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RESUMO
Acdes antropogénicas sdo as maiores responsaveis pela deposicdo de elementos quimicos
potencialmente téxicos no meio ambiente. Agentes polinizadores, como as abelhas, podem
interagir com essas espécies quimicas, levando a transferéncia destes poluentes para as abelhas
e 0s produtos da colmeia como: mel, pdlen, prépolis, geleia real e cera. Neste sentido, sdo
desenvolvidos trés métodos verdes para andlise de produtos apicolas, pdlen e mel, e
determinagdo multielementar por técnicas espectrométricas. O primeiro, € um método para a
determinacdo de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em polen de abelha usando espectrometria de
fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF) ap0s preparo de amostra por
suspensdo (polen e solvente eutético profundo natural composto de acido lactico, glicose e agua
(NADES LGH)). Os limites de detec¢do foram 0,24; 0,07; 0,003; 0,05; 0,03 € 0,02 mg kg™* para
Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, respectivamente. Testes de recuperacao foram realizados em amostras
de pélen enriquecidas com 67 e 667 mg kg™ dos analitos, e os resultados variaram de 80 a
120%. Ainda, sdo apresentados dois procedimentos analiticos de decomposi¢do organica,
baseados em reacdes de ativacdo de persulfato, para determinacdo de multielementar em
amostras de mel por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES). Os limites de deteccdo foram 10, 30, 2, 30, 10, 60 e 30 pg kg* para Zn, Co, Cd,
Mn, Cr, Al e Cu, respectivamente, os quais sdo adequados para analise de alimentos de acordo
com a legislacdo brasileira. A preciséo foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (RSD) e foi
menor ou igual a 3% para todos os analitos. Além disso, testes de recuperacdo foram realizados
em amostras de mel enriquecidas com 0,5; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 50 mg kg dos analitos, e
os resultados variaram de 80% a 120%. Todos os métodos propostos foram avaliados como
uma alternativa verde por meio de métricas sustentaveis. A pontuacdo final dessas métricas

verdes garante que o0 método esteja alinhado com os critérios da quimica analitica verde (GAC).

Palavras chave: Processo de oxida¢do avancado, amostragem por suspensdo, quimica analitica

verde, métricas verdes, calibracdo de dois pontos por correspondéncia 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 for Ca, Fe, Co, Ni, Zn, and Cd, respectively. Recovery tests were
performed on pollen samples spiked with 67 and 667 mg kg 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 ug kg 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 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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INTRODUCAO GERAL

As acOes antropologicas sdo a principal fonte de contaminacdo de espécies quimicas
potencialmente téxicas para 0 meio ambiente (Storck, 2023). A avaliacdo da concentracao
dessas espécies pode auxiliar na compressao do impacto no meio ambiente e na saide humana,
bem como nos processos de bioacumulacdo desses contaminantes (Mishra, 2023). Nesta
perspectiva, as abelhas e produtos apicolas tém recebido atencdo entre os pesquisadores, por
serem potenciais indicadoes ambientais, servirem de insumos para produtos nas industrias
farmacéuticas e de alimentos, e por estarem presentes na dieta humana (EI-Didamony, 2024).

Elementos essenciais sdo obrigatorios para 0s seres humanos, mas, se consumidos em
excesso, podem causar problemas a saude; esses elementos compreendem ferro, cromo, zinco
manganés, cobre, calcio, cobalto, magnésio e sédio. Elementos potencialmente toxicos (mesmo
em quantidades muito pequenas) podem causar envenenamento; esses elementos compreendem
niquel, chumbo, cddmio, aluminio, arsénio e mercudrio (Arabameri, 2024). Esses metais e nao
metais podem estar presentes em qualquer quantidade em amostras de abelhas, e,
consequentemente, em produtos derivados das abelhas, como prépolis, geleia real, mel e polen.

A determinagdo de elementos tragco muitas vezes esta associada a dificuldades
relacionadas a matriz dessses tipos de amostras, as quais sdo sélidas ou viscosas, assim como a
limitacGes ligadas a etapa de calibracdo do método analitico, muitas vezes necessitando da
utilizacdo de metologias mais complexas de calibracdo, como calibracdo por adi¢do de analito
ou calibracdo por padrdo interno (Pires, 2019). Estas dificuldades podem ser resolvidas
utilizando uma etapa de preparo de amostras adequada e métodos de calibracio menos
dificultosos.

Considerando que técnicas tradicionais de preparo de amostras (digestdo por via seca
ou Umida (Korn, 2008)) representam uma possivel fonte de impacto negativo ao meio ambiente,
no desenvolvimento de metodologias analiticas, aspectos relacionados a seguranca do operador
e ao impacto ambiental e humano gerados devem ser avaliados. Nessas circunstancias, surge a
quimica analitica verde (GAC) e a quimica analitica branca (WAC), as quais enfatizam a
necessidade de solventes mais seguros e menos toxicos, reducdo do consumo de energia,
utilizagdo de substancias baseadas em fontes renovaveis e eficiéncia analitica, emergindo como
um caminho para se atingir a sustentabilidade (Armenta, 2008; Nowak, 2021).

Neste sentido, neste trabalho foram desenvolvidos procedimentos analiticos baseados

nos principios da GAC e WAC para determinacdo elementar por técnicas espectrométricas. No
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primeiro capitulo apresenta-se uma revisdo da literatura, na qual se é discutido a utilizagdo de
técnicas espectrométricas na analise de abelhas, geleia real, cera de abelha, pdlen, beebread,
mel, propolis e geopropolis, bem como os métodos de preparo de amostra adotados na
determina¢do de metais e metaldides neste tipo de amostras. No segundo capitulo é descrito o
desenvolvimnto de um método para a determinagdo multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd,
utilizando um solvente eutético profundo natural (NADES) no preparo de uma suspensao de
amostra de polen de abelha, para posterior determinacdo por fluorescéncia de raios-X por
energia dispersiva (EDXRF). Ja no terceiro capitulo, sdo desenvolvidos e comparados dois
procedimentos de decomposicdo diferentes, baseados em reacdes de persulfato ativado para
degradacdo organica de amostras de mel com subsequente determinacéo de Zn, Cd, Co, Mn,
Cr, Al e Cu por espectrometria de emissdo atbmica por plasma indutivamente acoplado (ICP
OES): (i) combinacdo sinérgica de ativacdo de persulfato por base e ativacdo de persulfato por
ferro (APS/OH"), e (ii) combinacdo sinérgica de ativacao de persulfato por ferro e ativacdo de

persulfato por sonicacdo (APS/H™).
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CAPITULO |

TECNICAS ESPECTROMETRICAS NA
ANALISE DE ABELHAS E PRODUTOS
APICOLAS PARA DETERMINACAO
ELEMENTAR
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1.1 Introducéo

As acdes antropogénicas, como o descarte de residuos urbanos e industriais, 0 garimpo
e a mineracdo, podem ocasionar a liberacdo de elementos quimicos potencialmente toxicos no
meio ambiente (Zhou, 2018; Zhai, 2023). A deposic¢ao dessas espécies quimicas, pode levar ao
acumulo nas plantas, as quais podem ser vetores de contaminacéo indireta, devido a processos
de bioacumulacdo, para alguns polinizadores, como as abelhas, e, consequentemente, em
produtos derivados das abelhas, como propolis, geleia real, mel e pélen (Hassona, 2023).

Os elementos quimicos potencialmente toxicos, ainda, podem estar presentes na agua,
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 (Zari¢, 2017; Fry, 2023). Assim, ao deixarem as colmeias, as abelhas
ficam expostas a diferentes espécies quimicas, como metais e metaloides (Zari¢, 2022) e, por
conta, do comportamento mobil das abelhas e o constante contato com diferentes superficies e
ambientes, elas carregam o0s contaminantes para a colmeia (Finger, 2014), refletindo na
composi¢do dos produtos apicolas (Tutun, 2022). Como resultado da contaminacdo e do
transporte de especies quimicas para colmeia, as abelhas e os produtos apicolas podem ser
propostos como substrato bioindicador, que sdo definidos como organismo vivo e seus
produtos, com os quais se pode estimar a direcdo e a intensidade das mudancgas em seu ambiente
de vida (Barganska, 2015).

E evidente que a determinacéo de metais e metaldides nas abelhas e seus produtos é
fundamental para 0 monitoramento ambiental, e consequentemente para saide humana (Pohl,
2009a). Em vista disso, técnicas espectrométricas sao empregadas na analise de amostras de
produtos apicolas, como: a espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F AAS) (Pohl,
2009b; Madejczyk, 2008) , espectrometria de absorcdo atdbmica eletrotérmica (ET AAS) (Conti,
2001; Lambert, 2012) , espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES) (Yucel, 2013; Zhu, 2013) , espectrometria de emissdo atdbmica 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
fluorescéncia de raios-X (XRF) (Khuder, 2010) . Além disso, sdo utilizadas técnicas como
analisador direto de mercario (DMA), espectrometria de absor¢do atdmica por vapor frio (CV

AAS) e espectrometria de fluorescéncia atdmica por vapor frio (CV AFS) na determinacgdo de
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Hg (Vieira, 2014) e na determinacdo de As, Se, Sb, Cd e Pb, a espectrometria de absor¢éo
atdmica por geracao de hidretos (HG AAS) (Raeymaekers, 2006).

As abelhas e os produtos da colmeia, apresentam composicdo quimica variada devido a
fatores relacionadas a origem e ao ambiente, com proporcdes e/ou presenca dos seus diferentes
constituintes, como: proteinas, acucares, lipidios, fibras, aminoacidos, enzimas, vitaminas,
compostos fendlicos 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 a heterogeneidade das amostras e a interferéncias quimicas durante as
analises (Pohl, 2009b), diferentes estratégias de preparo de amostra podem ser adotadas, a
depender da técnica espectrométrica a ser utilizada.

Assim, neste capitulo sdo apresentadas e discutidas a utilizagdo de técnicas
espectrometricas na analise de abelhas, geleia real, cera de abelha, polen, beebread, mel,
prépolis e geoprdpolis, bem como os métodos de preparo de amostra adotados na determinacgao

de metais e metaloides neste tipo de amostras.

1.2 Produtos apicolas e contamina¢do por metais e ndo-metais

Os produtos apicolas sdo substancias naturais produzidas pelas abelhas, sendo
secretadas naturalmente através de glandulas (geleia real e cera de abelha) ou obtidos através
da coleta e processamento das abelhas (polen, beebread, mel, propolis e geopropolis) (Liu,
2023) (Figura 1).

Figura 1. Tipos de produtos apicolas.
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Fonte: adaptado de Nainu, 2021.
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O polen 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 botéanica e composicdo quimica (Muradian, 2005). As abelhas, por sua
vez, coletam o polen das flores e o transportam para as colmeias, onde 0 armazenam e misturam
com enzimas, mel ou secrecdo salivar e néctar (Fuente-Ballesteros, 2023). Esse pdlen pode ser
colhido das colmeias, produzindo o polen apicola. Em termos de composi¢do, o produto
apresenta proteinas (5—60%), acucares redutores e nao redutores (13-55%), lipidios (4—7%),
fibras brutas (0,3-20%), aminoacidos, além de ser uma fonte importante de vitaminas,
compostos fenolicos bioativos e micronutrientes essenciais, como minerais (Fuente-Ballestero,
2023; Sipos, 2020). Um produto diretamente obtido da fermentacdo do pdlen, e da mistura
saliva de abelha e néctar de flores, é o pdo de abelha (Urcan, 2017). Este produto, é considerado
funcional, possuindo varias virtudes nutricionais e diversas moléculas bioativas, bem como €
um dos produtos mais ricos da colmeia em termos de macro e microelementos (Bakour, 2022).

O mel é um liquido viscoso e doce produzido por abelhas a partir da coleta de nectar
das flores ou outras secregdes naturais contendo agucares (Sixto, 2024). Neste produto ha a
presenca de uma alta concentragdo de glicose e frutose, bem como elementos essenciais e néo
essenciais, carboidratos, enzimas e aminoacidos, constituintes necessarios para a manutencéo
do metabolismo humano, fazendo do mel um alimento basico na dieta humana (Melaku, 2022).

Outro produto advindo da coleta e processamento das abelhas, é a propolis. Este produto
é uma mistura resinosa, coletada de fontes botanicas, como flores e exsudatos de plantas, a qual
as abelhas mistura com secrecdes, cera e polen (Ibafiez, 2023). Este produto apresenta uma
ampla variedade de componentes, incluindo terpenos, polissacarideos, acidos aromaticos,
polifendis, ésteres de acidos fendlicos, vitaminas, elementos essenciais e ndo essenciais, e
aminoacidos (Huang, 2014), sendo associado a diversas propriedades medicinais, o que o faz
ser utilizado por seus potenciais beneficios a saude (Zulhandri, 2021). Quando as abelhas
misturam o solo e prépolis, obtém-se a geoprdpolis, a qual apresenta fragmentos rigidos e
grénulos de consisténcia heterogénea (Souza, 2013). Este produto tem uma matriz complexa,
com terpenos, &cidos organicos, fenolicos e minerais, sendo amplamente utilizado em
tratamentos medicinais (Cinegaglia, 2013).

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

cera de abelha. A geleia real é secretada pelas glandulas hipofaringeas e mandibulares das
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abelhas. Apresenta cor amarelada, e é composta, em base de peso umido, de 60—70% de agua,
9-18% de proteinas, 3-8% de lipidios, 6-18% de hidrocarbonetos, 0,8-3,0% de minerais e
pequenas quantidades de polifendis e vitaminas (Hu, 2017). Este produto apresenta diversas
propriedades funcionais, sendo amplamente promovida e comercialmente disponivel como
medicamento e alimento saudavel (Hu, 2017; Park, 2020)

Diferente da geleia real, a cera de abelha é produzida por glandulas produtoras de cera
no abdémen das abelhas operarias (Nong, 2023). A cera de abelha tende a ser branca em seu
estado natural, mas amarelada apds contato com mel e polen, incluindo em sua composi¢édo
hidrocarbonetos, ésteres de acidos graxos, diésteres, acidos livres, alcoois graxos, compostos
exogenos, e elementos essenciais e ndo 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 metaldides ocorrem em niveis traco no ar, agua, solo e
plantas, através de ciclos geoquimicos, fisicos e bioldgicos naturais (Silveira-Janior, 2022),
bem como devido a atividades humanas, como rejeitos de mineragdo, fundicdo, uso de
agroquimicos, atividades industriais, trafego rodoviario, entre outras (Hladun, 2016), as abelhas
estdo expostas a contaminacdo por esses elementos por meio de diversas rotas (Gekiére, 2023).

O contato com elementos potencialmente toxicos pode ocorrer por via oral
(internamente) ou por via tdépica (externamente). Independente do comportamento das
diferentes espécies de abelhas, todas estdo potencialmente expostas através dos seus alimentos
e agua, utilizada para se hidratar e resfriar a colmeia (Zari¢, 2022). Considerando que as abelhas
carecem de mecanismos seletivos de deteccdo da presenca de metais em alimentos, como
arsénio, 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 provisdes alimentares (Gekiere, 2023).

Além da alimentacdo, as abelhas podem ser expostas a elementos potencialmente
toxicos através de materiais de nidificacdo; pedacos 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 adsor¢do na cuticula ou inalacéo através do sistema traqueal (Negri, 2015),
ou durante o voo, ao carregarem esses elementos nos pelos do seu corpo, antenas e patas
(Silveira-Janior, 2022).

24



Outro fato que deve ser considerado, é a bioacumulacdo de metais e metaloides em
plantas, principalmente as do tipo metalofitas (concentracdo de metais e metaloides mais alta
que no solo), as quais ha evidéncias que sdo utilizadas por abelhas para forrageamento e
nidificacdo (Eskov, 2015). A biocacumulacdo de elementos potencialmente toxicos por essas
plantas, faz com que os recursos que sdo coletados pelas abelhas para produzir seus produtos,
como polen, néctar e resinas, também apresentam relevantes concentracdes desses elementos.

A presenca de metais e metaloides em produtos apicolas, tanto os naturalmente
secretados pelas abelhas, quanto os advindos de processamentos e recursos coletados, esta
diretamente relacionado ao nivel de exposicdo das abelhas a esses elementos, dependendo do
comportamento de coleta da espécie (raio de coleta), bem como ao nivel de contaminacao 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 analise de abelhas e produtos apicolas

Dentre as diferentes técnicas espectrométricas que podem ser empregadas para
determinacdo elementar em amostras de abelhas e derivados apiculas, tem-se as técnicas
baseadas em absorcdo atdmica, como: F AAS (Pereira, 2023; Pohl, 2020; Ploegaerts, 2023;
Altunay, 2019; Gelaye, 2024; Beshaw, 2022; Pucholobek, 2021; Dasbasi, 2016; Yavuz, 2018),
ET AAS (Zergui, 2023; Andrade, 2014; Ng, 2023), CV AAS (Demkova, 2024), HG AAS
(Maragou, 2017) e DMA (Girolametti, 2023). Estas técnicas se baseiam na medida da absorgéo
da radiacdo eletromagnética, vinda de uma fonte de radiacdo primaria, por &omos gasosos no
estado fundamental, se diferenciando nos processos de atomizagao utilizados.

Apesar do método de ET AAS apresentar a possibilidade de andlise direta de amostras
solidas e viscosas, e ter sensibilidade maior que as outras técnicas (niveis de pg kg?), esta ndo
é a técnica de absorcdo atbmica mais utilizada, como representado na Figura 2. Isso estd
relacionado ao custo reduzido relacionado a aquisi¢do, manutencdo e operacéo, e praticidade
na utilizacdo do F AAS, bem como a necessidade de uma otimizagéo eficiente do programa de
temperatura e escolha de modificador quimico quando se utiliza a técnica de ET AAS (Welz,
2014).

Algumas tecnicas apresentam boa sensibilidade, mas tem seus usos restritos para poucos
elementos, como é o caso das técnicas que utilizam vapor frio (tanto absor¢do atbmica, quanto

fluorescéncia atdbmica (Astolfi, 2021)) e a de andlise direta de mercurio (Ferreira, 2018), as
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quais tem seu uso restrito para determinagdo de Hg, e a técnica que utiliza geracdo de hidretos,
que tem seu especifio para espécies quimicas que formam hidretos em amostras de abelhas e

produtos apicolas (Demkova, 2024).

Figura 2. Numero de trabalhos que apresentam a utilizacdo de técnicas espectrométricas na
analise de abelhas e produtos apicolas (web of Science, palavras chaves: spectrometry and bee
products, 29 jan. 2025)

=FAAS =GFAAS =CVAAS =DMA
= |CP OES = ICP-MS = MIP OES = XRF

Fonte: autoria propia

A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos que empregam técnicas espectrométricas para
determinacdo de metais e metaloides em amostras de abelhas e produtos da colmeia. No
emprego dessas técnicas é notorio que as técnicas baseadas na utilizacdo de plasma, ICP OES
(Richter, 2024; Al-saidaa, 2022; Valverde, 2023; Farisi, 2023; Siqueira, 2022) e ICP-MS
(Seker, 2022; Greda, 2024;; Bora, 2023;; Cauduro, 2024), sdo as mais utilizadas. Estas técnicas
sdo baseadas na excitacdo de &tomos no estado gasoso em um plasma gerado por descarga de
radiofrequéncia, medindo-se a emissdo de fotons na técnica de ICP OES, e o nimero de ions
gerados e separados por um campo magnético de acordo com suas propor¢des massa/carga, na
técnica de ICP-MS. A maior frequéncia de utilizacdo das técnicas de ICP OES e ICP-MS, deve-
se aos limites de detecgdo nas faixas de ug L' e ng L', respectivamente (Girolametti, 2023;
Siqueira, 2022), principalmente na determinagdo de elementos em nivel trago ou que séo
classificados como microelementos (Scivicco, 2022; Conti, 2022). A capacidade

multielementar dessas técnicas é outro fator que contribui para sua maior utilizacdo, pois
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impacta diretamente na frequéncia analitica, o que desfavorece técnicas como a F AAS, quando

ndo sdo utilizadas metodologias sequenciais rapidas.

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

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

plasma de micro-ondas autossustentada em pressdo atmosférica utilizando géas nitrogénio, com

parametros analiticos semelhantes as do ICP OES, ao mesmo tempo que reduz 0s custos

operacionais e aumenta a sustentabilidade (Balaram, 2020).

Tabela 1. Trabalhos que apresentam a utilizacdo de técnicas espectrométricas na analise de

abelhas e produtos apicolas

_ . Preparo da Limite Desvio _
Amostra  Analitos Técnica de padréo Referéncia
amostra x -
deteccdo  relativo, %
Ca, Fe, Digestéo 0,1-
Propolis Mge F AAS* assistida por 3,82 mg - Pereira, 2023
Mn micro-ondas kg
Ca, Cu, Extracéo 0,007 —
Pélen Fe, Mg, F AAS assistida por 0,035 pg <5 Pohl, 2020
Mn e Zn ultrassom kg™
Apenas 9-600
diluicéo, pg Lt (F
extracdo AAS),
As, Cd, liquido- 0,05-1
Cr, Cu, . liquido, pg L
Mel Mn, Ni, F A'lACSP %Eéii € extracdo em (GF la34d Ploegaerts, 2023
Pb, Pde fase sélida, AAS) e
Zn digestdo em 05-4
bloco fechado pg L1
e calcinagdo (Icp
seca OES)
Microextracdo
dispersiva
liquido- 08—
Cu,Cde liquido X
Mel Ph F AAS assistida por O,i?]ug <5 Altunay, 2019
ultrassom
apds banho-
maria
Cr, Mn,
Zn, Ni, Placa 0,00042 -
Mel Fe, Cu, F AAS aquecida 0,027 mg - Gelaye, 2024
Co,Cde L!
Pb
Zn, Cu, Placa 0,00045 -
Mel Mn, Cd, F AAS aquecida 0,005 mg - Beshaw, 2022
CrePb L
Fe, Mn, Amostragem  0,2-4,3
Mel Mg e Ca F AAS emsuspensio  mg kg ! <5 Pucholobek, 2021
Cd, Co, Cr, Extragioem  0,9-2,2
Mel CL'J:;bFs,ZI\:n, F AAS fase solida g L <2 Dagbasi, 2016
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Extracdo em

Tabela 1. continuacéo

fase solida
Mel Cu F AAS a{f(::%ﬁg;;’tzo 0.22mg 37 Yawiz, 2018
em placa
aquecida
Pb Cd e Digestdo 0,0008 -
Mel As GF AAS assistida por 0,003 mg <5 Zergui, 2023
micro-ondas kg
Cr,Pbe I Amostragem 0,6 -2,8
Mel cd ET AA emsuspensio  pgkg! <5 Andrade, 2014
Cr Pbe Extracdo em 43,6 -
Mel ’Cd GF AAS fase solida 3489 ng <11,5 Ng, 2023
dispersiva kg™
CVAA *kkkk
Abelhas, :
pér:%r: e Hg A@Qﬁéggg%; Andlise direta O’OS;Img - Demkové, 2024
Mercdrio)
Abrglerllas, D_ig_estéo 0.4 mg
prc')pc;lis As HG AAS******x as_5|st|da por ,kg’l <17,6 Maragou, 2017
& pélen micro-ondas
Mel Hg DM ARk Anélise direta O’ngg <5 Girolametti, 2023
Abelhas,
cera,
mel, 0,01 pg
pélen, Hg CV ARS***ssiokk Banho-maria ,L*I 0,4-10 Astolfi, 2021
propolis,
e geleia
real
Al, As,
B, Ba,
Be, Bi,
Ca, Cd,
Co, Cr, 0,001 —
Abelhas, Cs, Cu, 140 mg
cera, Fe, K, Digegtéo kg™ (I)CP 05_955
mel, Li, Mg, assistida por OES) e ’ :
pdlen, Mn, Mo, '&Zf*iif*ﬁi micro-ondas e  0,000007 e(lg 4P 95EZS % Astolfi, 2020
propolis  Na, Ni, digestdo em —14mg (I(’:P-MSl)
e geleia P, Pb, banho-maria kg™
real F;b, gb, (IC;’)—
e, Si, M
Sn, Sr,
Te, Ti,
T, U,V
eZn
. . Ag, Al, As,
Prq;ljolls, Ba, Cd, Digestdo 0,001 —
pol en, CI?/IrﬂVI((jU ICP-MS assistida por 0,084 mg <15 Matusewaska, 2021
ger'la Ni, Pb, Sb, micro-ondas kg
Se, V, Zn
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Polen 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

Digestéo
assistida por
micro-ondas

0,00041 -
10 pg L

Tabela 1. continuagao

<5

Oliveira, 2017

Polen

Li, Al,
V, Cr,
Mn, Fe,
Co, Ni,
Cu, Zn,
As, Se,
Cd, Ba,
Pb

ICP-MS

Digestéo
assistida por
micro-ondas

0,00001
-0,2mg
kg™

<3

Seker, 2022

Mel

B, Ba,
Ca, Cd,
Cs, Cu,
Fe, K,
Li, Mg,
Mn, Na,
Ni, Pb,
Rb, Sr,
Tl, Zn

ICP-MS

Apenas
diluicdo

0,0006 —
SpgL?

Greda, 2024

Mel

Se, Mg,
Ca, V,
As, Al,
P, Mn,
Fe, Cr,
Cu, Zn,
Cd, Ba,
Pb

ICP-MS

Digestéo
assistida por
micro-ondas e
blocos
digestores

0,06 —
28,1 g

Leme, 2014

Mel

Ag, Al,
Ba, Cd,
Co, Cs,
Cu, Fe,
Ga, Li,
Mg, Mn,
RDb, Se,
Sr, U, As,
Be, Cd,
Cr, Ni,
Pb, TI, V

ICP-MS

Digestdo
assistida por
micro-ondas

0,005 —
29,99 pg
L*l

6a40

Wetwitayaklung.
2018
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Tabela 1. Continuacéo

Cu, Zn,
Pb, Cr, Digestédo 0,006 —
Mel Ni, Cd, ICP-MS assistidapor 1,607 pug <25 Bora, 2023
Co, As, micro-ondas L
Hg
Combustéo 34006
Mel Br, | ICP-MS induzida por " <5 Costa, 2015
micro-ondas mg kg
Combustéo
Mel A Cd ICP-MS induzidapor -1~ 40 <5 Caudro, 2024
Hg, Pb micro-ondas mg kg™
Na, Ca,
Mg! K!
Al, B,
Ba, Bi
o 0,004 -
Cd, Co, MIP Placa ! .
Mel Cr, Cu, OQES*Hwkskx aguecedora Z’OE;Img i Satjos, 2019
Fe, Li,
Mn, Ni,
Pb, Sr,
Zn
P, Cl, K,
Ca, Mn, 0,048 -3
Mel Fe, Cu, EDXRF*******xx%x  Andlise direta r,ng ke <25 Ghidotti, 2021
Ni, Zn,
Rb, Sr

F AAS*: espectrometria de absor¢do atdmica por chama, GF AAS**: espectrometria de absor¢do atbmica com
forno de grafite, ICP OES***: espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado indutivamente, ET
AAS****: espectrometria de absorcdo atbmica eletrotérmica, CV AAS*****: espectrometria de absorcéo atdmica
por vapor frio, HG AAS******: espectrometria de absor¢do atdmica com geragdo de hidretos, DMA*******:
analisador direto de merclrio, CV AFS********. aspectroscopia de fluorescéncia atdbmica de vapor frio, ICP-
MS*****xxkk  aspectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, MIP QES****#*xx*.
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas, EDXRF********x**- f|orescéncia de

raios X por energia dispersiva.

Na analise de amostras de alimentos, difrentes estratégias de calibracdo séo utilizadas
para as técnicas baseadas em absorcdo e emissao atdbmica como: calibracdo por padrédo externo
(Farisi, 2023), por simulacdo de matriz (Sixto, 2025; Augusto, 2017), calibracdo por adi¢ao de
analito (Sloop, 2021), calibragdo por padronizagdo interna (Sixto, 2025; Mendes, 2006; Greda,
2024), método padrdo de interferéncia (Amais; Nobrega; Donati, 2014), calibracio
multienergética (Higueira, 2019), calibracdo multiisdtopo (Higuera, 2020), calibragao
multiespécies (Williams; Donati, 2018), bem como calibracdo por diluicdo de padrao (Jones,

2015) e calibracdo de dois pontos com correspondeéncia de matriz (Sloop, 2021).
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Calibracéo consiste em determinar uma funcdo matematica que descreve a relagao entre
a concentracdo do analito e a resposta do instrumento, utilizando-se solugdes padrdo, sendo
necessario realizar uma regressao, geralmente com o método dos minimos quadrados, o qual
que minimiza a soma dos quadrados das diferencas entre os dados experimentais e os valores
calculados. Esses modelos de regressdo linear séo, entdo, utilizados para calcular a
concentracdo do analito na amostra com base nas respostas das solu¢bes padrdao (Mermet,
2010). A falta de compatibilidade da matriz entre os padrdes de calibracdo e as amostras pode
comprometer a correlacdo dos sinais analiticos com as concentracfes dos elementos (Castro,
2020).

Na calibracdo por padrdo externo, solucfes padrdo com concentragcdes conhecidas dos
analitos em uma matriz limpa (sem amostra), sdo preparadas e analisadas no instrumento. Uma
curva de calibragéo é construida a partir dos sinais medidos e das concentra¢fes conhecidas.
Sob as mesmas condi¢fes instrumentais, a amostra é analisada e seus sinais medidos sdao
comparados ao modelo de regressdo linear obtido da curva de calibracdo, resultando na
determinacgdo da concentracdo. Este método é eficaz (dentro de uma faixa de erro quantitativo
de geralmente + 10%) (Sloop, 2019), pois tanto as solucGes de calibracdo quanto as de amostra
sdo preparadas na mesma matriz. Contudo, na maioria das aplicacdes praticas, iSso ndo ocorre,
ja que a amostra analisada normalmente ndo esta na mesma matriz que as solu¢des padrdo, o
que pode comprometer a precisao dos resultados (Sloop, 2019; Castro, 2020).

A calibragdo por padronizacdo interna, é utilizada para minimizar os efeitos das
flutuacdes dos sinais analiticos devido aos fatores relacionados a parametros instrumentais
como: nebulizacdo (para técnicas as quais é necessario), intensidade da fonte de radiacdo e
posicdo da amostra (Carter, 2018; Barnett; Fassel; Kniseley, 1968), além de ser eficaz na
minimizacdo dos efeitos da matriz em amotras com matrizes menos complexas (Carter, 2018;
Machado, 2020). Quando o padéao interno ndo é eficiente o suficiente para corrigir efeitos
severos da matriz, 0 método de calibragdo com adigdo de analito é a alternativa mais utilizada
(Bader, 1980; Kelly, 2011).

A calibracdo com adicdo de analito envolve o preparo de solugdes padrdo diretamente
na amostra. Aliquotas da amostra sdo retiradas, adicionadas com quantidades crescentes do
analito de interesse, e essas soluc¢des sdo analisadas no instrumento. Como as solugfes padrédo
de calibracdo sdo preparadas na prépria matriz da amostra, elas garantem que 0 comportamento

da amostra e da calibracdo seja 0 mesmo. A concentracdo do analito na amostra original é
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determinada por extrapolacdo do grafico, onde a concentracdo € obtida ao resolver a
interceptacdo no eixo x (com y = 0 no modelo de regressdo linear). Embora a calibracéo por
adicdo de analito seja eficaz para amostras com efeitos severos de matriz (Brown, 2012), o
método tem limita¢Oes, especialmente no que se refere frequéncia analitica, ja que cada amostra
requer a sua prépria curva de calibracdo, o que implica em alto consumo de soluc¢des padrédo e
amostras, gerando consideraveis quantidades de residuos.

Devido as limitacdes das ténicas de calibracdo por padrdo externo, padronizacdo iterna
e adicdo de analito, estratégias de calibracdo ndo convencionais foram desenvolvidas, como:
calibragdo por método padrdo de interferéncia, calibracdo multienergética, calibracdo
multiisétopo, calibracdo multiespécies e calibracdo por diluicdo de padrdo. O método padrdo
de interferéncia explora a caracteristica das técnicas baseadas em ICP, de formacéao de espécies
naturais em um plasma de Ar. Nesta estratégia, objetiva-se corrigir variacdes no sinal
interferente, permitindo minimizar os desvios causados por ions e espécies poliatbmicas
naturalmente presentes no plasma, através da razdo de sinal entre o analito e as espécies
interferentes durante a calibracdo (Donati; Amais; NoObrega, 2011), corrigindo assim
interferéncias espectrais.

A calibracdo multienergética aproveita a capacidade dos analitos gerarem sinais
analiticos em multiplos comprimentos de onda diferentes. Neste método, utiliza-se uma
concentragdo fixa de analito e mdaltiplas energias de transicdo (Virgilio, 2017), sendo
preparadas, para cada amostra, duas solugdes. A primeira solucdo, contendo amostra e solugéo
padrdo com analitos, e a segunda contendo amostra e branco analitico. Analisa-se cada solucao
separadamente, e monitora-se 0s sinais de varios comprimentos de onda para cada analito. Os
sinais obtidos para os analitos na primeira solucdo e na segunda solucao, sao entdo plotados nos
eixos X ey, respectivamente, e a concentracdo de analito na amostra € calculada a partir da
inclinacdo da curva de calibracéo resultante (Virgilio, 2017). A calibragdo multienegeética tem
se mostrado uma boa alternativa quando se analisa amostras complexas (Virgilio, 2017,
Machado, 2018).

As estratégias de calibracdo multiisotopo e calibracdo multiespécies se baseaiam na
capacidade de monitoracdo simultanea ou sequenciais rapidas das técnias espectrométricas
(Carter, 2018). Como na calibracdo multienergética, os graficos de calibracéo sdo construidos
com 0s sinais medidos para duas solugdes, e cada ponto corresponde a um isétopo diferente

(calibracdo multiis6topo) ou ion molecular (calibracdo multiespécies) do mesmo analito.
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Outra estrategia de calibracdo ndo convencional é a calibragdo por método de analise de
diluicdo padrdo, proposta por Jones, 2015. Trata-se de um método que integra as teorias de
calibracdo por adicdo de analito e por padronizacdo interna. Nesta estratégia, os dados sdo
obtidos a partir de uma mistura composta por 50% de amostra e 50% de uma solucdo padrdo
contendo os analitos e um padrdo interno (Solucdo 1). Com o detector registrando
continuamente os sinais analiticos, uma segunda mistura, composta por 50% de amostra e 50%
de branco (Solucéo 2), é adicionada ao mesmo recipiente da Solucdo 1. A medida que as duas
solucdes se misturam, varios pontos de calibracdo sdo gerados enquanto as solucBes padrao
contendo analitos e padréo intenro vao ficando progressivamente diluidas. Como ambas as
solugdes (Solucdo 1 e Solucdo 2) contém a mesma quantidade de amostra, ndo ha alteracdo na
composicdo da matriz durante a mistura, o que elimina os efeitos de matriz.

Esta metodologia apresenta limitacdes, relacionadas a automagao e o processamento de
dados relativamente complexo (Sloop, 2019; Jones, 2020). Para superar essa limitacao, se €
incorporado uma segunda espécie de padrdo interno na Solucédo 2, e sdo utilizadas uma camara
de mistura de 3 portas ou uma valvula de comutacdo, para automatizar a mistura das solucdes
1 e 2. Afim de simplificar ainda mais esta metodologia, uma outra estratégia de calibragdo
utilizando duas solugdes, foi proposta por Sloop, 2021, a calibracdo de dois pontos por
correspondéncia de matriz. Nesta estratégia, ao contrario do método de analise de diluicdo de
padrdo, ndo é necessario utilizar uma segunda espécie de padrdo interno nem realizar a mistura
das duas, e para emprega-la, a Equacgdo 1 deve ser considerada (Sloop, 2021). Nesta equacao,
Sstd € Sis sd0 o sinal analitico para o analito e a espécie padrado interna, respectivamente (ambos
presentes em S1). O sinal analitico geral (SA) pode ser representado pela Equacéo 2, onde Sam
é o sinal analitico da amostra. Reelaborando a Equacdo 1 e substituindo na Equacéo 2, outra

equacao pode ser escrita (Equagao 3).

A= 3w Equacdo 1
Sis

SA= Sgq+ Sam Equacéo 2

SA =AS;s+ Sam Equacéo 3
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Ao plotar SIS no eixo x e SA no eixo y, a inclinacdo (a) e a interceptacdo (b) desse
grafico, de acordo com a Equacdo 3, podem ser representadas pelas Equacdes 4 e 5 (Sloop,

2021; Jones, 2015). Essas equacdes podem ser combinadas na Equacao 6.

a=A4= 34 Equacéo 4
Sis

b= S,n Equacéo 5

b Sam s «

—= S0 = Sam X ssltsd Equagéo 6

IS

Se Ssta € Sam forem determinados como kCstq € kCam, respectivamente, a Equacéo 6 pode
ser reescrita na Equacdo 7, onde Csq € Cam representam a concentragdo do analito no padrdo
adicionado a S1 e na amostra, respectivamente, e k é uma constante de proporcionalidade (que
€ a mesma para amostra e padrdo, pois eles existem na mesma matriz). A Equacdo 7 pode ser

reorganizada na Equagéo 8.

b SAsam _ Sis x
si,, = KCam X KCora Equacéo 7
Sis
b _C ~
Com = — X =t Equacdo 8
a SIS

em que Cam € a concentracdo do analito na amostra, b é o intercepto da equacdo analitica, a é a
inclinacdo da equagdo analitica, Cswa € a concentragdo do analito na solucéo padrdo e Sis é o
sinal analitico do padrdo interno em S1. Estudos anteriores usando o método de calibragdo de
analise de diluicdo padrdo (Jones, 2015; Jones, 2020), comprovam a relacdo linear entre o
analito e os sinais do padréo interno, justificando o uso de sinais coletados das solucdes S1 e
S2 ndo misturadas para construir a curva de calibragdo (Sloop, 2021).

Apesar da possibilidade de analise direta, ndo destrutiva e multielementar, técnicas
baseadas na emissdo de raios-X (Ghidotti, 2021) aparecem com pouca ocorréncia na
determinacdo elementar em amostras de abelhas e produtos apicolas. Isso se deve,
principalmente, a dificuldades relacionadas a etapa de calibracéo, a qual, para amostras solidas,
pode ser realizada utilizando material de referéncia certificado (CRM) como padrbes de

calibracdo (Sverchkov, 2023), o que aumenta o custo do método e ndo ha CRMs disponiveis
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com uma ampla faixa de concentragdo para todos os tipos de amostras, bem como pode ser
realizada usando amostras previamente analisadas por método de referéncia como padrdes de
calibracdo (Oliveira, 2020), necessitando de um método de referéncia disponivel, e gerando
dificuldade na selecdo de amostras com uma ampla faixa de concentracdo dos analitos. Ainda
ha alternativa de utilizar a calibracdo por adi¢do 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 apicolas para analise por técnicas
espectrométricas

Produtos apicolas sdo matrizes complexas, com composi¢do quimica e proporcées de
espécies quimicas organicas e inorganicas variadas, devido a fatores relacionadas a origem e ao
ambiente. Logo, o preparo de amostra € uma etapa indispensavel para se obter amostras em
condicdes passiveis de se realizar a determinacdo dos analitos (Zhong, 2022).

Dentre as estratégias de preparo de amostra para analise de abelhas e produtos apicolas,
tém-se a decomposicdo por via seca e por via umida. Mehmeti, 2021 descreveu um
procedimento de digestao por via seca de amostra de mel, no qual 10 g de amostra foi utilizado
para determinacdo de Cu, Cd, Pb e Zn por F AAS. Este processo foi descrito em trés etapas de
decomposicao: aquecimento das amostras em bico de Bunsen, mineralizacdo em forno mufla a
700 °C, resfriamento, diluicio com HNO3, aquecimento em bico de Bunsen novamente e
diluicdo com agua deionizada. A digestdo por via seca, apresenta como vantagem a maior
flexibilidade de massa de amostra utilizada, porém os procedimentos de mineralizacdo
demandam muito tempo de aquecimento no forno (Winiarska-Mieczan, 2021).

Na decomposicdo por via Umida, sistemas assistidos por radiacdo micro-ondas sao
descritos para amostras de abelha e produtos apicolas com mais frequéncia (Pereira, 2023;
Zergui, 2023; Maraou, 2017; Astolfi, 2020; Richter, 2024; Ferreira, 2020; Valverde, 2023;
Siqueira, 2022; So6s, 2021, Sadowska, 2021; Ciri¢, 2021, Matuszewska, 2021, Oliveira, 2017;
Seker, 2022; Leme, 2014; Wetwitayaklung, 2018; Nikolov, 2019; Bora, 2023). Nestes métodos,
se é utilizado um acido mineral, normalmente HNO3 e um a gente oxidante auxiliar,
normalmente H,O,, para decomposicdo de matéria organica, sendo a massa de amostra
utilizada, normalmente, menor do que a utilizada para o método de digestdo por via seca.

Dentre os parametros que podem ser otimizados nestes processos, estdo; o tipo do acido

mineral utilizado, concentracdo dos reagentes e poténcia (ou temperatura) do equipamento.
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Leme, 2014 estudou diferentes concentrac¢des da solu¢do de HNOs (2; 3,8; 8,0; 12,2 e 14,0 mol
L) e diferentes poténcias do forno de micro-ondas (500, 573, 750, 927 e 1000 W) na digestdo
de amostras de mel, a fim de minimizar a acidez final e o teor de carbono residual. Os autores,
experimentalmente, observaram que quando as poténcias de 750, 927 e 1000 W foram
utilizadas, a temperatura de 150 °C (estabelecida como temperatura maxima) foi atingida em
todas as digestBes, 0 que propiciou coni¢des termodindmicas favoraveis a oxidagdo da matéria
organica, sendo as combinacdes de poténcia de 750 e 1000 W com concentra¢do de acido 2,0
mol L as que geraram maiores sinais analiticos, e baixas concentra¢des carbono residual e
acidez final.

Astolfi, 2020 por sua vez, estudou a digestdo assistida por radiagdo microondas para
cera de abelha, mel, polen, prépolis e geleia real, variando os reagentes utilizados no
procedimento. Primeiro utilizou-se HNO3 a 67% m m, H,O; a 30% m m e 4gua deionizada,
depois adicionou mais H,0, a 30% m m™ e dgua régia, e, por fim, 40% HF e agua régia. Os
autores, concluiram que cada elemento de uma dada matriz responde de forma diferente aos
procedimentos de tratamento da amostra. O método com apenas HNO3z e H20, apresentou
precisdo aceitavel para todos os elementos analisados e baixos niveis de deteccdo para
oligoelementos incluindo Pb, porém para se ter niveis totais de recuperacao 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 pélen;
Al, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Li, Mg, Si, Sn, Ti, V, Zn, e Zr na propolis; Na e P na geleia real)
foi necessario o emprego de adgua régia. Assim, nota-se que diferentes abordagens, em termos
de reagentes, podem ser consideradas para digerir matrizes similares e determinar 0s mesmos
analitos.

Ainda, utilizando radiacdo de micro-ondas, Costa, 2015 e Cauduro, 2024 propuseram
sistemas baseados em combustdo para decomposicdo de matéria organica. Costa, 2015,
misturou as amostras de mel com celulose microcristalina e solugédo de 6 mol L™* de nitrato de
amonio. 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 aménio. O sistema
foi pressurizado com 20 bar de oxigénio 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 diluidas ap0s 0 processo.

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

de decompor até 1000 mg de amostra, permitindo a determinagdo de elementos em niveis
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ultratracos. Este fato esta diretamente relacionado ao uso de celulose microcristalina como
auxiliar de combustdo, pois somente utilizando a celulose foi possivel controlar o processo de
combustdo e evitar a projecdo da amostra durante o procedimento. Cauduro, 2024 utilizou o
procedimento proposto por Costa, 2015, porém substituiu o reagente absorvente (nitrato de
amonio) por HNO3. O método foi eficiente na decomposicdo de mel e determinacéo 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 concentracéo residual de carbono desprezivel (< 25,0 mg L™?).

Sistemas abertos de decomposicado por via Umida, também, sdo reportados para digestdo
de amostras de derivados apiculas. Astolfi, 2020 além de descrever um processo de digestdo
assistida por micro-ondas, ainda, apresenta uma digestdo assistida por banho maria em
recipiente aberto para cera de abelha, mel, polen, prépolis 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 de
H20,. A mistura foi aquecida a 95 + 5 °C em banho maria por 30 min. Este método se
apresentou como uma boa alternativa em comparacao a digestdo acida assistida por micro-
ondas, com precisdo aceitavel e baixos limites de detecgdo para elementos tragos.

Recipientes abertos e aquecidos em placa de aquecimento foram utilizados como
sistemas abertos de decomposicdo por via Umida para amostras de produtos apicolas e
determinacdo por AAS (Dasbasi, 2016; Yavuz, 2018) e ICP OES (Altundag, 2016; Tosic,
2017). Nestes procedimentos, se é misturado a amostra com HNO3z e H20», e a mistura é levada
para aquecimento até completa evaporacgdo dos reagentes (em temperaturas que variam de 100
°C a 150 °C). Tosic, 2017, Dagbasi, 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 H20O, respectivamente. Assim,
mesmo o0 procedimento em placa de aguecimento com recipientes abertos ser um processo
simples, altos volumes de reagentes oxidantes sdo utilizados. Ainda, Dasbasi, 2016 e Yavuz,
2018 apos digestdo de amostras de mel, aplicaram um método de extracdo dispersiva em fase
solida para pre-concentragdo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn, e Cu, respectivamente, e
determinacdo por F AAS, dado que esta técnica ndo apresenta sensibilidade suficiente para
determinacdo deste elemento, o qual aprece em baixos niveis em amostras de mel.

Outros sistemas de decomposi¢do por via Umida descritos na literatura sdo; bloco
digestor com recipientes abertos para determinacdo com ICP-MS (Leme, 2014) e bloco digestor
de dedo frio e sistema de refluxo para determinacdo por ICP OES (Oliveira, 2019). Neste

procedimento, Leme, 2014, dilui as amostras de mel em 4,0 mL de HNO3 nas concentragdes de
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2; 3,8; 8,0; 12,2 e 14,0 mol L™, deixando-a em recipiente fechado por 8 horas. Depois
adicionou-se 1,0 mL de H202 (30% m m), deixando a mistura em pré-digestéo durante a noite
e aquecendo-a em bloco digestor a 90 °C por 3 h. Para este procedimento, 0s autores concluiram
que quando o teor de carbono residual era baixo, a acidez era muito elevada e vice-versa, ja que
a maior concentracdo de acido apresenta maior poder oxidante, oxidando mais facilmente as
espécies quimicas, o que reduz o teor de carbono residual. J& Oliveira, 2019 avaliou o perfil
mineral em termos de elementos essenciais e potencialmente téxicos (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 HNOs3 concentrado e 0,64 mL de
30% m m* H,0, durante 46 minutos por 150°C. Os autores concluiram que este método foi
satisfatorio na digestdo das amostras de méis.

Em anéalises de produtos apicolas por técnicas que permitem andlise direta: DMA
(Girolametti, 2023), CV AAS (Advanced Mercury Analyzer) (Demkova, 2024) e EDXRF
(Ghidotti, 2021), as amostras mel foram adicionadas diretamente nos suportes e levadas para
analise, e amostras de abelhas e polén foram secadas e homogeneizadas antes de serem levadas

para 0s equipamentos.

1.5 Diferentes estratégias no preparo de amostras de produtos apicolas

Como uma alternativa a combustdo induzida por micro-ondas, Muller, 2017 utilizou a
metodologia de digestdo Umida assistida por micro-ondas com H;O2 em meio alcalino em
camara de reacdo Unica. Nesse processo, amostras de mel foram misturadas a 50% (m m>)
H,0; e 28% (m m™*) NH4OH e posicionadas dentro do sistema com uma Unica camara de
reacdo, previamente preenchido com agua e H.SO4. O sistema foi pressurizado com 40 bar de
argbnio e foi aplicado o programa: 10 minutos de rampa e manutencdo por 20 minutos a
temperaturas variando de 190 a 270°C. As amostras foram diluidas e Cl foi determinado por
ICP OES, e Bre | por ICP-MS. Os autores concluiram que o método proposto é mais simples
que a combustdo induzida por micro-ondas, apresentando menor risco de contaminacao, ja que
sdo utilizados menos reagentes. Além disso, com este método ha a producdo de agua como um
dos produtos da digestdo e o pH alcalino final minimiza os efeitos de memoria durante a analise
por técnicas baseadas em plasma. Entretanto, esse tipo de degradacéo de espécies orgénicas é

realizado com o uso de instrumentacdo cara e especifica (Magalhdes, 2021).
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Outras alternativas descritas na literatura estdo os métodos que utilizam diluicdo das
amostras e procedimentos de extracdo dos analitos. Nesse contexto, em analises de amostras de
produtos apicolas, Pucholoek, 2022; Andrade, 2014a; Andrade, 2014b e Pucholobek, 2021
propuseram misturas de reagentes para dissolucdo de amostras de mel, e Pohl, 2020 propds um
método de extragdo assistida por ultrassom para amostras de pdlen. No trabalho desenvolvido
por Andrade, 2014b, € utilizado o processo descrito por de Andrade, 2014a, no qual foram
preparadas suspensdes de 70 g L de mel em solucéo de 0,1 mol L de HNO3; e 3 % m m™ de
H,0, para Cd e Pb ou 10% m m H,O- para Cr, sendo todas sonicadas por 10 min para garantir
a homogeneizacéo das solugdes. Tais suspensdes foram diretamente injetadas nos instrumentos
de espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GF AAS) e os metais foram
determinados com limites de quantificacdo em niveis de ng g.

Pucholobek, 2021, por sua vez, apresentou trés solucdes diferentes para dissolucdo de
mel e andlise F AAS, sendo elas: apenas HNO3 concentrado; HNO3 concentrado e 30% m m'?
H20>, e apenas agua. Os diferentes procedimentos foram avaliados a partir do percentual de
extracdo obtido para Fe, Mn, Mg e Ca, e, assim, observou-se que as maiores taxas de extracao
foram para o método com HNO3z e H,O, 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 solugdo de HNOs com concentragio entre 0,9 e 1,1
mol L e sonicagdo por 15 minutos. Os autores concluiram que este método permitiu, de
maneira mais simples, rapida e verde do que métodos convencionais de digestdo por via umida,
preparar polen para analise por F AAS, com boa exatidao e precisdo.

Em analise de produtos apicolas por técnicas baseadas em plasma, as alternativas se
concentram nos métodos descritos por Farisi, 2023 e Greda, 2024. No trabalho desenvolvido
por Farisi, 2023, descreve-se um método de extracdo liquido-liquido homogénea combinado
com a microextracdo liquido-liquido dispersiva utilizando um solvente eutético profundo para
a extracao de Co, Zn, Ni, Cu, Pb e Tl de amostras determinar as concentracdes dos analitos em
nivel de ng g*' em amostras de mel. Por outro lado, Greda, 2024 prop6s a determinacao de 18
elementos apenas diluindo mel a 1% em solugdo de 0,1 mol L't HNO3 por ICP-MS. Neste
procedimento foi utilizado a calibracdo com padréo interno (Be, Y e Eu) para corrigir os efeitos
da matriz, e este tipo de analise ofereceu, em média, limites de deteccdo dos elementos trés

vezes mais baixos do que os obtidos em amostras digeridas por micro-ondas.
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1.6 Solventes eutéticos profundo naturais e processos avancados de ativacdo de persulfato
para analise de alimentos

As estratégias usuais de preparo de amostras de alimentos, incluem as técnicas de
digestdo por via seca, as quais utilizam um excesso de quatro a dez vezes de reagentes
oxidantes: hidréxidos, carbonatos ou boratos alcalinos de metal, como metaborato de litio,
nitrato e 6xido de magnésio, e as técnincas de decomposicéo por via imida com uso de agentes
oxidantes (normalmente, peréxido de hidrogénio) e acidos minerais, ou mistura de acidos
minerais, como acido sulfurico, acido nitrico, acido cloridrico ou, acido fluoridrico (Galuszka,
2023). Estas estratégias podem ser demoradas, bem como requerem grandes quantidades de
reagentes, 0s quais séo caros, podem contaminar a amostra, sendo fonte de erros experimentais,
e geram residuos perigosos (Viana, 2021).

Considerando que o preparo de amostras representa uma possivel fonte de impacto
negativo ao meio ambiente, aspectos relacionados a seguranca do operador e ao impacto
ambiental e humano gerados pelos métodos, devem ser avaliados (Armenta, 2008). Nessas
circunstancias, surge a quimica analitica verde (GAC) e a quimica analitica branca (WAC). A
GAC baseia-se em 12 principais principios, descritos por Galuszka et al., 2013, que enfatizam
a necessidade de solventes mais seguros € menos téxicos, reducdo do consumo de energia e
utilizacdo de substancias baseadas em fontes renovaveis (Plotka-Wasylka, 2021). A WAC, por
sua vez, pressupde que o desenvolvimento sustentdvel deve incluir um compromisso entre
sustentabilidade e utilidade, ou seja, um bom equilibrio entre os principios da GAC, eficiéncia
analitica e critérios praticos/econdémicos (Nowak, 2021).

O uso inadequado de solventes é uma das preocupacdes do desenvolvimento sustentavel
baseado na GAC e na WAC, ja que representa uma possibilidade de perda de massa e
contaminacgdo advinda de sinteses (Sahoo, 2020) e procedimentos de extracdo (Zhu, 2016;
Farajzadeh, 2018), logo busca-se a utilizacdo de solventes mais verdes (Devi, 2020). A fim de
atingir este objetivo, duas estratégias sdo comumente adotas: a substituicdo de solventes
derivados do petréleo por solventes advindos de recursos renovaveis (Hu, 2021; Pasupuleti,
2022) e a substituicdo de solventes toxicos pelo que apresentam melhores propriedades
ambientais, de saude e de seguranca (Moaaz, 2021; Jesus, 2022).

Neste sentido, foram desenvolvidos os solventes eutéticos profundos (DES) (Abbott,
2003), os quais sdo misturas homogéneas de duas ou mais substancias sélidas a temperatura

ambiente, mas que quando combinadas em proporc¢des fixadas, mudam para liquido a
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temperatura ambiente, por conta do abaixamento na temperatura de fusdo, gerando um ponto
eutético (Surya, 2024). Os DES podem ser facilmente sintetizados pela mistura de dois
componentes: os aceitadores de ligac6es de hidrogénio (HBA), como sais de haleto de aménio
quaternario e sais de haleto de fosfonio, e os doadores de ligacBes de hidrogénio (HBD), como
acidos carboxilicos, alcoois e amidas que se associam através da interacdo de ligacdes de
hidrogénio e outras interacdes intermoleculares, como van der Waals e forcas eletrostaticas
(Sekharan, 2021). Tais solventes sdo amplamente empregados em procedimentos de preparo de
amostra para determinacdo de metais por técnicas espectrométricas como: FAAS (Habila, 2022;
Kiling, 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 séo utilizados como precursores do DES, eles sdo chamados
de solventes eutéticos profundos naturais (NADES), assim, os NADES séo misturas formadas
por constituintes celulares como acgucares, alcoois, aminoacidos, acidos organicos e derivados
de colina (Dai, 2013). Primeiramente descritos por Choi, 2011, estes tipos de solvente
representam plenamente os principios da GAC e WAC, justamente por apresentar componentes
prontamente disponiveis, preparacdo simples, biodegradabilidade, seguranca, reutilizagdo e
baixo custo, sendo assim um 6timo candidato a aplicagbes em quimica analitica (Frnandez,
2018; Ferreira, 2022).

Os NADES apresentam uma forte contribuicdo das ligagdes de hidrogénio (Osowska,
2019), apresentando-se como uma mistura liquida binaria em sua composicao eutética, na qual
o0 ponto de fusdo minimo é considerado baixo (Figura 3), 0 que ocorre por conta a baixa energia
da rede causada pela assimetria das suas grandes moléculas (Lai, 2023). Os NADES tém uma
variedade de propriedades, como baixa volatilidade, viscosidade ajustavel e miscibilidade em
agua (Silva, 2022), mas o maior potencial do NADES é a sua aplicacdo como solventes de
design, ou seja, como um sistema cujas propriedades podem ser adaptadas de acordo com a
aplicacdo (Kovécs, 2020).

No NADES, a rede de ligacBes de hidrogénio define em grande parte o seu
comportamento, logo as propriedades fisico-quimicas, como comportamento de fase,
densisdade, viscosidade, condutividade, tensdo superficial e polaridade, podem ser alteradas
mudando-se 0s componentes e a sua propor¢cdo molar, o que garante um grande nimero de

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

T Ponto de fusdo do T

componente puro 1 .
Ponto de fusdo do

componente puro 2

Componente sélido 1 + liquido Componente sélido 2 + liquido

L\
Ponto eutético

Componentesélido 1 + componentesolido 2

Composicdo molar do componente 1(%)

Fonte: autoria propria

Levando em conta as propriedades dos NADESs e a possibilidade de altera-las, estes
solventes podem ser considerados eficazes para a dissolucdo e extracdo de uma ampla gama de
compostos polares, apolares, bem como extragdo de metais (Silva, 2022). Por mais que ainda
ndo tenha sido tdo explorado em preparo de amostra como o DES, a utilizacdo de NADES em

procedimentos analiticos é uma area em crescimento.

Em analises de amostras de produtos apicolas 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 extracdo liquido-liquido
homogénea combinado com a microextracdo liquido-liquido dispersiva para a extracédo de Co,
Zn, Ni, Cu, Pb e Tl de amostras de mel. Ja Altunay, 2019, procedeu um procedimento de
digestdo assistida por banho maria a 50-55 °C. Apo0s esse processo, utilizou o método de
microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom para utilizando um NADES
(&cido citrico: sacarose) para pré-concentracdo de Cu, Cd and Pb em amostras de mel e analise
por F AAS, considerando que a técnica apresenta limite de deteccdo insuficiente para

determinar elementos em niveis trago.
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Uma outra alternativa para o preparo de amostras de alimento é a utilizacdo de sais de
persulfato, o qual apresenta propriedades oxidantes e pode atuar na decomposicdo de matéria
organica. Este reagente tem potencial redox semelhante (2,5-3,1 ev) e meia-vida mais longa
em comparagdo com *OH (Xu, 2020), estabilidade em agua e menor energia de ligacdo para
clivagem do grupo peroxo (Kordestani, 2019; Khakyzadeh, 2020). O persulfato pode ser
clivado usando processos de oxidacdo avancada baseados em radicais sulfato (SR-AOPSs) que
produzem um radical sulfato reativo (S,0s? + ativador = 2504 ou SO4™* + SO4%) por meio de
calor, reacGes com metais de transicdo, luz ultravioleta e outros meios, como eletroquimica e

ultrassonicacéo (Matzek, 2016).

A ativacdo do persulfato por base é realizada utilizando bases fortes, hidréxido de sodio
ou potassio, 0s quais possibilitam a hidrolise de uma molécula de persulfato, formando o
intermediério hidroperéxido (HO2), que reage com outra espécie de persulfato em uma
transferéncia de um elétron gerando um radical sulfato, que, por sua vez, gera radicais hidroxila
reagindo com ions hidroxila (Kovéacs, 2020). O mecanismo de ativacdo do persulfato por base
foi proposto por Furman, 2010 e consiste, primeiramente, na hidrolise catalisada por base do
persulfato para formagdo do peroxomonossulfato (SOs?) e sulfato (SO4%), como representado

na equacéo 9.

OH-
25:08> + H20 — [30S-0-07] + SO4% + 2H* Equacdo 9

Apo0s a primeira etapa, o persulfato forma um complexo ativado com o hidroxido e a
ligagdo S-O é enfraquecida. Como resultado, a ligagdo S-O sofre fissdo. Uma fissdo semelhante
da ligacdo S-O restante no peroxomonossulfato resulta na formacéo de sulfato e hidroperoxido

(HO>), a base conjugada do peroxido de hidrogénio, segundo equacéo 10.

OH™
[30S-0-O7+ H20 — H-0-O" + S04 + H* Equagéo 10

Ainda, neste mecanismo o hidroperoxido formado reduz outra molécula de persulfato,
gerando radical sulfato (SOs™) e anion sulfato, enquanto o hidroperoxido é oxidado a

superdxido (O2), como representado na equacgéo 11.
H-O-O" + [30S-0-0-S03] = SO4% + SOs* + Oz + 4H* Equacdo 11

A soma das reacdes produz a seguinte reacdo liquida para ativacdo de persulfato sob
condicdes basicas (Equacdo 12):
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25208% + 2H20 2 3S04%* + SO4" + Oz * 4H* Equacéo 12

Além disso, em condicGes altamente alcalinas, o radical sulfato reage com o hidréxido

para formar a radical hidroxila (OH"), segundo a equacéo 13.
SO4* + OH" 2> 3S04?- + OH* Equacéo 13

A ativacdo do persulfato também pode ser realizada usando um ion de metal de transicdo
por meio de uma reacao de transferéncia de um elétron (Kovacs, 2020). Os sais de ferro sdo
amplamente utilizados neste tipo de abordagem devido ao baixo preco e alta eficiéncia catalitica
(Karim, 2021). O ion de ferro (l1) reage com o persulfato produzindo SOs* e SO4™, logo

possibilitando a formacéo do radical sulfato através da equacgéo 14 (Oh, 2009).

S208% + Fe?* 2 SO4* + Fe®" + SO~ Equacédo 14

Outra maneira de realizar a ativacdo do sulfato € através de sonicacao, calor ou luz UV.
No mecanismo da reacdo com sonica¢do, o persulfato forma dois radicais sulfato através da
cisdo da ligagao peroxido, uma vez que com a ultrassonicacdo sdo produzidas altas temperaturas
e pressoes localizadas, resultando em cavitacdo e homolise da ligacdo O-O (Kovéacs, 2020)

como é mostrado na equacao 15, onde)) significa irradiacdo ultrassonica.

S208* 3 - 2504 Equacéo 15

Neste sentido, técnicas analiticas que utilizam reacdes baseadas na formacédo de radicais
sulfato reativos podem ser propostas para reduzir as etapas de preparo de amostras,
consequentemente, o tempo de analise e mitigar a geragao de residuos perigosos, o que faz com
que métodos utilizando essa estratégia esteja mais préoximo dos principios destacados pelas
GAC e WAC. Reac0es baseadas na formacdo de radicais sulfato reativos ainda ndo foram
abordadas em anéalises de amostras de produtos apicolas.

Uma das abordagens da GAC ¢ a avaliagdo do quio “verdes” sdo os métodos analiticos,
0 que possibilita a selecdo da opgdo mais verde (Tobiszewski, 2015). Assim, inimeras métricas
para avaliar se o procedimento quimico se enquadra melhor no conceito de quimica analitica

verde ou sustentavel foram desenvolvidas, levando em consideracdo parametros relacionados
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ao tipo e volume de reagentes, geracdo de residuos, nimero de etapas do procedimento,
miniaturizacdo e automacédo e consumo de energia (Pena-Pereira, 2020).

Como exemplo de métricas, tem-se: consumo elétrico (Ec) e emissdo de CO, (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 ultimo leva em consideracdo os principios da WAC.

Neste contexto, levando em conta que as abelhas e derivados apiculas podem apresentar
diferentes concentracdes de espécie quimicas potencialmente tdxicas, a avaliagdo de
contaminantes inorganicos em amostras de abelhas torna-se relevante, pois oferece um
monitoramento que gera uma resposta crucial tanto no contexto econémico quanto,
principalmente, na salde publica. Diversas técnicas espectrométricas sdo exploradas na
determinacdo de elementos em analises de amostras de abelhas e produtos apicolas, sendo o
preparo de amostras por decomposi¢do Umida com acido mineral, o tipo de estratégia mais
utilizado. Alguns métodos de preparo de amostra sdo utilizados, porém pouco sao explorados
métodos que levam em conta os principios sustentaveis da GAC e WAC. Dessa forma, no
presente trabalho, objetiva-se o desenvolvimento de procedimentos analiticos baseados nos
principios da GAC e WAC para determinacdo elementar por técnicas espectrométricas,
utilizando um solvente eutético profundo natural (NADES) no preparo de uma suspensao de
amostra de polen de abelha, para posterior determinacdo por fluorescéncia de raios-X por
energia dispersiva (EDXRF), e utilizando reacdes de ativacao de persulfato para decomposicdo

de amostras de mel com subsequente determinacéo por ICP OES.
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CAPITULO II

METODO ANALITICO VERDE USANDO
SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO
NATURAL PARA PREPARO DE AMOSTRAS
DE POLEN DE ABELHA PARA
DETERMINACAO MULTIELEMENTAR POR
ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA
DE RAIOS X POR ENERGIA DISPERSIVA
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2.1 Introducéo

A contaminagdo causada pela deposicdo e aumento da concentracdo de elementos
toxicos é um dos maiores problemas relacionados a poluicdo do solo, da agua e do ar, que pode
ter origem em fontes naturais ou antropogénicas, como atividades industriais e agricolas
(Lishchuk, 2023; Atanasov, 2023). A poluicdo ambiental também tem impacto nos alimentos,
levando ao acumulo de elementos potencialmente toxicos nas plantas. Dependendo da forma
quimica ou concentracao, esses elementos podem ter efeitos nocivos a satide humana, causando
diferentes doencas (Hassona, 2023). Além disso, plantas contaminadas podem ser vetores de
contaminagdo indireta por meio do impacto sobre alguns polinizadores, como as abelhas, e
consequentemente sobre os produtos derivados das abelhas, como néctar, mel e pdlen
(Atanasov, 2023).

O polen é um produto natural granular produzido por plantas, tanto gimnospermas
quanto angiospermas, para fins reprodutivos (Pacini, 2020). As abelhas, por sua vez, coletam
polen das flores e o transportam para as colmeias para armazena-lo e mistura-lo com enzimas,
mel ou secregdo salivar e nectar (Fuente-Ballesteros, 2023). Este pdlen pode ser colhido das
colmeias, produzindo polen apicola. Estima-se que a producédo global de pdlen apicola seja de
cerca de 1.500 toneladas, consumido como ingrediente alimentar ou suplemento dietético
(Sipos, 2020). Este produto contém proteinas (5-60%), acUcares redutores e ndo redutores (13—
55%), lipidios (4—7%), fibras brutas (0,3-20%), amino&cidos, além de ser importante fonte de
vitaminas, compostos fendlicos bioativos e micronutrientes essenciais, como minerais (Fuente-
Ballesteros, 2023; Sipos, 2020).

Técnicas espectrométricas sdo comumente utilizadas na determinacdo de metais e
metaloides em amostras de alimentos e ambientais. A espectrometria de absorcao atbmica com
chama (F AAS) é uma técnica de baixo custo que pode ser utilizada para esse proposito, no
entanto, as determinagdes sdo geralmente para um unico elemento e tém baixa sensibilidade
(Kiling, 2024; Elik, 2024). A espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GF
AAS) é uma técnica mais sensivel que a F AAS permitindo analise direta de amostras de
alimentos, no entanto, geralmente tem um sistema para determinagdo de um Unico elemento e
custos operacionais mais elevados (Chaikhan, 2023; de la Calle, 2016). Para determinacdes
multielementar, a espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) tem sido utilizada em analises de alimentos (Dado, 2023; Valverde, 2023), mas a

possibilidade de interferéncias quimicas e espectrais deve ser considerada. A espectrometria de
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massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) também permite a determinacdo
multielementar com baixos limites de deteccdo em amostras de alimentos, mas € uma técnica
dispendiosa que apresenta efeitos de matriz devido a presenca frequente de ions poliatdmicos
com a mesma massa nominal do analito (Escudero, 2022; Seker, 2022).

A espectrometria de fluorescéncia de raios X por disperséo de energia (EDXRF) é uma
técnica amplamente utilizada para determinacdo de elementos quimicos em niveis de tracos,
oferecendo vantagens como a possibilidade de determinacdo multielementar e simultanea de
forma ndo destrutiva, por meio de analise direta de amostras sélidas ou com preparacdo minima
(Guimardées, 2023; Souza, 2021). Apesar das vantagens da analise direta de amostras sélidas,
como a minimizacdo dos riscos de contaminacdo e perdas do analito, hd dificuldades
relacionadas a baixa sensibilidade da técnica e a etapa de calibragéo.

A calibracdo externa para medicdes analiticas diretamente em amostras solidas pode ser
realizada usando material de referéncia certificado (CRM) como padrées de calibracdo (Xue,
2022; Sverchkov, 2023). Apesar de sua simplicidade, esse procedimento aumenta o custo do
método, e ndo hd CRMs disponiveis com uma ampla faixa de concentragdo para todos os tipos
de amostras. A calibracdo externa para determinacdo de EDXRF também pode ser feita usando
amostras previamente analisadas por um método de referéncia para serem utilizadas como
padrdes de calibracdo (Oliveira, 2020). Nesse caso, além da necessidade de um método de
referéncia estar disponivel, pode haver dificuldade em selecionar amostras com uma ampla
faixa de concentracdo para os analitos. Mesmo consumindo mais tempo, reagentes e quantidade
de amostras, uma alternativa a calibracdo externa é a calibracdo por adicdo de analito (Milnea,
2010). No entanto, empregar a calibracdo por adicdo de analito quando se faz medicdes em
amostras solidas ndo é uma tarefa facil, considerando a dificuldade de mistura e
homogeneizacdo entre amostra e padréo.

Uma maneira de superar a dificuldade de preparar padrdes usando amostras solidas com
baixa solubilidade em meios aquosos é preparar uma suspensao de uma amostra sélida em po
e a solucdo padrdo do analito, desde que a estabilidade e a homogeneidade sejam garantidas
(Cerqueira, 2023; Alov, 2018; Gomez-Nieto, 2022). A estratégia de preparacdo de amostras
usando suspensfes com amostras solidas pode ser explorada para medidas de fluorescéncia de
raios X (Margui, 2022; De La Calle, 2013). Diferentes tipos de preparo de suspensdes foram
descritos para esta finalidade usando solucdes aquosas na presenca de acidos, solventes e
surfactantes (Garcia-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 suspensao de
amostra e padrdes para construir curvas de calibracdo por um método de calibracdo de dois
pontos de correspondéncia de matriz ainda nao foi descrito na literatura.

Recentemente, 0s NADES surgiram como opg¢des menos agressivas ao meio ambiente
em comparagdo aos solventes convencionais (Silva, 2022). Eles sdo caracterizados como
combinagdes de compostos naturais como agucares, acidos organicos, aminoacidos e bases
organicas (Vanda, 2018). A combinacdo dessas substancias forma uma mistura eutética por
meio de fortes interacBes secundarias, promovendo uma rede intermolecular de ligacGes de
hidrogénio, acompanhada de deslocalizagdo de carga no sistema, estabilizando o estado liquido
da mistura em temperaturas mais baixas e diminuindo o ponto de fusdo (Kovacs, 2022). Os
NADES apresentam propriedades como baixa volatilidade, viscosidade ajustavel, miscibilidade
em agua e biodegradabilidade.

Neste capitulo, 0 uso de NADES € proposto para a preparacdo de uma suspensao de
amostra de polen de abelha para a determinacdo multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd.
Apos a amostragem da suspensdo na célula de medigdo do EDXRF, o filme fino e homogéneo
formado provou ser um substrato adequado para a realizacao das medicGes. Para obter medigdes
precisas e exatas, as estratégias de adicdo de analito e adicdo de padrdo interno foram
combinadas, explorando a calibracdo de dois pontos de dois pontos de correspondéncia de

matriz.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Equipamentos

Os analitos foram determinados usando um espectrometro de fluorescéncia de raios X
por dispersdo de energia (S2 Ranger, Bruker, Billerica, MA, EUA) com um tubo de raios X
alvo de paladio. Um disco de cobre (diametro de 40 mm) foi usado para calibrar o equipamento.
Ap0s preparar a suspensao da amostra, uma aliquota dela foi colocada no centro de uma célula
de copo de polietileno selada (didmetro de 10 mm) com filme Mylar® para medic¢des. Foram
utilizadas condicdes instrumentais padrdo do equipamento da seguinte forma: tempo de
irradiacdo, 100 s; tensdo 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 vacuo. As linhas analiticas utilizadas
foram: Ca 3,69 keV (Ka), Fe 6,40 keV (Ka), Co 6,93 keV (Ka), Ni 7,48 keV (Ka), Zn 8,64
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keV (Ka), Cd 23,17 keV (Ka), Y 14,96 keV (Ka), Ga 9,25 keV (Ka), Ge 9,89 keV (Ka), Se
11,22 keV (Ka) e In 24,21 keV (Ka).

Para fins de comparacdo, amostras de pélen de abelha foram digeridas usando um forno
de micro-ondas Multiwave PRO (Anton Paar GmbH, Graz, Austria), seguido pela determinacio
dos analitos por ICP OES, usando um espectrometro de visdo axial e radial (iCAPPR0O10928,
Thermo Scientific), com poténcia de medi¢do de 1250 W, um gerador de radiofrequéncia de 27
MHz, detector de dispositivo de injecdo de carga (CID), diametro do tubo da tocha central de
2,0 mm, faixa de comprimento de onda entre 167 e 852 nm, tempo de medicéo de 5 s, camara
de nebulizacgdo ciclonica, nebulizador concéntrico, fluxo de gas auxiliar de 0,5 L min, fluxo
de gas de plasma de 13,5 L min* e fluxo de gas de nebulizacdo de 0,5 L min. As linhas de
emissdo 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 polen de abelha foram moidas usando um moinho de bolas planetério,
modelo PM 100 (Retsch, Dusseldorf, Alemanha) com uma velocidade méaxima de 650 rpm e
tamanho de alimentacéo de até 10 mm e finura final de 0,1 pm. As massas foram medidas em
uma balanca analitica (modelo TE214 S, Sartorius, Gottingen, Alemanha) com uma precisdo
de + 0,1 mg. Um agitador magnético com aquecimento, C-MAG HS 7 (IKA, Alemanha), foi
usado na sintese de NADES. Os experimentos foram conduzidos em tubos de centrifuga
conicos com capacidade interna de 15 mL. Um banho ultrassénico (Cristofoli, Campo Mourdo,
Brasil) foi usado para sonicacdo da amostra. Um espectrofotometro UV-2450 (Shimadzu,
Japdo) foi utilizado para analise turbidimétrica das suspensdes e um viscosimetro SVM 3000

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

2.2.2 Reagentes, solugdes e amostras

Todos os reagentes quimicos utilizados nos experimentos foram de grau analitico. A
agua utilizada foi ultrapura, com resistividade especifica maior que 18 MQ cm, obtida de um
sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Vidrarias e garrafas foram
imersas em uma solucdo de acido nitrico a 10% (v v) (Merck, Darmstadt, Alemanha) por pelo
menos 24 h e enxaguadas com &gua ultrapura antes do uso. Solucdes de trabalho padrdo
multielementares com concentragdo de 1,0 mg Lt para Ca (I1), Fe (l111), Co (I1), Ni (I1), Zn (11)
e Cd (1) e50 mg Lt para Y (111), Ga (I11), Ge (1), In (I11) e Se (1V) foram preparadas diluindo

solucdes estoque de 1000 mg L (Specsol Quimlab, Brasil) de cada elemento em &gua. Acido
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nitrico 65% (v v1) e peréxido de hidrogénio 30% (v v') (ambos Merck, Darmstadt, Alemanha)
foram usados no processo de digestdo da amostra para comparagdo de metodos. Uma solucgéo
de 1% (m v?1) de Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi usada em testes para
preparacdo da suspensao da amostra. Na preparacdo da solucdo de NADES, foram usados
glicose PA (Synth, Brasil) e &cido lactico 85% (Synth, Brasil).

Trés amostras diferentes de pdlen 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 analise. Todas as amostras foram moidas em um moinho de bolas
planetario a 200 rpm por 5 min e peneiradas em uma malha de nailon com tamanho de particula
de 15 um. As bolas usadas para moer as amostras foram feitas de material de agata,

minimizando o risco de contaminagdo da amostra.

2.2.3 Procedimento para avaliacdo da homogeneidade da suspenséo

A avaliacdo turbidimétrica das suspensfes consistiu no preparo de uma suspensao de
amostras de polen com concentragdo de 10 m v2, utilizando diferentes solventes. Os solventes
utilizados foram NADES LGH, solucdo 1% m v Triton X-100, e 4gua. As suspensdes
preparadas foram submetidas a analise espectrofotométrica, para a medida da absorbancia em
modo cinético em comprimento de onda de 550 nm (Borque, 1999). O monitoramento foi
realizado ao longo de 33 minutos, permitindo a obtencao de dados dinamicos da variacdo da
absorbancia ao longo do tempo, fornecendo informacdes sobre as caracteristicas de interacdo

entre o pélen e os diferentes solventes em questao.

2.2.4 Sintese do NADES

O solvente eutético profundo natural sintetizado foi o NADES LGH (acido lactico-
glicose-4gua), conforme descrito em estudo anterior (Dai, 2013). Nesta preparacdo, acido
lactico, glicose e agua, na proporcao molar de 5:1:3, foram misturados e aquecidos sob agitacédo

em temperaturas abaixo de 50°C até a formacdo de um liquido transparente.

2.2.5 Procedimento de digestdo das amostras de pélen
Com o proposito de comparar os resultados da concentracdo de analito, as amostras de
polen de abelha foram digeridas e determinadas por ICP OES. Ap6s as amostras serem moidas

e peneiradas, aproximadamente 0,2 g de cada amostra de poélen de abelha foi pesada e
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transferida para um recipiente de forno de micro-ondas. Em seguida, 3,0 mL de &cido nitrico
concentrado, 1,5 mL de perdxido de hidrogénio e 5,5 mL de &gua deionizada foram adicionados
a cada recipiente. As amostras foram digeridas usando o seguinte programa de temperatura: (I)
aquecimento por 10 minutos até 200 °C, (1) manutencdo a 200 °C por 15 minutos e (l1I)
resfriamento a 55 °C por 30 minutos. A solucdo digerida foi transferida para um balao
volumétrico, com o volume final ajustado para 20,0 mL com agua. Posteriormente, as amostras
foram analisadas para analitos por ICP OES (Valverde, 2023). Em cada procedimento de
digestdo, trés brancos foram preparados usando apenas 3,0 mL de acido nitrico, 1,5 mL de

perdxido de hidrogénio e 5,5 mL de agua deionizada.

2.2.6 Planejamento fatorial completo de dois niveis

Um planejamento fatorial completo de dois niveis com quatro fatores (24) foi empregado
para obter um sistema que fornecesse os melhores sinais analiticos. Os seguintes fatores foram
estudados: a razdo entre a massa da amostra e o volume de NADES (%, m v!), tempo de
sonicagdo (min), volume da amostra colocada na célula de medicéo e concentragdo de NADES
LGH. Dezenove experimentos foram realizados no &mbito do planejamento fatorial completo,
e triplicatas de cada ponto experimental foram realizadas para calcular a variancia. A resposta
maltipla (RM) foi utilizada como uma resposta quimiométrica, e as intensidades de
fluorescéncia normalizadas para cada analito (Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd) foram usadas para obter

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

RM = (ASCa/ASmaxCa) + ASFe/ASmaxFe) + (ASCO/ASmaxCo) + (ASNi/ASmaxNi) + (ASZn/ASmaxZn) +
(AScd/ ASmaxcd) Equacéo 16

na qual (ASca), (ASre), (ASco), (ASni), (ASzn) e (AScq) sdo os sinais analiticos obtidos para
cada ion metalico em cada experimento do projeto de matriz gerado; € (ASmaxca), (ASmaxre),
(ASmax,co), (ASmaxNi), (ASmaxzn) € (ASmaxcd) Sa0 0s valores maximos de sinal analitico obtidos
para cada ion metalico em cada experimento do projeto de matriz gerado para a aplicacdo da
abordagem quimiométrica. O programa Statistica 6.0® (StatSoft, Inc., Tulsa, EUA) foi

empregado para auxiliar na aplicagéo estatistica.

2.2.7 Procedimento experimental

No preparo das amostras, 15 mg de cada amostra de polen de abelha, 650 uL. de NADES

52



e 350 puL de 4gua foram misturados e sonicados por 10 min. Apds a sonicagdo, uma aliquota de
30 pL da suspensao formada foi coletada e aplicada ao suporte de amostra (10 mm de diametro)
selado com filme Mylar®, formando um filme de amostra fino e uniforme adequado para
analise por EDXRF.

2.2.8 Procedimento de calibragéo

As espécies quimicas Y, Ga, Ge, In e Se foram estudadas como potenciais padrdes
internos na etapa de calibracdo. Uma solucdo padrdo composta por 1,0 mg L dos analitos Ca,
Fe, Co, Ni, Zn, Cd e 50 mg L™ do padréo interno Y, Ga, Ge, In e Se, e uma solucdo em branco
(65% NADES LGH) foram preparadas para produzir duas solugdes: S1 (50% de suspenséo de
pélen de abelha em NADES + 50% de solugdo padrdo) e S2 (50% de suspensdo de polen de
abelha em NADES + 50% em branco). Para S1, 1,0 mL de suspensdo de pélen de NADES e
1,0 mL de solucdo padrdo foram misturados; e para S2, 1,0 mL de suspensdo de pélen de
NADES e 1,0 mL de NADES foram misturados. Ambas as solu¢des foram sonicadas por 10

min e usadas para 0 método de calibracéo de dois pontos.
2.3. Resultados e discusséo

2.3.1 Caracteriza¢do 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 0s
componentes do solvente: acido lactico e glicose, bem como para o solvente NADES LGH. Na
Figura 4, podem ser observadas bandas caracteristicas da glicose, como uma banda em 3361
cm, indicativa de alongamento O-H, bem como bandas em 1129 cm™ e 1011 cm™ atribuidas
ao alongamento C-O e C-OH. Para o acido lactico, uma banda em 2989 cm™ corresponde ao
alongamento C-H, uma banda em 1723 cm™ ¢ atribuida ao alongamento C=0 e uma banda em

1373 cm™' representa a flexdo C-H.

O NADES LGH sintetizado mostra bandas em 1720 cm™, 1476 cm™ e 1224 c¢cm™,
indicando interacdes entre seus componentes que afetam as frequéncias vibracionais dos grupos
funcionais. A presenca de bandas em regi6es semelhantes ao acido lactico e a glicose sugere
que estes sdo componentes do solvente sintetizado. As mudancgas observadas indicam novas

interacdes intermoleculares, conforme previsto por Dai et al. 2013, uma vez que 0os NADES
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alteram as propriedades fisico-quimicas de componentes individuais, criando sistemas mais

estaveis e eficientes baseados em ligagcOes de hidrogénio.

Figura 4. Espectros de FTIR para o NADES sintetizado e seus componentes: acido lactico e

glicose.
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2.3.2 Determinacao das condicdes experimentais para preparo da suspenséo

A influéncia da razdo massa-volume da amostra para solucéo na formacéo da suspenséo,
tempo de sonicacdo, volume da suspensdo na célula de medi¢do e concentracdo de NADES
LGH, nas intensidades dos sinais obtidos por EDXRF foram estudadas usando um
planejamento fatorial completo 24 (Tabela 2). Os parametros e intervalos estudados foram
baseados em trabalhos anteriores que usaram preparacdo de amostra por suspensao para analise
de fluorescéncia de raios-X (Bilo, 2019; Dalipi, 2017). Os resultados deste planejamento foram
normalizados considerando as massas de amostra usadas em cada experimento. A resposta
multipla (RM), obtida pela soma das intensidades dos sinais analiticos normalizados para cada

analito, foi usada como resposta para avaliacao (Ferreira, 2018).
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A significancia de cada variavel foi avaliada via analise de variancia (ANOVA) via
niveis de significancia de p-valor, gerando um grafico de Pareto com efeitos de cada fator e
suas interacOes (Figura 5). Os resultados do planejamento experimental revelaram que nenhuma
das variaveis estudadas foi significativa, conforme mostrado no grafico de Pareto, indicando
estabilidade e homogeneidade da suspensdo nas condi¢fes estudadas. A viscosidade e a
presenca de ligacdo de hidrogénio entre os componentes do NADES e as espécies quimicas
doadoras de hidrogénio presentes no pdlen ajudam a formar um sistema de suspensao estavel
(Ayres, 2023; Thakur, 2020). Portanto, dentro do dominio experimental estudado, qualquer

condicéo fornece resultados estatisticamente semelhantes (Anunciacdo, 2021).

Figura 5. Gréafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial completo de 24 com efeitos

de cada fator e suas interacdes.
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As condicdes experimentais escolhidas foram: razdo massa-volume de 15% (m v!) entre
aamostra e o NADES, 10 min de sonicagao, volume de amostra de 30 UL no suporte de amostra
(10 mm de diametro) e concentracdo de 65% de NADES. O uso de 1,0 mL de solugdo contendo
65% de NADES com 15 mg de amostra permitiu a formacdo de uma suspensdo estavel,
conforme observado em estudos anteriores (Bilo, 2019; Margui, 2022). Além disso, 0 uso de
30 uL de suspensao de amostra permitiu a formacao de uma camada com espessura adequada
para medi¢des no EDXRF (Dalipi, 2017)
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Tabela 2. Planejamento fatorial complete 24 e resposta maltipla obtida para otimizagédo do método proposto.

Experimentos Razado massa de amostra e volume  Tempo de sonica¢do, min  Volume da amostrano NADES, % Resposta
de NADES (%, mv?) suporte, pL multipla
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 (5 15 (+) 10 (9) 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 (1) 2,38
15 10 (-) 5(-) 50 (+) 100 (+) 3,21
16 10 (5) 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

PC*: Ponto central
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2.3.3 Avaliacéo da estabilidade e homogeneidade da suspenséo

A homogeneidade e estabilidade de trés suspensdes preparadas com amostras de polen
de abelha foram avaliadas usando turbidimetria, monitorando sinais de absorbancia a 550 nm
(Borque, 1999) . As suspensdes foram preparadas em: (a) 65% NADES LGH; (b) 1% m v!
Triton X-100; e (c) agua, com as suspensdes (b) e (c) sendo amplamente utilizadas para
determinagdes multielementares com fluorescéncia de raios X (Bilo, 2019; Allegreta, 2019;
Natali, 2016). As variacdes nos sinais de absorbancia ao longo de um periodo de 33 min séo

mostradas na Figura 6.

Figura 6. Avaliacdo da homogeneidade e estabilidade de suspensdes de amostras de polen
preparadas em (amarelo) 65% NADES LGH, (laranja) 1% Triton X-100 e (azul) 4gua. A
turbidez das suspensdes foi monitorada pela medic&o dos sinais de absorbancia a 550 nm.
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Pode-se observar que os sinais de absorbancia para as suspensdes preparadas em Triton
X-100 e 4gua diminuiram apds 3 minutos, indicando sedimentacao de particulas de polen. Por
outro lado, a suspensdo preparada com NADES apresentou sinais de absorbancia com pouca
variacdo ao longo de todo o periodo estudado, indicando que a turbidez néo se alterou, pois, as

particulas de polen foram estabilizadas no sistema, sem que ocorresse sedimentagdo
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significativa durante 33 min. A analise turbidimétrica confirmou a inspec¢do visual apresentada
na Figura 7, que indicou que as suspensdes em agua e Triton X-100 apresentaram sedimentacao,
enguanto a suspensdo com NADES LGH néo apresentou sedimentacdo. A viscosidade dos trés
solventes: (a) 65% NADES LGH, (b) 1% Triton X-100 e (c) agua foram medidas usando um
viscosimetro a temperatura ambiente. Os resultados obtidos foram 6,164 + 0,004, 0,914 + 0,001
e 0,893 £ 0,001 mPas, para (a), (b) e (c), respectivamente. Estes resultados confirmam os dados
obtidos através da analise turbidimétrica, indicando que as particulas de polen tém mais
dificuldade de sedimentar no solvente NADES LGH devido a viscosidade do que na agua e
Triton X-100.

Figura 7. Suspensdes de amostras de pdlen preparadas em 65% de NADES LGH, 1% de Triton

X-100 e 4gua apds 10 min de sonicacao.

2.3.4 Avaliacéo do uso de padréo interno

O método de calibracdo de dois pontos de correspondéncia de matriz foi empregado

para corrigir erros potenciais relacionados a sinais de fundo, flutuagdes em sinais analiticos e
melhorar a precisdo e o desempenho do método (Sloop, 2021). Esta estratégia é baseada em
uma estratégia de calibracdo conhecida como analise de diluicdo padrdo (SDA, do inglés
standard dilution alnalysis) (Jones, 2015), que combina duas estratégias de calibracdo,
calibragdo com padrdo interno e calibracéo de adicdo de analito, e requer apenas duas solucdes
de calibracdo por amostra. Na estratégia adotada, a calibragdo exigiu duas solucdes: S1 (50%
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de suspenséo de polen de abelha em NADES + 50% de solucéo padrdo), onde a solugdo padrdo

continha os analitos e o padréo interno; e S2 (50% de suspensao de polen de abelha em NADES

+ 50% em branco), onde a solucdo em branco era uma solu¢cdo NADES. A Figura 8, mostra

espectros tipicos obtidos das solucdes S1 e S2.

Figura 8. Espectros de EDXRF para a solu¢do S1 (A) e composta de 50% de polen de abelha
amostra 1 em NADES LGH + 1 mg L™ Ca, Fe, Co, Ni,Zne Cd, e 50 mg L' Ga, Y, Ge, Se e
In, e S2 (B) composta por 50% da amostra de polen 1 em NADES LGH + 50% Branco (NADES

LGH) (Faixa 1: 40 kV, filtro Al 500 pm; Faixa 2: filtro Cu 50 kV 100 um).
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A partir dos sinais analiticos obtidos para cada analito e o padréo interno, uma equacéo
foi plotada com o sinal do padréo interno no eixo X e o sinal do analito no eixo y. A Equacao

12 foi usada para os calculos das concentracdes de cada analito nas amostras.

Para que um elemento seja utilizado como padréo interno, ele precisa estar ausente nas
amostras e ndo deve apresentar linhas de interferéncia espectral com os elementos a serem
determinados (Chiweshe, 2016; Pires, 2019). Nesse sentido, Y, Ga, Ge, In e Se foram avaliados
como padrdes internos, considerando estudos anteriores e a adequacdo bem estabelecida desses
elementos como padrbes internos em analises espectrométricas atbmicas (Natali, 2016;
Musielak, 2022; Turnau, 2010; Tsuji, 2023; Gama, 2017; Ghosh, 2017).

Testes de recuperacdo com trés amostras diferentes foram conduzidos para comparar o
desempenho dos cinco padrdes internos testados, adicionando 67 mg kg™ e 667 mg kg dos
analitos Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd as amostras. Os sinais analiticos dos padrdes internos presentes
na solucdo de calibracdo S1 foram utilizados na Equacdo 2 para obter a concentracdo dos
analitos. Os resultados de recuperacédo (%R) foram obtidos usando a Equacao 17, onde Cencontrado
€ a concentracdo encontrada para a amostra apés centrifugacdo do analito, Canalito € @
concentracdo encontrada para a amostra sem adicdo de analitos e Cadicionado € @ CONcCentracao
adicionada de analito. Os resultados obtidos para uma das amostras sdo apresentados na Tabela
3.

C -C i
%R — ( encontrado anallto) x 100

Equacéo 17

Cadicionado

Tabela 3. Determinagdo de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em amostra de pélen (Amostra 1) por

EDXRF ap0s preparo da amostra com solvente eutético profundo natural.

Padrao Analitos Método proposto, mg Adicionado, Encontrado, Recuperacéo,
interno kg? mg kg'* mg kg %
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. continuacao

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 314 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. continuacgao

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 polen de abelha sdo fornecidos na
Tabela 4. Os resultados de recuperacao obtidos para todos os analitos com o padrdo interno Ga
em todas as amostras variaram de 80 a 120%, enquanto com 0s outros padrdes internos as
recuperagdes estiveam entre 45 e 144 %, assim Ga foi escolhido como o padrdo interno para
calculos posteriores, pois o utilizando os resultados foram satisfatérios e 0 seu uso é bem
estabelecido como um padrao interno em medic6es de fluorescéncia de raios X (Ghosh, 2022;
Ghosh, 2017).

Tabela 4. Determinacéo de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em uma amostra de p6len (Amostra 2 e 3)
por espectrometria de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia apds preparacdo da

amostra com solvente eutético profundo natural.

Amostra2
Padrdo Adicionado, Encontrado, mg kg™ Recuperagdo, %
interno mg kg™
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 | 9 115 85 97 103

667 1375 739 546 604 529 836 129 | 106 82 83 76 125
Ge 0 <0,79 <024 <001 <015 <009 <0,08

67 61 64 51 55 67 49 9 | 9 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. continuacgao

Se 0 <0,79 <024 <0,01 <015 <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 7 115 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 <015 <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 <001 <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 analitica e aplicag¢éo

A curva analitica foi construida usando os sinais analiticos obtidos para as solucdes S1
e S2, considerando a relagéo linear entre os sinais dos analitos e o padréo interno (Sloop, 2021).
Os sinais do padréo interno foram plotados no eixo X, e 0s sinais para cada analito no eixo y. A
solugdo S1 continha 50% da solucédo padrdo com 67 mg kg™ de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd, e 667
mg kg de Ga, e 50% da amostra. Enquanto isso, a solucdo S2 continha 50% da amostra e 50%
da solucdo NADES LGH.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados como 3 e
10 vezes o desvio padrdo de dez medi¢bes dos brancos analiticos, respectivamente. Para o
célculo, foram considerados os erros do tipo a e 3, bem como a propagacdo de incertezas na
inclinacdo e intercepto da curva de calibragdo (Sloop, 2021; Olivieri, 2014). A preciséo foi
estimada pela avaliacdo do desvio padrdo relativo (%RSD) de dez medic¢Ges repetidas realizadas
em uma amostra de pélen de abelha com adi¢des de 67 e 667 mg kg dos analitos. Todos 0s
valores de %RSD encontrados foram abaixo de 5% para todos os seis analitos em ambas as

concentracdes. Os parametros analiticos do método proposto estdo listados na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros analiticos do método proposto para determinacdo de Ca, Fe, Co, Ni, Zn

e Cd em amostras de pdlen por espectrometria de fluorescéncia de raios X por disperséo de

energia apos preparacao da amostra com solvente eutético profundo natural.

Paraemtros Ca Fe Co Ni Zn Cd
LD, mg kg 0,24 0,07 0,003 0,04 0,025 0,02
LQ, mg kg 0,79 0,24 0,01 0,15 0,09 0,08
RSD, % (67 mg kg%) 4,2 4.9 5,0 4,1 34 3,0
RSD, % (667 mg kg) 2,2 1,9 3,0 3,0 2,9 1,7

Os resultados obtidos pela aplicacdo do método proposto na anélise de trés amostras de
polen apicola foram comparados aos resultados obtidos pela digestdo seguida da determinacgao
por ICP OES (Valverde, 2023) (Table 6). Foram aplicados os testes t de student e F para
variancia (95% de confianca), com valores de p variando de 0,22 a 0,65, e 0,21 a 0,87,
respectivamente. Assim, ndo foram observadas diferencas significativas entre os resultados,
demonstrando a boa exatiddo do método proposto para a determinacdo desses elementos em

amostras de pélen apicola.

Tabela 6. Determinacéo de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd em amostras de p6len pelo método proposto

(A) e comparativo (B) (valor médio * intervalo de confiancga).

Amo Concentracédo, mg kg
stras Ca Fe Co Ni Zn Cd

(A) (B) @ ® |1®» 6B|H 6 6B B |®B® 6

1 1038+ 1088+ | 59+ 74+ | <0, <0, | 156+ 26+ | 35+ 48% | <0, <O,
117 134 11 14 |01 01 | 6 11 6 14 | 08 06

2 606+ 609+ | 30+ 29+ | <0, <O, | 51+ 51% | 35 36% | <0, <O,
131 150 5 5 |01 01| 6 7 12 9 | 08 06

3 163+42 161+ | 28+ 36+ | <0, <O, | 15+ 16+ | 73+ 79+ | <0, <O,
62 3 10 [ 01 o1 | 1 4 4 8 | 08 06

(A) Método proposto: Suspensdo (NADES) + EDXRF, (B) Método comparativo: Digestdo +
ICP OES.

Os resultados para as amostras analisadas apresentam variacdes na concentragdo de Ca,
Fe, Ni e Zn variando de 163 a 1038, 28 a 59, 15 a 51 e 35 a 73 mg kg, respectivamente,

enquanto as concentracdes de Co e Cd ficaram abaixo do limite de quantificacdo. Os resultados
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obtidos para Ca mostram niveis abaixo dos encontrados para pdlen de abelha na Poldnia (3050-
5770 mg kg!) e Filipinas (Belina-Aldemita, 2019) (37805187 mg kg™), porém proximos de
alguns resultados obtidos no Brasil (Morgano, 2012; Carpes, 2009) (828-4670 mg kg™) e
Turquia ((Kalaycioglu, 2017) 909-2380 mg kg?). Os niveis de Fe estdo abaixo dos encontrados
em amostras das Filipinas (Belina-Aldemita, 2019) (70-142 mg kg™*), mas préximos de algumas
amostras do Brasil (Morgano, 2012; Morgano, 2010) (11-552 e 57-87 mg kg™?) e da Turquia
(Kalaycioglu, 2017) (45-161 mg kg?).

As concentracdes encontradas para Ni foram maiores que as encontradas na Jordéania
(Aldgini, 2019) (<0,01-1,60 mg kg™), sudeste do Brasil (Morgano, 2010) (0,12-6,85 mg kg?),
Turquia (Kalaycioglu, 2017) (0,9-2,6 mg kg™) e Eslovénia (Kump, 1996) (2,5-3,1 mg kg?). As
concentracOes de Zn foram semelhantes as encontradas nas Filipinas (45-56 mg kg*) (Belina-
Aldemita, 2019), Turquia (26-50 mg kg?) (Kalaycioglu, 2017), sul do Brasil (45-55 mg kg?)
(Carpes, 2009) e Jordania (25-77 mg kg™) (Aldigini, 2019), e maiores que os niveis encontrados
em amostras da Pol6nia (27-48 mg kg™?) (Pohl, 2020). Os resultados obtidos para Cd foram
consistentes com resultados de algumas amostras do sudeste do Brasil (<0,001-0,233 mg kg),
e da Italia (Conti, 2001) (<15-90,1 pg kg™), pois ficaram abaixo de 0,076 mg kg*. Enquanto
iss0, 0s resultados encontrados para Co foram menores do que aqueles encontrados em amostras
do sudeste do Brasil (Morgano, 2010) (0,3-0,8 mg kg™).

Tais resultados demonstram que as concentragcdes de metais no pélen podem variar
dependendo da amostra analisada, situacdo que pode estar ligada a fatores relacionados a
origem e ao ambiente (condi¢des climaticas e ambientais) de onde o pdlen foi coletado. Pélen
apicola de diferentes regides ou diferentes coldnias de abelhas pode apresentar diferencas nas
concentracdes de seus varios constituintes (Baky, 2023; Darwish, 2023). Os tipos de flores, a
composicdo genética das espécies vegetais e 0s processos agricolas (como a fertilizacdo)

também podem impactar essa composic¢ao (Darwish, 2023).

2.3.6 Avaliagdo da greenness e whiteness

A técnica espectrométrica foi usada anteriormente na analise de pélen (Dima, 2012),
como F AAS (Maragoou, 2017), ICP OES (Valverde, 2023), ICP-MS (Erdogan, 2023). No
entanto, o preparo de amostras via suspensao e calibracdo de dois pontos Matrix-Matching para

analisar pélen ainda ndo havia sido explorada.
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A conformidade do método proposto com os 12 principios da quimica analitica verde
(GAC) e quimica analitica 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 principios de significancia da GAC,
onde cada uma das 12 varidveis é transformada em uma escala que varia de 0 a 1, recebendo
pesos diferentes. No software AGREEprep, os critérios de avaliacdo sdo baseados nos dez
principios do preparo de amostras verdes (GSP), que sdo recalculados e, ap6s avaliacdo
quantitativa, refletidos como uma pontuacdo de impacto em uma escala de 0 (ndo cumprido) a
1 (cumprido). Enquanto isso, o algoritmo RGB 12 é baseado no conceito de WAC, que propde
12 principios alternativos aos 12 principios do GAC, levando em consideracgdo a qualidade do
método, aspectos analiticos (vermelho) e praticos (azul), demonstrando a coeréncia e sinergia
dos atributos analiticos, ecoldgicos e praticos. Neste caso, a brancura é quantificada entre 0 e
100, com base na avaliacdo de principios individuais, como um parametro conveniente Util em
comparacdes e na selecdo do método ideal. Calculos foram aplicados usando esses diferentes
critérios para avaliar a coeréncia com os principios do GAC do método proposto e métodos
descritos na literatura para analise de pdlen usando técnicas de espectrometria (Tabela 7). As
métricas foram preenchidas com as informacdes fornecidas em cada manuscrito.

A pontuacao final das avaliagcdes do algoritmo AGREE, AGREEprep e RGB 12 destaca
a maior natureza verde e sustentavel do método proposto. O método de preparacéo e calibracdo
da amostra em poucas etapas, resultando em menos manipulacdo e menor tempo de analise,
menor massa da amostra e ndo uso de reagentes toxicos, contribuiu para esse resultado. Além
disso, o uso de NADES, que é um solvente verde, deve ser enfatizado. Essas vantagens resultam
em uma melhora notavel na pontuacao associada aos 2°, 4°, 10°, 11°e 12° principios do AGREE
e aos 3°, 4°, 5°,8° e 10° principios do AGREEprep. A alta pontuacdo obtida no algoritmo RGB
12 esta relacionada principalmente aos principios de toxicidade de reagentes, nimero e
quantidade de reagentes e residuos, impactos diretos, precisdo, exatidao, custo-eficiéncia,
requisitos e simplicidade operacional, todos os quais sdo atendidos pelo método proposto e

garantem que o método esteja alinhado com os critérios do GAC.
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Tabela 7. Caracteristicas de métodos que empregam espectrometria de fluorescéncia de raios X para analise de amostras de polen.

Analitos Preparo da Método de Massa da Técnica LD,ugg  RSD, AGREE  AGREEprep RGB, %  Referéncia
amostra calibragéo amostra,  espectrométrica ! %
g
Digestéo Umida — - .
assis%ida por micro- - 01-1 FAAS = B
As(I11) x Calibragdo externa 0,2 5,6 0.38 R L1039 62,2 Baky, 2023
ondas e redugio de / ‘/’
As (V) = -
Al, Ba, Bi, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Ga, In, K, Li, Digestdo Umida 0,2 ICP OES FELL -’ Darwish
Mg, Mn, Na, Ni, assistida por micro- Caibracéo externa 02-24 <15 6.49 &.43 - y 76,4 2023 ’
Pb, Sr, Zn, P, Se ondas - ‘
and As
L\:"r”'gf’ ,ﬁ”’ %eé Digesto Umida 0,25 ICP-MS 0,00001— fﬂr < -‘
» ~u, Mg, L4, assistida por micro- Calibragdo externa ! - 50.47 0.41 = 70,6 Dima, 2012
Na, Pb, Cd, Ni and ondas 0,09 © ,
AS : Li,‘:
Calibracéo de dois
Ca, Fe, Co, Ni, Zn, Sonicacdo + NADES pontos por
and Cd LGH correspondéncia de 2,3-1578 <5 Esse
matriz 0015 EDXRF 8.3 trabalho
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2.4 Conclusao

O uso do preparo de amostra de polen de abelha via suspensdo com NADES LGH
permitiu a determinacdo multielementar de Ca, Fe, Co, Ni, Zn e Cd por EDXRF usando a
estratégia de calibracdo de dois pontos por correspondéncia de matriz como método de
calibragdo. O método desenvolvido é rapido, simples, de baixo custo e apresenta parametros
analiticos adequados, com bons limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo e extiddo. O
método proposto oferece baixo risco de contaminagdo da amostra, minimizando o consuno de
energia, pois ndo requer aquecimento por longos periodos, e do uso de acidos concentrados
para pré-tratamento da amostra. Além disso, 0 método obteve bom desempenho em métricas
de avaliagdo de sustentabilidade, demonstrando que pode ser considerado como uma alternativa
verde para analise de pélen de abelha.
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Capitulo I

COMPARACAO DE PROCEDIMENTOS
ANALITICOS VERDES BASEADOS EM REACOES
DE ATIVACAO DE PERSULFATO PARA
DECOMPOSICAO PARA DETERMINACAO DE
MULTIELEMENTAR EM AMOSTRAS DE MEL
POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA
COM PLASMA IDUTIVAMENTE ACOPLADO
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3.1 Introducéo

A presenca de elementos toxicos no solo, na agua e no ar pode ter origem em fontes
naturais ou antropogénicas, como atividades industriais, e é um dos problemas relacionados a
poluicdo ambiental (Lishchuk, 2023; Atanasov, 2023). Esse problema também pode levar ao
acumulo de elementos potencialmente toxicos nas plantas, o que pode ser uma fonte de
contaminacdo a saude humana, causando diferentes doencas (Hassona, 2023; Aramaberi,
2024). Além disso, plantas contaminadas podem ser vetores de contaminacgdo indireta em
polinizadores, como abelhas, e consequentemente em produtos apicolas derivados, como
néctar, pélen e mel (Atanasov, 2023). Os efeitos adversos a saude, causados pela presenca de
elementos potencialmente toxicos, como cadmio, cromo e aluminio, incluem toxicidade renal,
complicaces neuroldgicas, hepatotoxicidade, efeitos gastrointestinais e efeitos pulmonares
(Kargarghomsheh, 2024; Farhadiyan, 2024; Farsani, 2024). Por outro lado, a presenca de
elementos essenciais para 0 metabolismo humano, como zinco, cobalto, manganés e cobre,
também precisa de atencdo, considerando que ingestdes excessivas podem levar a intoxicacdo
(Kargarghomsheh, 2023).

O mel é um semiliquido doce e viscoso produzido por abelhas por meio da coleta de
néctar de flores ou outras secre¢des naturais contendo actcar (Sixto, 2024). E caracterizado por
uma alta concentracdo de glicose e frutose, bem como elementos essenciais e ndo essenciais,
carboidratos, enzimas e aminoacidos, constituintes necessarios para a manutencdo do
metabolismo humano. As caracteristicas nutricionais fazem do mel um alimento basico para
humanos (Melaku, 2022), com producdo mundial estimada em 1,8 bilhdo de toneladas
(FAOSTAT, 2022).

Varias técnicas analiticas estdo disponiveis para determinar elementos traco em
amostras de mel, como espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) (Demaku, 2023; Silva, 2024). Esta tecnica apresenta alta sensibilidade,
consequentemente limites mais baixos de deteccdo e quantificacdes, robustez e velocidade de
analise para determinacdo de multielementos (Tannus, 2021). No entanto, geralmente, a
digestdo da amostra é necessaria para permitir a introducdo da amostra no equipamento e
superar interferéncias da matriz.

A digestdo da amostra pode ser dividida em técnicas por via seca e ou via Umida
(incluindo técnicas assistidas por micro-ondas e ultrassom). As técnicas por via seca precisam

utilizar uma grande quantidade de reagentes oxidantes, como hidroxidos de metais alcalinos,
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carbonatos ou boratos, e alta massa de amostras (Mehmeti, 2021). Procedimentos de
decomposicdo Umida sdo descritos na literatura envolvendo o uso de agentes oxidantes
(tipicamente perdxido de hidrogénio) e acidos minerais, ou uma mistura de acidos minerais,
como acido sulfarico, acido nitrico, acido cloridrico ou, dependendo do método, acido
fluoridrico (Sneddon, 2006; Korn, 2008). Ambos os procedimentos podem visar decompor
matéria orgénica para obter solu¢Bes 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 residuos perigosos para 0 meio ambiente e a
satde humana (Korn, 2008).

Uma alternativa para o pré-tratamento de amostras para determinacdes elementares é o
uso de sais de persulfato. O persulfato tem sido usado como reagente para procedimentos de
preparacdo de amostras com a intencdo de decomposicdo de matéria organica devido as suas
propriedades oxidantes. Este reagente tem potencial redox semelhante (2,5-3,1 ev) e meia-vida
mais longa em comparagdo com *OH (Xu, 2020), estabilidade em &gua e menor energia de
ligacdo para clivagem do grupo peroxo (Kordestani, 2019; Khakyzadeh, 2020; Matzek, 2016).
O persulfato pode ser ativado usando processos de oxidacdo avancada baseados em radicais
sulfato (SR-AOPs) que produzem um radical sulfato reativo (S,0s* + activator = 2S04 or
SO4* + SO427) por meio de calor, reages com metais de transicdo, luz ultravioleta e outros
meios, como eletroquimica e ultrassonicacdo (Matzek, 2016). Nesse sentido, é importante
desenvolver procedimentos de pré-tratamento de amostras utilizando reacdes baseadas na
formacdo de radicais sulfato reativos para reduzir as etapas de preparacdo da amostra e,
consequentemente, o tempo de analise e mitigar a geracao de residuos perigosos.

Este trabalho compara dois procedimentos de digestédo diferentes baseados em reacoes
de persulfato ativado para degradacdo quimica organica de amostras de mel com subsequente
determinacdo de Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al e Cu por ICP OES: (i) combinacdo sinérgica de
persulfato ativado por base e ferro-ativado (APS/OH"), que usa uma alta concentracdo de
solucdo de hidroxido de potassio e baixas concentracOes de solucdo de sulfato de amoénio
ferroso para evitar a precipitacdo de ions férricos como hidroxido (Husain, 2012); e (ii)
combinacdo sinérgica de persulfato ativado por ferro e ativacao por ultra-sonicacdo (APS/H*),
uma vez que o Fe?* pode atuar diminuindo a quantidade de radicais sulfato produzindo SO4*

(Karim, 2021), reduzindo a presenca de SO, e a eficiéncia da degradagdo quimica orgénica.
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3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Instrumentacéo

Os analitos foram determinados por ICP OES com um espectrometro de viséo axial e
radial (iCAPPR0O10928, Thermo Scientific). As condi¢des operacionais incluiram uma
poténcia de medicdo de 1250 W, um gerador de radiofrequéncia de 27 MHz, detector de
dispositivo de injecdo de carga (CID), didmetro do tubo da tocha central de 2,0 mm, faixa de
comprimento de onda entre 167 e 852 nm, tempo de medicdo de 5 s, cAmara de nebulizacdo
ciclonica, nebulizador concéntrico, fluxo de gas auxiliar de 0,5 L min, fluxo de gas de plasma
de 13,5 L min? e fluxo de gas de nebulizacdo de 0,5 L mint. As linhas de emisséo para analise
foram escolhidas de acordo com estudos de interferéncia anteriores. As linhas de emisséo
empregadas foram: Zn (1), 206,200 nm; Cd (11), 226,502 nm; Co (I1), 228,616 nm; Mn (Il),
260,569 nm; Cr (1V), 284,325 nm; Al (1), 308,215 nm; Cu (I1), 327,396 nm, Mg (1) 280,270
nm; e Mg (I) 285,213 nm.

As massas das amostras foram medidas usando uma balanca analitica (modelo TE214
S, Sartorius, Gottingen, Alemanha) com precisdo de £ 0,1 mg. Os experimentos foram
conduzidos em tubos cénicos de centrifuga com capacidade interna de 15 mL. Um banho de
limpeza ultrassonica (Cristofoli, Campo Mourd&o, Brasil) foi usado para sonicacgao das amostras.
Para fins de comparacéo, as amostras de mel foram digeridas usando um forno de micro-ondas
Multiwave PRO (Anton Paar GmbH, Graz, Austria).

3.2.2 Reagentes, solugdes e amostras

Todos os reagentes quimicos usados nos experimentos eram de grau analitico. A agua
usada era ultrapura, com resistividade especifica maior que 18 MQ cm, obtida de um sistema
de purificacdo de agua Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Vidrarias e garrafas foram imersas
em uma solucéo de acido nitrico a 10% (v v'') (Merck, Darmstadt, Alemanha) por pelo menos
24 h e enxaguadas com agua ultrapura antes do uso. Solugbes de trabalho padrdo
multielementares com concentragédo de 50 mg L para Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al e Cu foram
preparadas diluindo solucdes estoque de 1000 mg L* (Specsol Quimlab, Brasil) de cada
elemento em &cido nitrico a 10% (v vt) (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Solucoes de cloreto de hidrogénio 1,0 mol L foram preparadas por diluicdo direta da

solucdo concentrada (Merck, Darmstadt, Alemanha). Solugdes de sulfato de aménio ferroso
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(Synth, Brasil), persulfato de amonio (Dinamica, Brasil) e hidroxido de potassio foram
preparadas por diluicdo em agua 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 andlise.

3.2.3 Procedimento experimental

O procedimento foi baseado na ativacdo de persulfato a base de ferro para degradacdo
quimica organica. Uma massa de 0,2 g de cada amostra de mel foi pesada em um tubo de
centrifuga de 15 mL. Os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente (22 £ 2 °C).
No procedimento APS/OH-, 0,25 mL de sulfato de aménio ferroso (FAS) 0,03 mol L, 0,75
mL de KOH 3,0 mol L e 9,0 mL de persulfato de aménio (APS) 0,5 mol L* foram adicionados
a amostra. O tubo foi fechado e ap0s agitacdo manual por 30 s, a amostra estava pronta para
analise por ICP OES.

No procedimento APS/H*, além da adicdo de 0,35 mL de APS 0,5 mol L, 0,60 mL de
FAS 1,0 mol L e 5,0 mL de HCI 1,0 mol L, a amostra foi sonicada por 10 min. Apds a
diluicdo para 10,0 mL com &gua, as solugdes foram analisadas por ICP OES.

3.2.4 Procedimento de digestdo por micro-ondas

Para fins de comparacdo, as amostras foram digeridas com o auxilio de um forno de
micro-ondas. Aproximadamente 0,2 g de cada amostra foi pesada e transferida para um
recipiente de digestdo. Em seguida, 4,0 mL de acido nitrico concentrado, 1,0 mL de peroxido
de hidrogénio e 3,0 mL de agua deionizada foram adicionados a cada recipiente. As amostras
foram digeridas usando o seguinte programa de temperatura: (1) aquecimento por 5 min até 150
°C, (I1) manutencdo a 150 °C por 10 min e (I1I) resfriamento a 55 °C por 30 min. A solucao
digerida foi filtrada através de um papel de filtro quantitativo e transferida para um balédo
volumétrico, com o volume final ajustado para 20 mL com agua. Posteriormente, as amostras
foram analisadas por ICP OES (Leme, 2014). Em cada procedimento de digestdo, trés brancos
foram preparados usando 4,0 mL de acido nitrico concentrado, 1,0 mL de peroxido de
hidrogénio e 3,0 mL de 4gua deionizada.
3.2.5 Ferramentas estatisticas para otimizacéo do pré-tratamento das amostras

Diferentes estratégias de otimizacdo foram realizadas, considerando as particularidades
dos dois procedimentos de digestdo. Para o procedimento APS/OH", a concentracdo de cada

reagente presente no processo foi assumida como a principal variavel de digestdo. Assim, um

73



planejamento simplex centroide (com restricdo de misturas) foi empregado para otimizar as
proporc¢des dos componentes da mistura, utilizando combinagdes de soluces APS, FAS e
KOH.

Para o procedimento APS/H+, o tempo de sonicacdo foi introduzido como uma variavel
experimental e um projeto fatorial completo de dois niveis (24) foi empregado para identificar
as variaveis significativas na resposta analitica. Os seguintes fatores foram estudados:
concentracdo da solucdo FAS, concentracdo da solucdo HCI, concentracdo da solucdo APS e
tempo de sonicacdo. As variaveis significativas foram otimizadas usando a matriz de Doehlert
como metodologia de superficie de resposta.

Triplicatas do ponto central (PC) em cada projeto foram realizadas para calcular a
variancia. A funcdo de desejabilidade foi utilizada como uma resposta quimiométrica, e 0s
sinais analiticos 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 Equagao
18:

0 if 9i(x) = Li
di(yi(x)) = (%) if Li < yi(x) < Ui Equac&o 18
1 if 9i(x) = Ui

onde Ui é o maior sinal analitico obtido em cada experimento do delineamento da matriz, Li é
o menor sinal analitico obtido em cada experimento da matriz gerada para aplicacdo da
abordagem quimiométrica. O di(y1) é uma funcdo de desejabilidade individual para cada
resposta yi(x), assumindo valores entre 0 e 1, onde di(y1)= 0 ¢ a resposta indesejavel, e di(y1)=
1 € um valor desejavel. Dado que cada resposta em cada experimento é transformada em
funcbes de desejabilidade, elas foram combinadas em uma funcéo Unica (D) para descobrir as
melhores respostas conjuntas usando uma fungdo média geométrica. O programa Statistica

6.0® (StatSoft, Inc., Tulsa, EUA) foi empregado para auxiliar a aplicagéo estatistica.

3.3 Resultados e discussdo

3.3.1 Otimizacdo da combinacdo 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 restricdo mostrado
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na Tabela 8. Um modelo quadratico foi utilizado para obter a descricdo da superficie 6tima
experimental. A analise de variancia (ANOVA) foi usada para avaliar o modelo quadratico, que
ndo apresentou falta de ajuste (p = 0,13 > 0,05). O modelo quadratico é descrito pela Equacgio
19:

SA =0,659¢0,041) (%, APS) + 0,087 :0048) (%, FAS) —0,014:0048) (%, KOH) — 0,666:0,018) (%, APS) (%,

FAS) + 0,495¢0,022) (%, APS) (%, KOH) + 0,882(0,021) (%, KOH) (%, FAS) Equacgo 19
onde SA é o sinal analitico.

Tabela 8. Planejamento de mistura com restricdo para estudar a decomposic¢ao de amostras de

mel usando combinacdo sinérgica de persulfato ativado por base e ferro com subsequente

determinacdo multielementar por ICP OES.

Experimento  0,5mol LT APS, 0,03 mol L? 3 mol L't KOH, % Desajabilidade
% FAS, % Global
1 100 (8 mL) 0(1mL) 0(1mL) 0,72
2 0 (1 mL) 100 (3 mL) 0 (6 mL) 0,12
3 0(1mL) 0(1mL) 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(3,3mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,46
11 (PC) 33,33(3,3mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,34
12 (PC) 33,33(3,3mL) 33,33 (1,6 mL) 33,33 (5,1 mL) 0,52

APS: persulfato de amonio, FAS: sulfato de amonio ferroso, PC: ponto central

As Figuras 9A e 9B mostram a superficie de resposta ajustada e o grafico de contorno
obtido para os sinais analiticos normalizados em funcdo da proporcdo dos componentes da
mistura apresentados na Tabela 8. Considerando que a superficie de resposta exibiu um ponto
de sela, suas coordenadas ndo devem ser utilizadas para a otimizacdo. Portanto, uma inspecao

visual foi realizada para determinar as melhores condicdes (Dias, 2019).

As condicdes estabelecidas para este sistema foram: 90% de 0,5 mol L APS, 2,5% de
0,03 mol L FAS, e 7.5% de 3,0 mol L' KOH. Os resultados obtidos na otimizacdo foram

consistentes com o mecanismo de ativacdo do persulfato e decomposicdo da matéria organica.
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Uma maior concentragdo de base leva ao aumento da eficiéncia na producdo de radicais
hidroxila, que atuam sinergicamente com ions sulfato na degradagdo da matéria organica
(Matzek, 2016). Por outro lado, uma menor concentracdo de ions ferrosos diminui o efeito de

eliminacdo do Fe (I1) e reduz a probabilidade de precipitacdo de ions férricos como hidréxido
(Karim, 2021).

Figure 9. Graficos obtidos para o planejamento de mistura restrita usado para a otimizacéo da
combinac¢do de persulfato ativado por base e ativado por ferro para pré-tratamento de amostras
de mel: (A) Superficie de resposta do modelo quadratico usando diferentes teores das solucGes
de KOH, APS e FAS; (B) Gréafico de contorno da desejabilidade global normalizada como uma

funcéo da proporcao das solugdes. FAS: sulfato de amonio ferroso, APS: persulfato de amonio.
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3.3.2 Otimizacdo da combinacdo sinérgica de persulfato ativado por ferro e ultra-

sonicacdo para pré-tratamento de amostras de mel

A otimizacdo do APS/H* foi realizada em duas etapas. Primeiramente, um planejamento

fatorial completo de dois niveis (24) foi realizado para avaliar a significancia da concentragéo

da solucéo de FAS, concentracdo da solucdo de HCI, concentracdo da solucdo de APS e tempo

de sonicacdo. Posteriormente, uma matriz de Doehlert foi usada para otimizar as variaveis de

significancia e determinar as condic¢des 6timas. O planejamento fatorial completo de dois niveis

e os dados de desejabilidade global s&o mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Planejamento fatorial completo (24) para estudar a digestdo de amostras de mel

usando a combinacdo sinérgica de ultra-sonicacdo e persulfato ativado por ferro com

subsequente determinacdo multielementar por ICP OES. APS: persulfato de amdnio, FAS:

sulfato de amonio ferroso.

Experimento Concentracd Concentragd Conentracd  Tempo  Desejabilidad
S o0 de FAS, o de HCE, o de APS, de e Global
mol L1 mol L~ mol L sonicagéo
, min
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 (5 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 (-) 01() 0,025 (+) 10 (+) 0,00
14 0,1 (+) 01() 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 concentragdes da
solucéo de FAS e da solucdo de HCI foram significativas, conforme mostrado no grafico de
Pareto (Figura 10). Portanto, qualquer concentracdo de APS e tempo de sonicacdo na faixa
experimental estudada poderia ser usada para obter sinais analiticos mais altos. Nos niveis
estudados, os valores positivos para concentracdo da solucdo de FAS e concentracéo da solucédo

de HCI indicaram que os sinais analiticos aumentaram conforme esses fatores aumentaram.

Figura 10. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo 24 usado para avaliar a
significancia dos fatores na otimizacdao da combinacéo sinérgica de persulfato ativado por ferro
e ultrassonicacdo para pré-tratamento de amostras de mel: tempo de sonicagdo, concentragdes
da solugdo de sulfato de amonio ferroso (FAS), solugdo de HCI e solugdo de persulfato de
amonio (APS).

(1) Concentragdo de FAS, mol L ; . I 46.12 1

(2) Concentragdode HCl, mol L't | o 5.82
by2f | 1254
2bya | .22
2by3 ] 1 1.21
2+3+4 I | -0.85
124 0.77
1230 | + 070
1y4f | 1 -0.60
1by3 Rl -0.56

(3) Tempo de sonicagdo, min | f ' -0.38

sbys [ | -0.31
1347 -0.29

(4) Concentracdo de APS, mol Lt ‘ 0.18

p =0,05

Em relagdo aos resultados obtidos a partir do grafico de Pareto, foi realizada uma matriz
de Doehlert como a matriz apresentada na Tabela 10, utilizando 0,0175 mol L de APS. Esta
solucéo foi escolhida porque altos sinais analiticos foram obtidos nos experimentos realizados
com esta concentragdo na primeira etapa da otimizagdo. O tempo de sonicac¢do de 10 min foi

usado para garantir a degradacao espécies organicas.
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Tabela 10. Matriz de Doehlert com valores reais e desejabilidade global realizada para otimizar
a degradacéo de amostras de mel usando a combinacéo sinergica de ultrassonicacéo e persulfato
ativado por ferro com subsequente determinacdo multielementar por ICP OES. FAS: sulfato de

amonio ferroso, PC: ponto central.

Experimentos  Concentracéo de Concentracéo de Desejabilidade
FAS, mol L1 HC{, mol L 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 superficie de resposta obtida a partir desta matriz indicou que o ponto critico é um
ponto de sela (Figura 11A). Assim, uma inspecédo visual do grafico de contorno foi realizada
para determinar as melhores condi¢des operacionais (Figura 11B). As condigdes estabelecidas
foram: 0,06 mol L de FAS e 0,5 mol L™ de HCI, o que garante que o meio seja suficientemente
acido para evitar a precipitacdo de ions férricos na forma de hidréxidos (Khakyzadeh, 2020),
ao mesmo tempo em que garante a formacdo de radicais hidroxila, ja que em qualquer pH o
radical sulfato pode reagir para formar adicais hidroxila, a partir da Equacdo 16 (Matzek, 2016):
SO4* + 2H.0 = SO/ + OH® + H:O* Equagao 16

Figure 11. Graficos obtidos do delineamento da matriz de Doehlert para otimizacdo da
combinacdo sinérgica de persulfato ativado por ferro e ultrassonicagdo para pré-tratamento de

amostras de mel.

(A ®)

30 50 60 70 %
Concentragdo de FAS, mol L2
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3.3.3 Avaliacéo do efeito de matriz

Dada a natureza complexa das amostras de mel, estudos do efeito matriz foram
conduzidos. Curvas analiticas foram construidas usando calibracdo externa, empregando
solugdes aquosas padrdo dos analitos preparadas em HNO3 10% (v v1). Adicionalmente, a
calibragdo foi realizada adicionando soluc¢Ges padrdo dos analitos e da amostra aos sistemas
APS/H* e APS/OH". A inclinagdo e o intercepto obtidos das curvas de calibracdo construidas
usando os procedimentos de digestdio APS/OH™ e APS/H* sdo mostrados na Tabela 11. A
avaliacdo do efeito matriz foi realizada através da avaliacdo da razdo entre os coeficientes
angulares das curvas de calibracdo. Quando esta razéo tendeu a se aproximar de 1, significando
que ndo ha efeito matriz (Pires, 2019). Considerando uma variagdo de 15% da unidade como
aceitavel (Guedes, 2016; Azevedo, 2009; Ahumada, 2013; Correia, 2004), foi definido que,
para a razdo obtida dentro da faixa de 0,85 a 1,15, ndo houve efeito matriz.

As razdes entre as inclinagdes da calibracdo usando calibracdo de adicdo padrdo para o
procedimento APS/OH- e calibracdo externa foram 0,92; 0,90; 0,85; 0,89; 0,95; 0,87 € 0,94 para
Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu, respectivamente. Esses resultados indicaram a possibilidade de
determinacgdo dos analitos em amostras de mel usando calibracéo externa com solucdes aquosas
padrdo. Por outro lado, as razdes entre as inclinagdes da calibracdo usando calibracédo de adicdo
padréo para o procedimento APS/H™ e calibracdo externa estavam fora do intervalo de 0,85 —
1,15 para todos os analitos estudados. Os resultados obtidos para a avaliacdo do efeito matriz
sugerem que a decomposicdo de matéria organica através de APS/H* é menos eficaz em
comparagdo com APS/OH-. Essa diferenca surge porque na metodologia de APS/OH" as
reacdes ocorrem em meio alcalino, no qual o radical sulfato apreseta maior potencial de
reducdo, sendo assim, oxidantes mais energéticos (Matzek, 2016; Furman, 2010). Portanto, a
decomposicdo sinérgica de matéria organica por radicais hidroxila e persulfato suporta o
processo de forma mais eficaz.

A robustez do plasma também foi avaliada. Para isso, trés amostras diferentes foram
preparadas utilizando as melhores condi¢fes experimentais e levadas para analise por ICP OES.
Assim, foi avaliada a razéo entre as intensidades de emissdo geradas para as linhas ibnica
(280,270) e atdmica (285,213) de magnesio, Mg 11/Mg I, com subsequente multiplicacéo pelo
fator de correcgdo 1,8 (da Silva, 2021; Dennaud, 2001). Os resultados para razdo entre a linhas
ibnica e atbmica do Mg foram superiores a 13, portanto, pode-se garantir que ha robustez no

plasma.
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Tabela 11. Curvas analiticas para a determinacédo de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu por espectrometria de emissao dptica com plasma indutivamente

acoplado (mg kg?) apés digestdo de amostras de mel usando reacdes de persulfato ativado.

Parametros da

Procedimento de decomposi¢do equacio de calibracio Zn Co Cd Mn Cr Al Cu
I . . Coeficiente angular 4898 4327 14271 25113 9750 2241 7388
Callbragao par adicao de analito Coeficiente linear 3446 19 922 275929 31 328 39
R? 0,997 0,998 0,999 0,994 0,999 0,999 0,999
Coeficiente angular 5330 4830 16755 28129 10235 2577 7855
Calibrag&o externa Coeficiente linear 133 60 198 6722 155 29 98
R2 0,999 0,998 0,998 0,999 0,999 0,996 0,999
Calibragao por adicéio de analito Coeficiente angular 4151 3179 13406 13172 8099 3372 9699
usando APS/H* 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-: combinacdo sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro; APS/H+: combinacdo sinérgica de sistema de

persulfato ativado por ferro e ativacdo por ultrassonicacdo; R?: coeficiente de determinacao.
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3.3.4 Performance analitica

A curva analitica foi construida usando o procedimento de dilui¢do acida e calibracdo
externa para o procedimento APS/OH". As faixas lineares das curvas analiticas de calibracdo
foram de 0,04 a 1,75 mg kg para Zn, 0,08 a 0,50 mg kg para Co, 0,008 a 0,500 mg kg para
Cd, 0,02 a 0,50 mg kg* para Cr, 0,2 a 0,5 mg kg* para Al,0,1a0,5mgkg?* Cue0,08a75mg
Kg* para Mn. O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) para cada analito
foram calculados como 3,3 e 10 vezes o desvio padrdo de dez medi¢Ges dos brancos analiticos
divididos pela inclinacdo da curva de calibracdo, respectivamente, levando em consideracao
erros do tipo a e B, bem como a propagacao de incertezas na inclinacdo e intercepto da curva
de calibragdo (Olivieri, 2014). A concentracdo equivalente de fundo (BEC, do inglés
backgorund equivalent concentration) também foi avaliada considerando a concentracdo do
analito que gera um sinal equivalente a intensidade de emissdo de fundo no comprimento de
onda especificado (Santana, 2022) conforme recomendado pelas diretrizes estabelecidas pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). O BEC e a relacdo sinal-ruido
(RSN) foram derivados usando as seguintes equagdes: BEC = Cpadrao/RSN € RSN = (Ipadrzo —
loranco) /lbranco. AQUI, lpadrio € lbranco representam as intensidades de emissédo do elemento de
referéncia e da solugdo em branco, respectivamente, no comprimento de onda escolhido,
enquanto Cpadrio denota a concentragdo do elemento de referéncia na solucdo (Lovakovié,
2018). A precisdo analitica foi estimada pela avaliagdo do desvio padrao relativo (RSD) a partir
dos resultados de dez medidas repetidas realizadas nas amostras com adi¢des de 0,015 e 0,1 mg

kg dos analitos. Os parametros analiticos sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros analiticos para determinacdo multielementar em amostras de mel apés
digestdo usando combinacdo sinérgica de persulfato ativado por base e ferro e combinagéo
sinérgica de ultrassonicacdo e persulfato ativado por ferro com subsequente determinacgao por
ICP OES.

Procedimento Parametros analitos Zn Co Cd Mn Cr Al Cu
de
deomposicio
APS/OH- Efeito de matriz Ndo Nido Nio Ndo Ndo N&do Nao

Limite de deteccdo (LD), ug 10 30 2 30 10 60 30
kg?
Limite de quantificacdo (LQ), 40 80 8 80 20 200 100
ug kg*

Concentracdo equivalente de 265 1109 85 319 703 3064 616
fundo (BEC), ug kg*
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Limite de deteccéo (LD) 19 34 15 65 9 134 33

usando BEC, g kg*

Limite de quantificacdo (LQ) 58 104 45 196 28 407 101

usando BEC, g kg*

RSD (0,015 mg kgl), % 2 2 3 3 2 2 2

RSD (0,1 mg kgl), % 3 2 3 2 2 2 2
APS/H+ Efeito de matriz Sim Sim Sim Sim Sim Sim  Sim

Limite de deteccdo (LD), ug 78 316 20 1372 36 46 90

kg?

Limite de quantificacdo (LQ), 235 959 63 4158 108 1383 273

g kg™

Concentracdo equivalente de 642 3366 531 2843 920 3733 826

fundo (BEC), pg kg 5

Limite de deteccdo (LD) 413 1880 107 1027 53 1149 144

usando BEC, ug kg'* 92

Limite de quantificacdo (LQ) 1252 5697 324 3114 161 3482 437

usando BEC, g kg* 91

RSD (0,015 mg kgl), % 17 2 2 31 2 3 3

RSD (0,1 mg kgl), % 5 2 2 39 3 2 2

Testes de recuperacdo foram realizados, adicionando os analitos em duas amostras de

mel diferentes em concentracdes diferentes: 2,5 e 5,0 mg kg de Zn, 1,0 e 2,5 mg kg* de Cd,

Co, Cr, Al e Cu, e 5,0 e 50 mg kg para Mn. Os resultados de recuperagdo variaram de 80 a
120% (Tabela 13).

Tabela 13. Teste de recuperacdo aplicado em amostras de mel digeridas pela combinacdo

sinérgica de persulfato ativado por base e ativado por ferro com posterior determinacdo

multielementar por espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (n=

3).
. Concentracao Con_ce_zntragéo Concenragao Recuperacéo
Amostras Analitos 1 adicionada, encontrada, ’
encontrada, mg kg o B %
mg kg mg kg
0,1 0,29 £0,01 109 £5
0,25 0,44 £ 0,05 104 £5
Zn 0,18 £ 0,06 0,5 0,78 £ 0,06 120+ 12
2,5 26+£0,3 95+ 10
5 57+04 109+ 7
0,1 0,089 + 0,002 81+6
0,25 0,24 £ 0,04 97 £ 16
H3 Cd <0,008 0,5 0,44 £ 0,02 86+4
1,0 09+0,1 94 +4
2,5 2,4+0,3 97 £10
0,1 0,17 +0,01 91+9
0,25 0,28 £ 0,01 80+4
Co <0,08 0,5 0,48 + 0,04 80+8
1,0 09+0,1 89+9
2,5 2,2+0,3 89+8
Mn 1,2+04 0,1 1,28 £ 0,06 80+ 10
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Tabela 13. continuacéo

0,25 1,44 £ 0,07 96 £ 17
0,5 16+0,2 82+2
5 5,8+0,6 93+4
50 43,2+3,2 847
0,1 0,204 = 0,004 844
0,25 0,389 + 0,007 108 £ 2
Cr 0,12 £0,02 0,5 0,53 £ 0,04 82+9
1,0 09+0,1 80+38
2,5 2,4+0,2 91+10
0,1 0,38 £0,01 80+9
0,25 0,51+0,01 84 +4
Al 0,30 = 0,06 0,5 0,71 £ 0,02 82+5
1,0 1,0+0,2 8010
2,5 2,4%+03 88 + 10
0,1 0,31 +0,02 120 + 20
0,25 0,49 £0,01 120+ 4
Cu 0,19 £ 0,05 0,5 0,61 + 0,02 84 +5
1,0 1,0+0,4 84+3
2,5 24+0,1 88 +2
0.1 0.139 £ 0.006 105 +6
0.25 0.31 £0.05 110+ 10
Zn <0.04 0.5 0.58 £0.01 108 £ 2
2.5 27+x14 107 +8
5 5.6+0.1 112 +2
0,1 0,11 £0,02 103 £ 15
0,25 0,23+0,01 89+4
Cd <0,008 0,5 0,56 + 0,05 110+ 10
1,0 1,0+£04 97 +4
2,5 2,4+0,2 95+8
0,1 0,15+0,01 804
0,25 0,33 0,02 102+ 8
H4 Co <0,08 0,5 0,48 +0,02 8l+4
1,0 0,8+0,3 80+3
2,5 22+0,2 87+9
0,1 1,48 +£0,02 80 +10
0,25 1,68 +£0,02 112+38
Mn 1,4+0,1 0,5 1,86 £ 0,03 92+5
5 6,022 94 +10
50 459+0,3 89+1
0,1 0,23 +0,01 100 £ 10
0,25 0,36 £ 0,01 92+4
Cr 0,13+0,01 0,5 0,53 +£0,03 80+ 6
1,0 09+0,1 82+9
2,5 2,4+0,2 90+ 8
Al 0,21 +0,03 0,1 0,29 £0,01 8010
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Tabela 13. continuacéo

0,25 0,51+0,02 120+ 8
0,5 0,81+0,02 120+ 2
1,0 1,1+08 80+9
2,5 25+05 877
0,1 0,30 £ 0,01 100 £ 10
0,25 0,47 0,02 108 + 8
Cu 0,20 £ 0,06 0,5 0,73 +0,03 106 £ 6
1,0 1,0+0,1 84 +5
2,5 2,3+09 866

APS/OH™: combinag&o sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro

Os resultados obtidos pela aplicacdo do procedimento de digestdo APS/OH" e APS/H*
foram comparados aos resultados obtidos usando a digestao assistida por forno de micro-ondas
(Azevedo, 2009) (Table 14).
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Tabela 14. Determinacédo 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 confianga).

Analitos, mg kg*

Amostras Zn cd Co Mn Cr Al Cu
APS/OH- Método d~e APS/OH- Método d~e APS/OH- Método dNe APS/OH- Método d~e APS/OH- Método d~e APS/OH- Método dNe APS/OH- Método d~e
comparagéo comparagéo comparagéo comparagéo comparagéo comparagéo comparagéo
0,23+ 0,012 £ 16+ 0,13+ 0,41+ 0,25+
H1 0,04 0,19+0,13 | <0,008 0,001 <0,08 <0,08 03 24+0,8 0,01 0,13+ 0,03 0,07 0,34+0,13 0,02 0,21+ 0,04
0,012 + 14+ 0,13+ 0,17+ 0,22 £
H2 <0,04 <0,06 <0,008 0,001 <0,08 <0,08 01 18+0,1 0,01 0,15+ 0,01 0,02 <0,20 0,01 0,20+ 0,02
0,18+ 0,010 + 12+ 0,12 + 0,30+ 0,19+
H3 0,06 0,16 + 0,05 | <0,008 0,004 <0,08 0,09+0,05 04 1,4+0,9 0,02 0,11+£0,05 0,02 0,45+0,31 0,02 0,18 £ 0,03
0,010 £ 14+ 0,13+ 0,21+ 0,20+
H4 <0,04 0,08+ 0,04 | <0,008 0,003 <0,08 <0,08 01 1,8+0,2 0,01 0,16 £ 0,08 0,01 <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 <42 <0,11 <14 0,50+ 0,02
H2 <0,24 <0,06 <0,96 <4,2 <0,11 <14 <0,27

APS/OH-: combinacdo sinérgica de sistema de persulfato ativado por base e ativado por ferro; APS/H+: combinagdo sinérgica de sistema de

persulfato ativado por ferro e ativacdo por ultrassonicagéo.
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O teste t de student e o teste F para variancia (95% de confianga) foram aplicados, e ndo
foram observadas diferencas significativas, demonstrando a boa exatiddo do procedimento
APS/OH- para a determinacédo de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu em amostras de mel. Por outro
lado, o APS/H* apresentou diferencas significativas quando os testes estatisticos foram

aplicados, indicando a necessidade de calibracao por adi¢do de analito, para Cd, Co, Cr e Cu.

Também é importante destacar as diferencas no tempo de preparo da amostra. A
digestdo por via umida por micro-ondas relatada apresentou um tempo de digestdo de 30 min
(Leme, 2014). No procedimento proposto APS/OH", ndo houve necessidade de sonicagdo ou
calor; portanto, as amostras estavam prontas para serem analisadas por ICP OES apds a adi¢do
dos reagentes e agitacdo. No procedimento APS/H", a solu¢do da amostra precisa ser sonicada
por 10 min. Ap0s a sonicacao, as solucdes das amostras foram diluidas e estavam prontas para
serem analisadas por ICP OES. Ambos 0s métodos propostos consomem menos tempo do que

a digestdo umida por micro-ondas.

Considerando as desvantagens do método de calibracdo por adi¢do padrdo relacionadas
a frequéncia analitica, consumo de reagentes e amostra e producdo de residuos, uma vez que
cada amostra analisada requer sua prépria curva de calibracdo, para consideracGes e analises
posteriores, apenas 0 método APS/OH- foi utilizado. Este estudo também verificou a robustez

do método por meio de um planejamento fatorial completo de dois niveis (Tabela 15).

Tabela 15. Planejamento fatorial completo (23) e desejabilidade global obtidos para teste de

robustez.

Experimentos 0,5 mol L™ 0,03mol L* 3 mol L* KOH, Desejabilidade

APS, % FAS, % % Global
1 2,75 (+) 8,25 (4) 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) 75 (0) 90 (0) 0,87
10 2,5 (0) 75 (0) 90 (0) 0,81
11 25 (0) 75 (0) 90 (0) 0,00
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O teste de robustez considerou as condi¢Ges operacionais 6timas para APS/OH™ (90%
de 0,5 mol Lt APS, 2,5% de 0,03 mol L"* FAS e 7,5% de 3,0 mol L** KOH) com uma variagdo
de £10%. Os dados foram analisados usando ANOVA e, de acordo com os resultados obtidos,

0 método é robusto a variacdes de 10% (Figura 12).

Figura 12. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo 23 utilizado para avaliar a
robustez do procedimento através da proporcdo dos componentes da mistura: hidréxido de
potassio, sulfato ferroso de amoénio (FAS) e persulfato de amonio (APS) com efeito de cada

fator e suas interacoes.

(1)APS | 0.49
1by3 | 0.24
2by3 ¢ -0.10
12*3 0.06

(3)KOH + -0.05

(2)FAS | -0.05
Tby2 | 0.04 I

p=,05

Os resultados da determinacdo de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu em amostras de mel
usando 0 método APS/OH- sdo demonstrados na Tabela 14 e variaram de abaixo do limite de
quantificacdo a 0,23;1,2a1,6;0,12a0,13;0,17 a 0,41 € 0,19 a 0,25 mg kg, respectivamente.
Para Co e Cd, as concentragdes estavam abaixo do limite de quantificacdo 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, de diferentes origens botanicas) (Czipa, 2015),
Marrocos (1,4 - 4,3 mg kg?) (El-Haskoury, 2018) e Kosovo (8,7 — 9,8 mg kg™) (Demaku,
2023), mas semelhantes as concentracdes de zinco encontradas em amostras do Egito (0,035 e

0,28 mg kg, de diferentes origens botanicas) (Ragaba, 2020), Grécia (0,3 — 7,0 mg kg?)
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(Louppis, 2017), Croécia (0,5 — 14,0 mg kg') (Lovakovi¢, 2018), Maceddnia do Norte (0,3 —
15,0 mg kg!) (Stankovska, 2008) e Montenegro (0,5 — 4,1 mg kg*) (Vukasinovié-Pesi¢, 2020).

As concentragdes de manganés nas amostras de mel analisadas foram inferiores as
encontradas no Kosovo (5,6 — 5,7 mg kg*) (Demaku, 2023) mas estdo de acordo com as
amostras sérvias (0,2 — 8,0 mg kg!) (Mragevi¢, 2020), croatas (0,1 — 27,2 mg kg?) (Lovakovic,
2018), hingaras (1,1 mg kg™?) (Czipa, 2015), romenas (0,5 — 8,6 mg kg*) (Oroian, 2016) e
etiopes (0,8 — 1,0 mg kg™?) (Tibebe, 2022). As concentracdes de cromo foram maiores do que
as encontradas em algumas provincias da Tailandia (média 0,048 mg kg™) (Saksangawong,
2020) e Lituania (0,019 — 0,051 mg kgt) (Sereviciene, 2022), menores do que na Etiopia (1,20
— 4,33 mg kg?) (Weldegabriel, 2018) e 0,25 — 0,45 mg kg (Tibebe, 2022), mas comparaveis
sdo as encontradas em amostras de mel de Siam, lichia e longan colhidas na Tailandia (média
de 0,12 mg kgt) (Wetwitayaklung, 2017), no sul da Italia (0,020 - 2,040 mg kg™*) (Perna, 2014)
e Ird (0,172-1,22 mg kg*) (Aghamirlou, 2015). O teor de aluminio foi préximo ao que foi
relatado na Sérvia (0,29 — 4,77 mg kg') (Mracevi¢, 2020) e abaixo na Croacia (1,21-20,5 mg
kg?) (Bilandzi¢, 2017) e Grécia (média 0,91 mg kg?) (Karabagias, 2017). Os resultados para
Cu estavam em boa conformidade com as concentra¢des na Grécia e Marrocos (média de 0,21
e 0,29 mg kg') (Karabagias, 2017), Sérvia (<0,001 — 1,60 mg kg-1 (Mragevi¢, 2020) and média
de 0,19 mg kg (Spiri¢, 2019)), Lituania (0,024 — 0,262 mg kg™!) (Serevic¢ien¢, 2022) e Etiopia
(0,09-0,4676 mg kg') (Weldegabriel, 2018). Cadmio e cobalto apresentaram concentragoes
menores que 0,01 e 0,08 mg kg, respectivamente. De forma geral, pode-se observar que 0s
elementos determinados (Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu) estdo entre 0os mais estudados na analise
de amostras de mel e que os resultados encontrados séo consistentes com aqueles obtidos em

trabalhos anteriores.

As concentracGes obtidas para os analitos estudados e a comparagdo com as
concentracgdes relatadas mostraram uma estreita relacdo entre a concentracdo dos elementos nos
produtos da colmeia e fatores relacionados a origem botanica e geografica, e as espécies de
abelhas produtoras, uma vez que a composi¢cdo do mel é influenciada pela vegetacdo, clima,
comportamentos especificos da espécie de abelha, nivel de contaminacdo do solo, 4gua, ar e
fonte botanica (Silveira-Janior, 2020; Oroian, 2016; Mduda, 2023). Em relagdo as normas
regulatérias, para o mel, a agéncia reguladora sanitaria brasileira (ANVISA) estabeleceu os

limites maximos tolerados para Cd (0,1 mg kg™) e Cu (10 mg kg) entre os analitos estudados

89



(Brasil, 2021). Os LDs e os resultados das concentra¢des atendem a seguranca alimentar do mel

de acordo com a legislacéo brasileira.

3.4 Avaliacdo da greeneess do método

A técnica ICP OES tem sido usada para determinacdo multielementar em amostras de
mel utilizando diferentes procedimentos de preparo de amostra, como digestdo Umida assistida
por micro-ondas (Junior, 2020), digestdo a seco (Winiarska-Mieczan, 2021; Ibourki, 2022),
aquecimento em recipiente aberto (Manickavasagam, 2023) e digestdo Umida em digestor de
bloco (Silva, 2024). Considerando a tendéncia global de desenvolvimento sustentavel (He,
2007), que exige que a quimica, e consequentemente, a quimica analitica, seja “limpa” ou
“verde”, duas métricas verdes foram aplicadas, AGREE (Pena-Pereira, 2020) e AGREEprep
(Wojnowski, 2022), a fim de verificar a concordancia do metodo proposto e dos métodos
descritos na literatura para analise de mel por ICP OES (Tabela 16) com os 12 principios da
Quimica Analitica Verde (GAC). A GAC enfatiza a necessidade de solventes mais seguros e
menos toxicos, menor consumo de energia e a utilizacdo de substancias de fontes renovaveis

surgindo como um caminho para alcancar a sustentabilidade (Ptotka-Wasylka, 2021).

A métrica AGREE apresenta critérios de entrada referentes aos 12 principios de
significancia da GAC que sdo transformados em uma escala que varia de 0 a 1, recebendo
diferentes pesos para calculo. Para AGREEprep, a avaliacdo é baseada nos dez principios de
preparacao de amostra verde (GSP) que recebem pontuagdes em uma escala de 0 a 1, que vai
de 0 (ndo cumprido) a1 (cumprido) (Lépez-Lorente, 2022). A avaliacdo de verdura foi realizada
mantendo 0s mesmos pesos para todos os critérios na métrica AGREE (Pena-Pereira, 2020), e
as funcdes logaritmicas padrdo para os critérios 2, 4, 5, 6 e 8 para AGREEprep (Wojnowski,
2022).

A pontuacdo obtida mostrou que o sistema proposto, baseado na oxidagdo avangada
baseada em radicais sulfato, tem boa greeness e natureza sustentavel. 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 preparagdo da amostra (apenas 3 etapas enquanto outros estudos
usaram 4 ou mais etapas) e a auséncia de reagentes t0xicos sdo as principais caracteristicas que
levam a esse resultado. A pontuacdo baixa associada ao 3°, 5° e 10° principios foi observada

para todos os métodos de comparacéo, e esta relacionada ao posicionamento do dispositivo
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analitico, automacdo e tipo de reagentes utilizados. Uma melhora notavel na pontuacédo
associada ao 4° e 11° principios do AGREE e ao 4° e 5° principios do AGREEprep é
apresentada. Esses resultados garantem o alinhamento com os principios do GAC e asseguram

a natureza verde do método.
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Tabela 16. Caracteristicas de métodos que empregam ICP OES em andlises de mel.

Analitos Preparo de amostra Massa de LD, ug gt RSD, % AGREE AGREEprep Referéncia
amostra, g
Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, B N
Fe. K Mg, M. Ne, Ni. P, Dugesr;aigrzsosrl]sdt;tia por 05 0,001 — 3,906 All< 10 io; Janior, 2020
Se, V, and Zn =
cd and Pb Digestio & seco 10 0,004 — 0,005 - 0.43 047 Winiarska-
Vo A Mieczan, 2021
1,0 7T \\‘ !
Zn, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn, . N B . 6.49‘ ‘ A .
P.and Ca Digestdo a seco 0,0026 - 0,15 ‘/ 045. Ibourki, 2022
’;Lf'."{\‘\
Na, Al, Ca, Mg, Fe, Al, Cu : " ( .
AR ARR U Aquecimento em recipiente $0.52 Manickavasagam,
Zn, Cd, Mn, Ni, and As aberto 1,0 0,5-85 - \J 2023
. 05 'ﬁ:“(\‘
Al, Ca, Cu, Fe, Li, K, Mg, Digestdo em bloco digestor 0,0003- 0,4 8-207 NG - Silva, 2024
Mn, Na, and Zn
Zn, Cd, Co, Mn, Cr, Al, and Procedimento baseado em Mﬁél
Cu reacOes de ativacéo de persulfato 0,2 0,008 -0,2 All< 4 L ) Este trabalho
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3.5 Conclusao

Dois métodos analiticos diferentes baseados em reacdes de persulfato ativado para
degradacdo quimica organica para determinacédo de Zn, Co, Cd, Mn, Cr, Al e Cu por ICP OES
em amostras de mel foram comparados. O APS/OH-, baseado em reacgdo de persulfato ativado
por base e persulfato ativado por ferro, foi otimizado utilizando planejamento simplex centroide
com restricdo de mistura, apresentando bom desempenho analitico, como precisdo, exatidao e
robustez, sem efeito de matriz. Além disso, este método proposto obteve bom desempenho em
métricas de avaliacdo de sustentabilidade. Por outro lado, o sistema, baseado em reacdo de
persulfato ativado por ferro e ativacdo de persulfato por ultra-sonicacéo, foi otimizado por
planejamento fatorial completo de dois niveis e matriz de Doehlert, mas apresentou efeito de
matriz significativo, sugerindo que a decomposicdo de matéria organica através do
procedimento APS/H* é menos eficaz em comparacdo ao procedimento APS/OH-. Embora
ambos os métodos possam ser usados eficientemente para a degradacéo de matéria organica em
amostras de mel para subsequente determinagdo multielementar por ICP OES, é importante
mencionar que com 0s métodos propostos, a determinacao de ferro ndo é possivel. 1sso se deve

ao uso de sulfato ferroso de aménio na formacao de radicais sulfato.
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS
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4.1 Consideracdes finais

Esse trabalho buscou desenvolver e validar métodos analiticos verde para amostras de
produtos apicola. Em um dos métodos foi utilizando um NADES composto de acido latico,
glicose e agua, para o preparo de uma suspensdo e determinacdo multielementar por EDXRF.
Na aplicacdo deste método, foram estudadas as variaveis que influenciam o procedimento de
preparo da suspensdo e aquisicdo dos sinais analiticos. Como estratégia de calibragdo, foi
utilizado a metodologia de calibragdo de dois pontos por correspondéncia de matriz, sendo que
esta se mostrou eficiente para medidas analiticas utilizando amostragem por suspensdo e analise
por EDXRF.

A utilizacdo dessa estratégia de calibragao, junto a amostragem por suspensao, é descrita
pela primeira vez para analise de amostras de pdlen de abelha, e 0 método desenvolvido permite
analises rapidas, precisas, exatas, sem a necessidade de utilizacdo de CRMs, e sem um alto
consumo de reagentes e quantidade de amostras. A utilizacdo do NADES garantiu o preparo da
suspensao, ja que este solvente apresenta viscosidade adequada para manter as amostras de
polen suspensas e com homogeneidade apropriada para andlise com a ténica de EDXRF. Ainda,
este método foi avaliado como uma alternativa sustentavel para analise de pdlen, e apresentou
bom desempenho nas métricas de avaliacdo de sustentabilidade, por apresntar poucas etapas no
preparo da amostra e na calibracdo, resultando em menos manipulacdo e menor tempo de
analise, ainda, neste metodo sdo utilizadas uma baixa massa de amostra e um solvente verde,
NADES, o que contribui para um bom desempenho na avaliacdo de greeness.

Os outros dois métodos analiticos verdes desenvolvidos foram comparados entre si, pois
basearam-se no mesmo mecanismo de degradacdo quimica organica, o qual utiliza de reacGes
de ativacdo de persulfato. Ambos os métodos foram desenvolvidos para de amostras de mel e
determinacdo multielementar por ICP OES, e apresentaram boa preciséo, exatidao, robustez,
rapidez, baixa demanda de energia e volumes de reagentes. O método baseado em reacéo de
ativacdo de persulfato por base e por ferro, apresentou bom desempenho analitico e nenhum
efeito de matriz. Por outro lado, o sistema baseado em reacdo de ativacao de persulfato por ferro
e por ultra-sonicacao, apresentou efeito de matriz significativo. Assim, pode-se considerar que
a decomposicdo de matéria organica atraves do procedimento com ferro e ultra-sonicagéo €
menos eficaz em comparacdo ao procedimento de ativagcdo de persulfato por base. Ainda, se

faz necessario mencionar que a determinacédo de ferro ndo é possivel, para ambos os métodos,
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ja que foi utilizado sulfato ferroso amoniacal na formacdo de radicais sulfato. Assim,
metodologias que utilizam reacdes de ativacdo de persulfato, podem ser desenvolvidas para
analise de mel, explorando outros mecanismos de decomposi¢do organica, que permitam a
analise de ferro.

Estes métodos foram avaliados por métricas de avaliacdo de sustentabilidade e
apresentou bom desempenho, ja que uma pequena quantidade de amostra (0,2 g) é utilizada,
bem como apresenta poucas etapas distintas no procedimento de preparacdo da amostra e
auséncia de reagentes toxicos.

O primeiro capitulo desta dissertacdo resultou um artigo de revisdo intitulado
Spectrometric techniques in honeybees and beehive products analysis for elemental
determination and their use as environmental indicators, submetido no periédico Applied
Spectroscopy Reviews. O capitulo 11 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. Ja o terceiro capitulo 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
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