 0,13 

0,25 ± 

0,02 
0,21 ± 0,04 

H2 <0,04 <0,06 <0,008 
0,012 ± 

0,001 
<0,08 <0,08 

1,4 ± 

0,1 
1,8 ± 0,1 

0,13 ± 

0,01 
0,15 ± 0,01 

0,17 ± 

0,02 
<0,20 

0,22 ± 

0,01 
0,20 ± 0,02 

H3 
0,18 ± 
0,06 

0,16 ± 0,05 <0,008 
0,010 ± 
0,004 

<0,08 0,09 ± 0,05 
1,2 ± 
0,4 

1,4 ± 0,9 
0,12 ± 
0,02 

0,11 ± 0,05 
0,30 ± 
0,02 

0,45 ± 0,31 
0,19 ± 
0,02 

0,18 ± 0,03 

H4 <0,04 0,08 ± 0,04 <0,008 
0,010 ± 

0,003 
<0,08 <0,08 

1,4 ± 

0,1 
1,8 ± 0,2 

0,13 ± 

0,01 
0,16 ± 0,08 

0,21 ± 

0,01 
<0,20 

0,20 ± 

0,02 
0,20 ± 0,01 

 APS/H+ APS/H+ APS/H+ APS/H+ APS/H+ APS/H+ APS/H+ 

H1 <0,24 <0,06 <0,96 <4,2 <0,11 <1,4 0,50 ± 0,02 

H2 <0,24 <0,06 <0,96 <4,2 <0,11 <1,4 <0,27 

APS/OH-: combinação sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro; APS/H+: combinação sinérgica de sistema de 

persulfato ativado por ferro e ativação por ultrassonicação. 
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O teste t de student e o teste F para variância (95% de confiança) foram aplicados, e não 

foram observadas diferenças significativas, demonstrando a boa exatidão do procedimento 

APS/OH- para a determinação de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu em amostras de mel. Por outro 

lado, o APS/H+ apresentou diferenças significativas quando os testes estatísticos foram 

aplicados, indicando a necessidade de calibração por adição de analito, para Cd, Co, Cr e Cu. 

Também é importante destacar as diferenças no tempo de preparo da amostra. A 

digestão por via úmida por micro-ondas relatada apresentou um tempo de digestão de 30 min 

(Leme, 2014). No procedimento proposto APS/OH-, não houve necessidade de sonicação ou 

calor; portanto, as amostras estavam prontas para serem analisadas por ICP OES após a adição 

dos reagentes e agitação. No procedimento APS/H+, a solução da amostra precisa ser sonicada 

por 10 min. Após a sonicação, as soluções das amostras foram diluídas e estavam prontas para 

serem analisadas por ICP OES. Ambos os métodos propostos consomem menos tempo do que 

a digestão úmida por micro-ondas.  

Considerando as desvantagens do método de calibração por adição padrão relacionadas 

à frequência analítica, consumo de reagentes e amostra e produção de resíduos, uma vez que 

cada amostra analisada requer sua própria curva de calibração, para considerações e análises 

posteriores, apenas o método APS/OH- foi utilizado. Este estudo também verificou a robustez 

do método por meio de um planejamento fatorial completo de dois níveis (Tabela 15). 

Tabela 15. Planejamento fatorial completo (2³) e desejabilidade global obtidos para teste de 

robustez. 

Experimentos 0,5 mol L-1 
APS, % 

0,03 mol L-1 
FAS, % 

3 mol L-1 KOH, 
% 

Desejabilidade 
Global 

1 2,75 (+) 8,25 (+) 99 (+) 0,92 
2 2,75 (+) 8,25 (+) 81 (-) 0,87 
3 2,75 (+) 6,75 (-) 99 (+) 0,94 
4 2,75 (+) 6,75 (-) 81 (-) 0,86 
5 2,25 (-) 8,25 (+) 99 (+) 0,63 
6 2,25 (-) 8,25 (+) 81 (-) 0,79 
7 2,25 (-) 6,75 (-) 99 (+) 0,72 
8 2,25 (-) 6,75 (-) 81 (-) 0,76 
9 2,5 (0) 7,5 (0) 90 (0) 0,87 
10 2,5 (0) 7,5 (0) 90 (0) 0,81 
11 2,5 (0) 7,5 (0) 90 (0) 0,00 
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O teste de robustez considerou as condições operacionais ótimas para APS/OH- (90% 

de 0,5 mol L-1 APS, 2,5% de 0,03 mol L-1 FAS e 7,5% de 3,0 mol L-1 KOH) com uma variação 

de ±10%. Os dados foram analisados usando ANOVA e, de acordo com os resultados obtidos, 

o método é robusto a variações de 10% (Figura 12).  

Figura 12. Gráfico de Pareto para o planejamento fatorial completo 2³ utilizado para avaliar a 

robustez do procedimento através da proporção dos componentes da mistura: hidróxido de 

potássio, sulfato ferroso de amônio (FAS) e persulfato de amônio (APS) com efeito de cada 

fator e suas interações. 

 

Os resultados da determinação de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu em amostras de mel 

usando o método APS/OH- são demonstrados na Tabela 14 e variaram de abaixo do limite de 

quantificação a 0,23; 1,2 a 1,6; 0,12 a 0,13; 0,17 a 0,41 e 0,19 a 0,25 mg kg-1, respectivamente. 

Para Co e Cd, as concentrações estavam abaixo do limite de quantificação para todas as 

amostras. Os resultados obtidos para Zn em amostras de mel foram inferiores aos obtidos para 

este elemento na Hungria (3,4 e 2,0 mg kg-1, de diferentes origens botânicas) (Czipa, 2015), 

Marrocos (1,4 - 4,3 mg kg-1) (El-Haskoury, 2018) e Kosovo (8,7 – 9,8 mg kg-1) (Demaku, 

2023), mas semelhantes às concentrações de zinco encontradas em amostras do Egito (0,035 e 

0,28 mg kg-1, de diferentes origens botânicas) (Ragaba, 2020), Grécia (0,3 – 7,0 mg kg-1) 
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(Louppis, 2017), Croácia (0,5 – 14,0 mg kg-1) (Lovaković, 2018), Macedônia do Norte (0,3 – 

15,0 mg kg-1) (Stankovska, 2008) e Montenegro (0,5 – 4,1 mg kg-1) (Vukašinović-Pešić, 2020). 

As concentrações de manganês nas amostras de mel analisadas foram inferiores às 

encontradas no Kosovo (5,6 – 5,7 mg kg-1) (Demaku, 2023) mas estão de acordo com as 

amostras sérvias (0,2 – 8,0 mg kg-1) (Mračević, 2020), croatas (0,1 – 27,2 mg kg-1) (Lovaković, 

2018), húngaras (1,1 mg kg-1) (Czipa, 2015), romenas (0,5 – 8,6 mg kg-1) (Oroian, 2016) e 

etíopes (0,8 – 1,0 mg kg-1) (Tibebe, 2022). As concentrações de cromo foram maiores do que 

as encontradas em algumas províncias da Tailândia (média 0,048 mg kg-1) (Saksangawong, 

2020) e Lituânia (0,019 – 0,051 mg kg-1) (Šerevičienė, 2022), menores do que na Etiópia (1,20 

– 4,33  mg kg-1) (Weldegabriel, 2018) e 0,25 – 0,45 mg kg-1 (Tibebe, 2022), mas comparáveis 

são as encontradas em amostras de mel de Siam, lichia e longan colhidas na Tailândia (média 

de 0,12 mg kg-1) (Wetwitayaklung, 2017), no sul da Itália (0,020 - 2,040 mg kg-1) (Perna, 2014) 

e Irã (0,172–1,22 mg kg-1) (Aghamirlou, 2015). O teor de alumínio foi próximo ao que foi 

relatado na Sérvia (0,29 – 4,77 mg kg-1) (Mračević, 2020) e abaixo na Croácia (1,21–20,5 mg 

kg-1) (Bilandžić, 2017) e Grécia (média 0,91 mg kg-1) (Karabagias, 2017). Os resultados para 

Cu estavam em boa conformidade com as concentrações na Grécia e Marrocos (média de 0,21 

e 0,29 mg kg-1) (Karabagias, 2017), Sérvia (<0,001 – 1,60 mg kg-1 (Mračević, 2020) and média 

de 0,19 mg kg-1 (Spirić, 2019)), Lituânia (0,024 – 0,262 mg kg-1) (Šerevičienė, 2022) e Etiópia 

(0,09–0,4676 mg kg-1) (Weldegabriel, 2018). Cádmio e cobalto apresentaram concentrações 

menores que 0,01 e 0,08 mg kg-1, respectivamente. De forma geral, pode-se observar que os 

elementos determinados (Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu) estão entre os mais estudados na análise 

de amostras de mel e que os resultados encontrados são consistentes com aqueles obtidos em 

trabalhos anteriores. 

As concentrações obtidas para os analitos estudados e a comparação com as 

concentrações relatadas mostraram uma estreita relação entre a concentração dos elementos nos 

produtos da colmeia e fatores relacionados à origem botânica e geográfica, e às espécies de 

abelhas produtoras, uma vez que a composição do mel é influenciada pela vegetação, clima, 

comportamentos específicos da espécie de abelha, nível de contaminação do solo, água, ar e 

fonte botânica (Silveira-Júnior, 2020; Oroian, 2016; Mduda, 2023). Em relação às normas 

regulatórias, para o mel, a agência reguladora sanitária brasileira (ANVISA) estabeleceu os 

limites máximos tolerados para Cd (0,1 mg kg-1) e Cu (10 mg kg-1) entre os analitos estudados 
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(Brasil, 2021). Os LDs e os resultados das concentrações atendem à segurança alimentar do mel 

de acordo com a legislação brasileira. 

3.4 Avaliação da greeneess do método 

A técnica ICP OES tem sido usada para determinação multielementar em amostras de 

mel utilizando diferentes procedimentos de preparo de amostra, como digestão úmida assistida 

por micro-ondas (Júnior, 2020), digestão à seco (Winiarska-Mieczan, 2021; Ibourki, 2022), 

aquecimento em recipiente aberto (Manickavasagam, 2023) e digestão úmida em digestor de 

bloco (Silva, 2024). Considerando a tendência global de desenvolvimento sustentável (He, 

2007), que exige que a química, e consequentemente, a química analítica, seja “limpa” ou 

“verde”, duas métricas verdes foram aplicadas, AGREE (Pena-Pereira, 2020) e AGREEprep 

(Wojnowski, 2022), a fim de verificar a concordância do método proposto e dos métodos 

descritos na literatura para análise de mel por ICP OES (Tabela 16) com os 12 princípios da 

Química Analítica Verde (GAC). A GAC enfatiza a necessidade de solventes mais seguros e 

menos tóxicos, menor consumo de energia e a utilização de substâncias de fontes renováveis 

surgindo como um caminho para alcançar a sustentabilidade (Płotka-Wasylka, 2021).  

A métrica AGREE apresenta critérios de entrada referentes aos 12 princípios de 

significância da GAC que são transformados em uma escala que varia de 0 a 1, recebendo 

diferentes pesos para cálculo. Para AGREEprep, a avaliação é baseada nos dez princípios de 

preparação de amostra verde (GSP) que recebem pontuações em uma escala de 0 a 1, que vai 

de 0 (não cumprido) a 1 (cumprido) (López-Lorente, 2022). A avaliação de verdura foi realizada 

mantendo os mesmos pesos para todos os critérios na métrica AGREE (Pena-Pereira, 2020), e 

as funções logarítmicas padrão para os critérios 2, 4, 5, 6 e 8 para AGREEprep (Wojnowski, 

2022). 

A pontuação obtida mostrou que o sistema proposto, baseado na oxidação avançada 

baseada em radicais sulfato, tem boa greeness e natureza sustentável. A pequena quantidade de 

amostra (0,2 g enquanto outros estudos usaram uma faixa de 0,5 a 1,0 g), as poucas etapas 

distintas no procedimento de preparação da amostra (apenas 3 etapas enquanto outros estudos 

usaram 4 ou mais etapas) e a ausência de reagentes tóxicos são as principais características que 

levam a esse resultado. A pontuação baixa associada ao 3º, 5º e 10º princípios foi observada 

para todos os métodos de comparação, e está relacionada ao posicionamento do dispositivo 
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analítico, automação e tipo de reagentes utilizados. Uma melhora notável na pontuação 

associada ao 4º e 11º princípios do AGREE e ao 4º e 5º princípios do AGREEprep é 

apresentada. Esses resultados garantem o alinhamento com os princípios do GAC e asseguram 

a natureza verde do método. 
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Tabela 16. Características de métodos que empregam ICP OES em análises de mel. 

 

Analitos Preparo de amostra 
Massa de 

amostra, g 
LD, µg g-1 RSD, % AGREE AGREEprep Referência 

Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, 

Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, 

Se, V, and Zn 

Digestão assistida por 

microondas 

 
 

0,5  0,001 – 3,906 All < 10 

 

 

Júnior, 2020 

Cd and Pb Digestão à seco 

 

 

1,0 
0,004 – 0,005  - 

 

  

Winiarska-

Mieczan, 2021 
 

Zn, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn, 

P, and Ca  
Digestão à seco 

 

1,0 

0,0026 – 0,15 - 

 

 

Ibourki, 2022 

Na, Al, Ca, Mg, Fe, Al, Cu, 

Zn, Cd, Mn, Ni, and As 

 

Aquecimento em recipiente 

aberto 

 

 
1,0 0,5– 8,5 - 

 

 

Manickavasagam, 

2023 

Al, Ca, Cu, Fe, Li, K, Mg, 

Mn, Na, and Zn 
Digestão em bloco digestor 

 
0,5 

0,0003 - 0,4 8 – 207  

 

 

. Silva, 2024 

Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al, and 

Cu 

Procedimento baseado em 
reações de ativação de persulfato 

 

 

 

0,2 

 
0,008 – 0,2 

 
All < 4 

 

 
 

 

Este trabalho 
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3.5 Conclusão 

Dois métodos analíticos diferentes baseados em reações de persulfato ativado para 

degradação química orgânica para determinação de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu por ICP OES 

em amostras de mel foram comparados. O APS/OH-, baseado em reação de persulfato ativado 

por base e persulfato ativado por ferro, foi otimizado utilizando planejamento simplex centroide 

com restrição de mistura, apresentando bom desempenho analítico, como precisão, exatidão e 

robustez, sem efeito de matriz. Além disso, este método proposto obteve bom desempenho em 

métricas de avaliação de sustentabilidade. Por outro lado, o sistema, baseado em reação de 

persulfato ativado por ferro e ativação de persulfato por ultra-sonicação, foi otimizado por 

planejamento fatorial completo de dois níveis e matriz de Doehlert, mas apresentou efeito de 

matriz significativo, sugerindo que a decomposição de matéria orgânica através do 

procedimento APS/H+ é menos eficaz em comparação ao procedimento APS/OH-. Embora 

ambos os métodos possam ser usados eficientemente para a degradação de matéria orgânica em 

amostras de mel para subsequente determinação multielementar por ICP OES, é importante 

mencionar que com os métodos propostos, a determinação de ferro não é possível. Isso se deve 

ao uso de sulfato ferroso de amônio na formação de radicais sulfato.  
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CAPÍTULO IV 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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4.1 Considerações finais 

 

Esse trabalho buscou desenvolver e validar métodos analíticos verde para amostras de 

produtos apícola. Em um dos métodos foi utilizando um NADES composto de ácido lático, 

glicose e água, para o preparo de uma suspensão e determinação multielementar por EDXRF. 

Na aplicação deste método, foram estudadas as variáveis que influenciam o procedimento de 

preparo da suspensão e aquisição dos sinais analíticos. Como estratégia de calibração, foi 

utilizado a metodologia de calibração de dois pontos por correspondência de matriz, sendo que 

esta se mostrou eficiente para medidas analíticas utilizando amostragem por suspensão e análise 

por EDXRF. 

A utilização dessa estratégia de calibração, junto a amostragem por suspensão, é descrita 

pela primeira vez para análise de amostras de pólen de abelha, e o método desenvolvido permite 

análises rápidas, precisas, exatas, sem a necessidade de utilização de CRMs, e sem um alto 

consumo de reagentes e quantidade de amostras. A utilização do NADES garantiu o preparo da 

suspensão, já que este solvente apresenta viscosidade adequada para manter as amostras de 

pólen suspensas e com homogeneidade apropriada para análise com a ténica de EDXRF. Ainda, 

este método foi avaliado como uma alternativa sustentável para análise de pólen, e apresentou 

bom desempenho nas métricas de avaliação de sustentabilidade, por apresntar poucas etapas no 

preparo da amostra e na calibração, resultando em menos manipulação e menor tempo de 

análise, ainda, neste método são utilizadas uma baixa massa de amostra e um solvente verde, 

NADES, o que contribui para um bom desempenho na avaliação de greeness. 

Os outros dois métodos analíticos verdes desenvolvidos foram comparados entre si, pois 

basearam-se no mesmo mecanismo de degradação química orgânica, o qual utiliza de reações 

de ativação de persulfato. Ambos os métodos foram desenvolvidos para de amostras de mel e 

determinação multielementar por ICP OES, e apresentaram boa precisão, exatidão, robustez, 

rapidez, baixa demanda de energia e volumes de reagentes. O método baseado em reação de 

ativação de persulfato por base e por ferro, apresentou bom desempenho analítico e nenhum 

efeito de matriz. Por outro lado, o sistema baseado em reação de ativação de persulfato por ferro 

e por ultra-sonicação, apresentou efeito de matriz significativo. Assim, pode-se considerar que 

a decomposição de matéria orgânica através do procedimento com ferro e ultra-sonicação é 

menos eficaz em comparação ao procedimento de ativação de persulfato por base. Ainda, se 

faz necessário mencionar que a determinação de ferro não é possível, para ambos os métodos, 
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já que foi utilizado sulfato ferroso amoniacal na formação de radicais sulfato. Assim, 

metodologias que utilizam reações de ativação de persulfato, podem ser desenvolvidas para 

análise de mel, explorando outros mecanismos de decomposição orgânica, que permitam a 

análise de ferro. 

Estes métodos foram avaliados por métricas de avaliação de sustentabilidade e 

apresentou bom desempenho, já que uma pequena quantidade de amostra (0,2 g) é utilizada, 

bem como apresenta poucas etapas distintas no procedimento de preparação da amostra e 

ausência de reagentes tóxicos.  

O primeiro capítulo desta dissertação resultou um artigo de revisão intitulado 

Spectrometric techniques in honeybees and beehive products analysis for elemental 

determination and their use as environmental indicators, submetido no periódico Applied 

Spectroscopy Reviews. O capítulo II originou o artigo A green analytical method using natural 

eutectic deep solvent for bee pollen samples preparation for multielement determination by 

energy dispersive X-ray fluorescence spectrometry submetido na Spectrochimica Acta Part B: 

Atomic Spectroscopy. Já o terceiro capítulo resultou no artigo Comparison of green analytical 

procedures based on activated persulfate reactions for organic chemical degradation for multi-

element determination in honey samples by ICP OES, publicado na revista Microchemical 

journal.  
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