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RESUMO

ANALISE QUIMIOMETRICA DE MEIS BRASILEIROS. Neste trabalho estdo
propostos procedimentos analiticos para determinagdo de constituintes
inorganicos em amostras de méis de diferentes regides brasileiras, empregando a
técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS). Foram investigados como os métodos de preparo da amostra: a diluicao
com agua, ¢ a digestdo acida em bloco digestor e assistida por radiagdo micro-
ondas com cavidade. Apos a determinagao da acidez final e do teor de carbono
residual, a digestdo empregando radia¢do micro-ondas em meio HNO; 2 mol L™
foi o método que se mostrou mais adequado para as determinacdes por ICP-MS.
Na sequéncia, foram determinados os analitos Se, Mg, Ca, Al, P, Mn, Fe, Cu,
Zn, Ba e Pb em 60 amostras de méis por ICP-MS, sendo avaliadas as condicdes
adequadas para esta determinagdo, como a necessidade de utilizar a interface de
reacdao ¢ colisdo (CRI) e/ou o emprego de padrao interno. A exatidao deste
procedimento foi avaliada utilizando dois materiais de referéncia certificados,
sendo que as recuperagdes variaram de 82% a 115%. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando a andlise de componentes principais (PCA), porém
nao foi possivel obter uma boa separagdo, pois houve uma grande variagdo nos
elementos de uma mesma classe. Além da determinacao de diferentes elementos
em mel, também foram realizadas anélises em um espectrometro na regiao do
infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) com o intuito de
verificar adulteragdes em méis e identificar as regidoes de origem das amostras.
Foram utilizados 46 méis abrangendo todas as regides do Brasil e também
amostras de méis nao adulteradas e adulteradas com glicose, melado de cana-de-
aclicar e agua, em proporgdes que variaram de 10 a 50% (m m™') e os resultados
foram analisados utilizando PCA. Verificou-se a viabilidade de se utilizar a

técnica de NIR para classificagdo de méis brasileiros e também para a
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verificagdo da adulteragdo de méis, principalmente quando esta adulteracdo ¢

realizada com agua.
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ABSTRACT

CHEMOMETRICS ANALYSIS OF BRAZILIAN HONEY. In this research,
analytical procedures are proposed for the determination of inorganic
constituents in honey samples from different Brazilian regions, by using the
technique of Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS). Three
different methods of sample preparation were evaluated: dilution with water,
acid digestion in block and digestion assisted by microwave radiation. After
determination of final acidity and residual carbon content, acid digestion with
microwave radiation by using HNO; 2 mol L'proved to be more appropriate.
Next were determined the analyte Se, Mg, Ca, Al, P, Mn, Fe, Cu, Zn, Ba and Pb
in sixty honey samples by ICP-MS and the best conditions to these
determination such as the need to use the collision and reaction interface (CRI)
and the addition of internal standard. The accuracy of this procedure was
evaluated using two certified reference materials and recoveries ranged from
82% up to 115%. The results were evaluated using principal component analysis
(PCA), but good separations were not well obtained, considering the wide
variation in the components of the same class. Besides the determination of
different analytes, the samples of honey were also analyzed by Fourier
Transform Infrared (FT-NIR), in order to check possible adulteration and
identify the regions of origin of the samples. This study used 46 honeys covering
all regions of country, unadulterated honey samples and adulterated with
glucose, cane sugar molasses and water in different proportions, from 10% to
50% (m m™') and the results were analyzed using PCA. The results proved that it
was possible to verify the feasibility of using the technique of NIR for
classification of Brazilian honeys and also in checking the adulteration of honey,

especially when the samples were adulterated with water.
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Introdugdo 2

1. INTRODUCAO

O mel ¢ um dos alimentos mais complexos fabricados na natureza.
Em sua produgdo as abelhas, geralmente da espécie Mellifera, coletam néctar e
polen da flora ao seu redor, em um é4rea de aproximadamente 7 km* da distancia
da colmeia, e os altera com substancias presentes em sua saliva, em seguida,

essa mistura ¢ armazenada em favos, onde ocorrera o seu amadurecimento [1-4].

Na historia da humanidade, o mel foi uma das primeiras fontes de
acgucar utilizadas pelo homem, mas além de sua grande importancia nutricional,
este também apresenta qualidades medicinais, como ser antioxidante, fungicida,
bactericida contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, podendo também

ser utilizado como conservante alimenticio [1-5].

A composicdo quimica dos méis € de aproximadamente 81% de
carboidratos, entre eles, glicose (25-45%), frutose (25-37%), maltose (2-12%) e
sacarose (0,5-3%), 18% de agua e cerca de 1% de proteinas, vitaminas, acidos
organicos € minerais. Sua origem tanto geografica (solo) quanto botanica
interfere diretamente em sua composicdo mineral, que ¢ constituida
majoritariamente por K, P, Ca e Na e também por elementos trago como Pb, Cd,
Zn, Fe, Mg, Mn, Al, Si, B, Sn, Ba, Ag, Mo, Cr e As, que podem ou nao estar
presente nessa matriz. Outros fatores que também podem interferir nessa
composicao sdo: a espécie de abelha, o estado de maturagdo da colonia e as

condi¢des meteorologicas na colheita [1, 2, 6].

O interesse de paises como Estados Unidos, Alemanha e Reino
Unido pelo mel brasileiro vem aumentando no decorrer dos anos, o que levou o
Brasil a exportar em 2010 cerca de 17 milhdes de toneladas de mel, gerando
uma receita de US$ 49,5 milhdes para o Pais, sendo que os principais estados

produtores foram Sao Paulo, Ceard, Rio Grande do Sul e Santa Catarina [7].
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Visto a grande expansdo comercial do mel brasileiro e as exigéncias
feitas para haver um controle alimentar, ¢ necessario estabelecer critérios de
qualidade para o mel exportado e consumido no Pais. Além disso, estudos na
literatura relatam o uso deste alimento como indicador de poluigdo ambiental,
sendo importante o conhecimento da origem geografica e botanica e da
composicdo mineral caracteristica de cada regido, para que seja possivel

monitorar alguns contaminantes que podem estar presentes no mel [2,6,8].

A determinacdo de constituintes inorganicos em mel ndo ¢ uma
tarefa trivial, em fun¢do das baixas concentracdes que os elementos sao
encontrados nessa matriz ¢ também do alto teor de carboidratos que essa contém
[9]. Assim, além de ser necessdrio um pré-tratamento da amostra também ¢
necessario escolher uma técnica analitica que seja multielementar, tenha elevada
sensibilidade e excelentes limites de deteccdo, razdo da escolha da
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) como
técnica de deteccao. Essa técnica se destaca na andlise de tragos, pois apresenta
além da caracteristica multielementar, elevada sensibilidade e espectros de facil

analise [10].

A quimiometria faz uso de modelos matematicos multivariados,
baseados na algebra linear, que podem ser aplicados a quimica para
correlacionar varidveis. Em geral suas aplicacdes enfocam dois temas centrais: o
planejamento experimental e a andlise de dados multivariados [11]. Os métodos
de analises multivariadas podem ser divididos em trés classes: os de analise
exploratoria de dados, os de construgdo de modelos quantitativos de calibragao e
os modelos qualitativos de classificagdo [12]. Para auxiliar no processo de
vizualizacao dos dados, foi utilizada a analise de componentes principais (PCA),
com isso, pretende-se classificar, caracterizar e distinguir a procedéncia das

diferentes amostras de méis com base nos teores dos analitos quantificados.
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1.1. Apresentacio

Esta dissertagdo esta dividida em trés partes distintas: (1)
Otimizacdo do preparo de amostras de méis visando a determinacdo de
elementos traco por ICP-MS; (2) Determinagdao de minerais e elementos traco
em méis por ICP-MS e anélise quimiométrica dos resultados; e (3) Analise de
méis por FT-NIR e apreciacdo dos resultados utilizando quimiometria para a

identificagdo da origem e detec¢do de possiveis adulteragdes nas amostras.

As duas primeiras partes sdo sequenciais. Na primeira foi otimizado
um meétodo de preparo da amostra e em seguida foram realizadas determinagdes
em ICP-MS para verificar a presenca de alguns constituintes inorganicos em

diferentes méis brasileiros.

Desta maneira, o capitulo de revisdo bibliografica (capitulo 3) relata
trabalhos da literatura que enfocam as trés partes da dissertagdo, assim como o
objetivo geral (capitulo 2). Os objetivos especificos, procedimento experimental,
resultados e discussdo e conclusdes parciais de cada parte foram descritos em

trés capitulos diferentes (capitulos 4, 5 e 6).
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Objetivos



Objetivos

2. OBJETIVOS

As propostas deste trabalho sdo:

1) Investigar diferentes métodos de preparo da amostra de mel visando obter

baixos teores de carbono residual e uma baixa acidez final;

2) Avaliar os teores de minerais e elementos traco em amostras de mel
provenientes de diferentes regides brasileiras e correlacionar os dados
analiticos e as regides brasileiras de origem das amostras através de

quimiometria;

3) Analisar amostras de méis nao adulteradas, adulteradas e amostras de
diferentes regides brasileiras através da técnica de FT-NIR e utilizar
analise quimiométrica para a visualizagdo e interpretacdo dos dados

espectrais.
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Revisao Bibliografica



Revisdo Bibliografica 8

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Mel

Os méis comerciais sdo oriundos da atividade extrativista de
apicultores que exploram abelhas, as quais, o produzem a partir do néctar de
flores. Os néctares mais utilizados pelas abelhas na produgdo de mel sdo os de
eucalipto, flores silvestres e citros, sendo que os méis recebem a denominacao
da origem da florada explorada, como por exemplo, o mel de flor de laranjeira.
Mas além dos méis comerciais, existem os méis de origem nao floral, que sdo
pouco consumidos e muitas vezes classificados erroneamente como méis
adulterados devido aos altos teores de dissacarideos. Esses méis geralmente t€m
origem do exsudato de cana-de-aglcar e de excregdes de insetos sugadores de

plantas [13].

Além da grande importancia nutricional do mel, este também
apresenta qualidades medicinais, como ser antioxidante, fungicida, bactericida
contra Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli, podendo também ser utilizado

como conservante alimenticio [1-5].

O sabor dos méis ¢ fortemente doce, € sua coloracao caracteristica
pode variar do quase transparente ao ambar escuro. Em trabalho de revisao feito
por POHL [14], o autor descreve que a coloracdo do mel estd diretamente
relacionada aos elementos quimicos presentes majoritariamente em sua
composicao (K, P, Ca e Na). O autor também menciona alguns elementos traco
que podem estar presentes nos méis, como, Pb, Cd, Zn, Fe, Mg, Mn, Al, Si, B,
Sn, Ba, Ag, Mo, Cr e As.

O Brasil ¢ um excelente produtor de artigos apicolas, isso porque
apresenta uma favordvel condicdo climatica, extensas areas com cobertura

vegetal diversificada e um elevado grau de tolerancia das abelhas africanizadas
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as pragas e doencas. Pensando na expansdo comercial do mel brasileiro o
Ministério da Agricultura e do Abastecimento aprovou a Instru¢gdo Normativa
(IN) n° 11, de 20 de outubro de 2000, que teve como base a antiga Portaria n°
367 de 4 de setembro de 1997 do Ministério da Agricultura e também
legislagdes internacionais, tais como as propostas pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) e pelo Codex Alimentarius Commission (CAC). A
IN n° 11 padroniza os métodos de determinacdo de alguns parametros tais como:
umidade, acidez, teor de hidroximetilfurfural (HMF), quantidade de agucares
redutores, sacarose aparente, minerais (cinzas), atividade diastasica e solidos
insoluveis em agua [15].

Além do Brasil, a Comissdao da Unido Europeia estabeleceu a
norma 2001/110/ECC, que delimita parametros para a comercializacdo de mel
em toda Europa. Alguns desses parametros sdo: teor de glicose e frutose,

umidade, atividade enzimatica e niveis de pesticidas [16].

Como o Brasil ¢ um dos maiores exportadores de mel para a Europa
o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) firmou o
compromisso de implementar o Programa Nacional de Controle de Residuos
Biologicos (PNCR). Este programa visa garantir o controle dos residuos e
contaminantes nos produtos pecuarios destinados a exportagdo e ao mercado
interno, o que inclui o monitoramento de residuos de varios antibioticos e de
contaminantes inorganicos, além do aumento do numero de amostras a serem
analisadas. Mesmo assim houve problemas relacionados ao ndo atendimento de
alguns desses compromissos, fato que em margo de 2006 gerou a suspensao da
importacao de mel brasileiro pela Unido Européia [9, 15].

Visto a grande expansdo comercial do mel brasileiro ¢ necessario
haver um melhor controle de qualidade do mel exportado e consumido no pais.
O conhecimento da origem geografica e botanica ¢ a composi¢do mineral
caracteristica de cada regido possibilitaria 0 monitoramento de contaminantes

que podem estar presentes neste alimento.
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Desta forma, um controle de qualidade eficiente que assegure a
populagdo um produto inspecionado e certificado é necessario, visto que méis
podem ser contaminados por poluentes através do ar, do solo e da d4gua, podendo

este alimento ser utilizado como indicador de polui¢cdo ambiental [8, 17, 18, 19].

No trabalho de RASHED e colaboradores [8] foram determinados
os teores dos seguintes elementos: Co, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn em 96
amostras de solo, 48 amostras de flores e 48 amostras de mel de regides poluidas
e ndo poluidas do Egito, sendo verificado que os méis de regidoes poluidas

continham teores superiores dos elementos em estudo.

TONG et al. [17] verificaram que houve um aumento das
concentragdes de Cd, Cu, Pb e Zn de amostras de mel coletadas em areas
proximas a rodovias, industrias € mineracdo no estado de Nova York quando

comparadas com uma amostra armazenada em 1899 da mesma localidade.

Teores de Cd, Cr e Pb foram determinados por CONTI ¢ BOTRE
[18] em méis, polens, cera, propolis e abelhas meliferas, sendo que os autores
também constataram que as abelhas e em menor propor¢do alguns de seus

produtos, podem ser considerados indicadores de poluigao ambiental.

3.2. Preparo de amostras de mel

A determinacdo de constituintes inorganicos em mel ndo ¢ uma
tarefa trivial, visto as baixas concentracdes que os elementos sdo encontrados
nessa matriz ¢ também o alto teor de carboidratos contidos na mesma [9]. Para
que seja possivel determinar baixas concentragdes, faz-se necessaria a utilizacao
de procedimentos adequados a esse tipo de andlise, no intuito de se obter
resultados confiaveis. Em adicdo, quanto menor o nimero de etapas de

manipulagdo da amostra, menor sera a possibilidade de contamina¢do da mesma.
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E oportuno observar que, dentre todas as operacdes analiticas, a
etapa de preparo das amostras ¢ a mais critica. Em geral, ¢ nesta etapa que se
cometem mais erros € na qual se gasta mais tempo e, além disso, ¢ esta etapa
que governa a precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), a exatidao, o tempo
e, consequentemente, o custo das analises. Assim, durante a sele¢do de um
método de preparo de amostra devem ser levadas em consideragdo algumas
caracteristicas desejaveis, como simplicidade, robustez, baixo custo, elevada
frequéncia analitica, além de baixa acidez residual e geragdo da menor

quantidade possivel de residuos e efluentes [20].

Na literatura, ha muitos trabalhos que se referem a determinagdo de
constituintes inorganicos em mel e utilizam como método de preparo da amostra
a digestao assistida por radiagdo micro-ondas com cavidade [21-25]. O emprego
desse método proporciona redugdo de problemas com contaminacao, evita perda
de elementos volateis e possibilita controlar a pressdo e a temperatura nas

diferentes etapas do processo [20].

As micro-ondas sdao ondas eletromagnéticas, que cobrem uma faixa
de frequéncias do espectro eletromagnético que varia de 300 a 300000 MHz.
Particularmente os fornos de micro-ondas usados em laboratorios empregam a

frequéncia de 2450 MHz [20].

O rapido aumento na temperatura interna do frasco de digestdo se
deve, principalmente, a interagdo da radiagdo eletromagnética com os ions
dissolvidos € com o solvente, provocando os fendomenos de migragdo ionica
(Figura 3.2.1) e rotagdo de dipolos (Figura 3.2.2), resultando em um movimento

molecular no material, que contribui para o aquecimento do mesmo [20].
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Na decomposi¢ao de amostras assistida por radiagdo micro-ondas, o
tipo de acido, assim como sua quantidade, sdo parametros importantes a serem
considerados, seja por razdes de seguranca ou mesmo de eficiéncia de
decomposicdo. A possibilidade de se diminuir a quantidade de reagentes
adicionados neste processo ¢ interessante por aumentar a seguranga no processo,
por gerar solucdes com menor acidez, reduzir os custos do processo, além de
prevenir a ocorréncia de danos aos equipamentos que utilizam sistema de

nebulizacao na introdu¢ao da amostra [20,26,27].

O preparo de amostra de mel utilizado por SANNA et al. [21] foi
um exemplo de digestdo assistida por radiagdo micro-ondas com cavidade. Para
isso, foram pesados 0,5 g de mel ao qual a seguir foram adicionados 4 mL de
HNO; concentrado, sendo a mistura pré-digerida a temperatura ambiente por
24h. Posteriormente, a digestdo foi efetuada com o emprego de programa que
consistia em duas etapas (3 min a 25 W e 1 min a 50 W). Apos o resfriamento,
os frascos foram abertos, acrescentou-se 2 mL de H,O, (85% m m™) e as

amostras retornaram ao forno com a mesma programacao [21].

Em amostras de mel hungaro, FODOR e MOLNAR [22]
compararam diferentes formas de preparo de amostra, entre elas a diluicao e a
decomposicdo em sistemas abertos e fechados. As determinagdes foram
realizadas utilizando a espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) no intuito de caracterizar treze elementos presentes
nessa matriz. O melhor resultado foi obtido com o emprego de sistema fechado,
chegou-se a essa conclusdo pela eficiéncia deste método de preparo e pela

reprodutibilidade obtida nas anélises.

TUZEN et al. [23] utilizaram trés diferentes métodos de pré-
tratamento de amostras de mel proveniente da Turquia: via seca utilizando mufla

para a obten¢do de cinzas, digestdo assistida por micro-ondas e digestdo por via



Revisdo Bibliografica 14

umida e concluiram que quando comparados, a digestdo assistida por radiagdao
micro-ondas forneceu as recuperagoes mais adequadas (de 98 a 102 %).

No estudo realizado por HERRERO e PENA [24] foram utilizadas
amostras de mel espanhol. Para homogeneizagao, as amostras foram aquecidas
em banho-maria até 50 °C e sonicados por 10 min em banho ultrassonico. Na
sequéncia, pesou-se 1,5g de mel, adicionou-se 6 mL de HNOj; concentrado e 1
mL de H,O,. A mistura foi decomposta utilizando-se radiagdo micro-ondas com

cavidade.

Na pesquisa de MENDES et al. [25] foram avaliados dois métodos
diferentes de pré-tratamento de amostras de mel brasileiro para posterior
determinac¢do dos analitos por ICP OES. O primeiro pré-tratamento empregado
foi uma digestdo assistida por radiagdo micro-ondas com cavidade, sendo
pesados 1,0 g da amostra, adicionou-se 2,0 mL de HNO; concentrado e 2,0 mL
de H,0, (30% m m™). Seguiu-se um programa de aquecimento com 5 etapas (1
min a 320 W, 2 mina 0 W, 5 min a 320 W, 5 min a 520 W ¢ 5 min a 740 W).
No segundo pré-tratamento, foram pesados 20,0 g de mel, que a seguir foram
diluidas em 20,0 mL de 4gua e sonicadas por 15 min em um banho em
ultrassom. Desta solugdo foi retirada uma aliquota de 1 g, na qual foi adicionado
0,5 mL de HNO; e o volume foi completado com dgua para 25 mL. Os
resultados indicaram que ao utilizar o banho em ultrassom houve um eficiente
pré-tratamento, demonstrando ser um método simples para a determinacao de
espécies inorganicas, onde os efeitos de matriz e as interferéncias espectrais nao

foram pronunciados. Além disso, o método demonstrou ser exato e preciso.

Sem estudar a digestdo acida, IOANNIDOU et al. [26] propuseram
um método simples, onde a amostra de mel foi diluida em agua na proporg¢ao de
2% (m v'') e sonicada em banho de ultrassom. Contudo, foi verificado que o
método ndo apresentou uma adequada repetibilidade para os elementos Pb e Zn

e que o desvio padrdo relativo foi maior que 50% para algumas amostras.
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3.3. Determinacao de constituintes inorganicos em mel

Com o objetivo de determinar minerais e elementos-traco em méis,
diferentes técnicas vém sendo utilizadas, entre elas a espectrometria de absor¢ao
atomica com chama (FAAS) [2,5,8,23], a espectrometria de absorcdo atdmica
com atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS) [9,18,23,27], a
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES) [3,5,6,22,25,26], a espectrometria de massa acoplada ao plasma indutivo
(ICP-MS) [2,3,16,24], a espectrometria de reflexdo total por fluorescéncia de
raios X (TXRF) [28,29], a cromatografia i6nica [30], a andlise potenciométrica

[31] e a voltametria [21].

Estes estudos quantificaram méis de diferentes paises e alguns dos
teores determinados para os elementos considerados essenciais a dieta humana,
i.e.,, K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn e Cu, cujos valores médios encontrados em
diferentes paises podem ser observados na Tabela 3.3.1. A presenca desses
elementos em mel pode classificd-lo como boa fonte nutritiva. Além dos
elementos essenciais, também foram estudados os elementos potencialmente
toxicos, 1.e. Al, Cd, Co, Cr, Ni e Pb. Seus teores podem ser observados na

Tabela 3.3.2.

No Brasil, MENDES et al. [25] determinaram K, Ca, Mg, Mn, Zn e
Fe em méis das cinco diferentes regides brasileiras usando ICP OES. As
recuperacoes obtidas variaram de 90 a 110%. Na Tabela 3.3.3 podem ser
observados alguns dos teores determinados no referido trabalho.

A escolha apropriada da técnica para a determinacdo de minerais e
elementos trago requer conhecimento das capacidades e limitagdes das
diferentes técnicas disponiveis. Os principais parametros que devem ser
considerados no momento da escolha da técnica sdo: a precisdo, a sensibilidade,

o tempo da analise e o custo da operacao.
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Por outro lado, quanto mais sensivel a técnica escolhida, maiores
devem ser as preocupacgdes com a pureza dos reagentes e com a limpeza dos
materiais utilizados, pois um dos fatores limitantes em uma andlise de
elementos-trago ¢ o branco analitico, devido ao risco de contaminagdo que pode

ocorrer durante o processo de preparo de amostra [20].

Outro problema na determinacdo de constituintes inorganicos em
mel ¢ a falta de materiais de referéncia certificados (CRM), o que tem sido
suprido utilizando-se outros materiais que tenham grande quantidade de carbono
ou de carboidratos. Alguns comumente utilizados, apesar da diferenga matricial
sdao: Apple leaves (NBS 1515), Brow Bread (BCR 191), Corn (NBS 8413),
Wheat (IPE 684), Wholemeal Flour (BCR 189) e Antarctic Krill (MURST-ISS-
20). Além disso, tem sido utilizada a calibragdo externa, testes de adigcao e
recuperacao ¢ uso de padrdo interno para corrigir efeitos de matriz [14].

Na tentativa de suprir a falta de CRM de mel, CAROLI e
colaboradores [32] produziram um CRM para elementos trago na matriz de mel.
Os elementos analisados foram As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sn, V € Zn ¢ as
determinagdes foram realizadas usando técnicas com plasma acoplado
indutivamente (ICP), porém, um dos maiores problemas no preparo deste
material foi manter a homogeneidade da matriz mel, o que inviabilizou a
producdo do material. Como resultado foi possivel perceber que os méis da
espécie Eucalyptus tinham maiores teores dos elementos analisados, quando
comparados com méis da espécie Robinia, evidenciando que diferentes origens

botanicas tém habilidades diferentes de acumular elementos trago.
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Tabela 3.3.1 Concentracao de K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn e Cu (ug g'l) em méis de diferentes paises [14].

Origem K Na Ca Mg Fe Zn Mn Cu
Brasil 167-3353 139-509 7-237 ND-373 ND-15 ND-14 ND-24 ND
Chile - - - - 0,1-7,66  0,01-6,97 0,01-6,97 0,06-4,32
Egito 213-15550 378-2550 - 102-1325  58-3690 5-9,3 0,5-5,7 1-1,75

Franca - - 3-108 1,4-110 01-10 0,04-5,96 0,06-10,3  0,03-2,3
Grécia - - - - - - 0,11-7,22  ND-0,48

Hungria - - - - - - - 0,04-0,44
India 490-932 97,9-304  32,6-84,6 - 3,6-28.4 1,1-29 - 1,06-2,9

Irlanda 410-714 41,3-196  74,9-175 18,9-53,3  1,7-36,3 1,6-22,5 0,9-10,2 1-2,3
Italia 147-4136 6,1-232 9,1-409 3,9-159 0,3-35,1 0,6-3,66  0,08-16,9 0,14-5,9

Macedonia 169-3323 5,9-150 4,1-170 4,4-182 0,03-7 0,31-15 0,16-82 0,02-5,9

Polonia 7,7-3659  0,38-89,6  3,3-159 1,1-19,8  ND-16,1 ND-2273 - ND-1,82

Roménia - - - - 2,04-2,91 0,2-7,5 1,75-2,23 -
Arabia Saudita  9,3-1367 10-133 1,5-27,7 18,4-23,2 0,31-8,39 0,2-3 0,03-0,37  0,21-0,6
Eslovénia 2910 - - - <4,8 5,1 6,3 1,4
Espanha 14-6785 11-1221 13,8-341 3,6-230 ND-60 0,07-19,1  0,01-27 0,04-7,8
Turquia 143-6029 9,3-172 3,3-900 2-111 0,04-19,7 ND-20,2 ND-74,2 ND-3,5

*ND — nao detectado
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Tabela 3.3.2 Concentragdo de Al, Cd, Co, Cr, Ni e Pb (ug g') em méis de diferentes paises [14]

Origem Al Cd Co Cr Ni Pb
Brasil - ND - - - ND
Chile 0,04-22,1 0,01-0,05 0,01-0,62 0,01-1,98 0,01-1,48 0,01-0,11
Egito - 0,01-0,5 1,75-3,2 - 1,25-4,1 4,2-93

Franca 0,05-1,44 - 0,03-0,25 0,05-0,52 - -
Grécia - 0,089-0,222  0,010-0,087 - ND -

Hungria - 0,001-0,003 - 0,002-0,109 - 0,012-0,163
India - <0,050-0,550 <0,25 - <0,05-0,65  <0,05-0,92
Italia - 0,001-0,305  0,002-0,057 0,008-0,102 <0,05-2,76  0,003-0,62

Polonia - 0,008-0,027 - - - 0,02-0,07

Roménia - 0,008-0,032 - 0,03-0,71 0,9-2,03 0,03-0,18
Arabia Saudita - ND-0,037 - - - 0,03-0,24
Eslovénia - - - 0,4 <1,3 <2,0

Espanha <0,1-132  <0,001-0,365 <0,01-0,72 0,01-4,48 0,01-3,37 ND-1,2

Turquia 0,004-28,7 <0,001-0,340  0,001-1,60  0,001-0,94 ND-2,17 ND-1,2

*ND — nao detectado



Revisdo Bibliografica 19

Tabela 3.3.3 Espécies inorganicas em amostras de mel brasileiro (mg kg™) [25]

Regioes Brasileiras  Centro-Oeste Norte Nordeste Sul Sudeste
Ne Amostras 3 2 16 16 32

K 672-3353 900-1510  358-1402 344-2950 167-2500

Ca 18-38 15-30 7-214 17-201 5-234

Mg 48-57 38-53 <LOQ-245 <LOQ-195 <LOQ-373

Mn 0,9-2 1-17 <LOQ-5 0,8-11 <LOQ-24
Zn <LOQ <LOQ-14 <LOQ-12  <LOQ-11 <LOQ-7
Fe 0,7-3 <LOQ-2 <LOQ-4 0,6-15 <LOQ-15

*<LOQ — menor do que o limite de quantificagdo do equipamento.
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3.4. Espectrometria de massa acoplada ao plasma indutivo (ICP-MS)

Uma técnica que se destaca na andlise de constituintes inorganicos
presentes em baixas concentracdes ¢ a espectrometria de massa acoplada ao
plasma indutivo (ICP-MS). Apresenta como vantagens o carater multielementar,
a alta frequéncia analitica, a elevada sensibilidade, excelentes limites de
deteccao, baixo consumo de amostra e a possibilidade de determinar razdes

isotopicas, sendo adequada para a determinacdo de concentracdes da ordem de

ng L' [33].

Em 1980, HOUK e FASSEL [10,34-36] obtiveram o primeiro
espectro de massa gerado a partir do acoplamento com plasma induzido. Ja em
1983 a Sciex langou, no Canada, o ELAN 250, que foi o primeiro equipamento

comercial e desde entdo a técnica estd em constante aprimoramento e evolugao.

A fonte de plasma possibilitou a producao eficiente de ions de
varios elementos, os quais sdo conduzidos sequencialmente ao detector para a
determinacdo multielementar, de acordo com a razdo massa-carga (m/z),
considerando-se o reduzido numero de isdtopos estaveis para cada elemento da

tabela periodica, o espectro de massa gerado ¢ relativamente simples [33,37].

O plasma ¢ um gas parcialmente ionizado e ¢ nele que os atomos se
ionizam. Os ions gerados a pressao atmosférica no plasma sao transferidos para
uma regido de vacuo através de uma interface contendo cones metalicos com
orificios diminutos (cone de amostragem do inglés sample e skimmer). Em
seguida, os ions passam pelas lentes idnicas onde sdo colimados. Esse processo
¢ necessario devido a repulsdo eletrostatica que os ions da mesma carga sofrem.
Dessa forma, os ions sdo focalizados para o espectrometro de massa visando a
separacdo em funcdo da razdo massa/carga. A seguir, os ions atingem um

detector, que amplifica o sinal gerado [33,37].

Na Figura 3.4.1 podem ser observados os principais componentes

de um ICP-MS: o sistema de introducao de amostras, a fonte de ionizacao, a
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interface de extracdo dos ions, as lentes i0nicas responsaveis pela condugdo e
focalizagdo dos ions, o analisador de massas quadrupolar e o sistema de

deteccao.

Obviamente o ICP-MS apresenta algumas limitagdes, entre elas, a
baixa quantidade de solidos dissolvidos (0,2 a 2%) e a baixa eficiéncia de
nebulizagdo. Além disso, o espectro de massas contém sinais indesejaveis
provenientes principalmente de ions moleculares formados no plasma e na
regido da interface [39]. A Tabela 3.4.1 apresenta alguns casos tipicos de
interferéncias isobaricas nao resolvidas em equipamentos com baixa resolucao,

1.e. ICP-MS baseado em quadrupolo (Q-ICP-MS).

Cone de amostragem Anel metalico

Analisador de massas

Espécies neutras (b)

Fotons

jons ©O

sl

050 DD D DB

‘\\' IL

.,._\

O O ©

Figura 3.4.1 (a) Diagrama esquematico da interface 90° do ICP-MS Varian ¢
(b) Representagdo da trajetéria das espécies geradas no ICP (VARIAN 820-MS
- CRI) [38].
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Tabela 3.4.1 Is6topos, abundancia natural relativa e interferente: casos tipicos

Is6topo Abundancia natural relativa (%) Interferente
24Mg 78.7 c,

SIV 99,76 35C1160+ e 37C114N+
20" 83.76 A2 SO0 ¢ 2651607
SV 100 W07 SN 0 A UNTHY
56Fe+ 91,66 40Ar160+ e 40Ca16o+
647 1+ 48,89 3281602+ o 3282+
6677+ 27.81 NgHg* o #g160, "
75AS+ 100 40Ar35Cl+ e 40Ar34SIH+
80ga* 49,82 40Ar2+ o 32816034—

Em condi¢des favoraveis, os processos de interferéncia podem ser
corrigidos selecionando-se outro isétopo para execucdo da medida ou por
correcdo matematica dos sinais gerados para o branco e para a amostra. A
primeira alternativa nao ¢ aplicadvel para elementos monoisotopicos, sendo que
para outros elementos pode implicar em perda de sensibilidade, considerando-se
a abundancia natural relativa de cada is6topo do elemento. Por outro lado, a
corre¢ao matematica somente ¢ eficaz quando a concentragcdo do analito gera um
sinal relativamente alto comparado ao sinal de fundo gerado pelo ion molecular.
Entre as alternativas propostas para eliminagdo dessas interferéncias em Q-1CP-
MS destacam-se o plasma frio (do inglés, cool plasma) e as interfaces com

camaras dinamica de reagdes ou colisdes [39-45].
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Na interface com uma camara dindmica de reacdes ou colisdes sao
inseridos gases que tém a capacidade de promover colisdes com as espécies
interferentes, que sdo gases He ou H,, ou promover reagdes com as mesmas, que
sdao os gases Hy, NH3, N,O, CO ou CH,. Tudo isso, em uma camara contendo
um quadrupolo, hexapolo ou octapolo [40-43].

Existe também a possibilidade de se utilizar uma interface sem um
espectrometro de massas adicional e com a possibilidade de adicionar H, ou He
no primeiro cone da interface (cone de amostragem) ou no segundo cone
(skimmer), como pode ser observado na Figura 3.4.2. Essa interface ¢
denominada interface de reagdo e colisdo (CRI) e ela ¢ simples, a andlise ¢
rapida e a desativagao do sistema também. Argumenta-se que sua eficiéncia para
eliminar as interferéncias poliatdbmicas decorre da promog¢do de colisdes e
reacoes em uma regido sob condicdes de temperatura e pressao ainda elevadas

[44,45].

H, ou He

Feixe de

ions Plasma

Figura 3.4.2 Regido da interface do ICP-MS da Varian [38].

PACKER et al. [16] determinaram as razdes isotopicas de
B5Ba/%* Ba, “Cu/®Cu, *°Pb/*”®Pb, *°Zn/**Zn em méis utilizando um Q-ICP-MS
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através de diluigdo isotopica (ID) e utilizando algumas modificagdes no sistema
de introducdo da amostras, utilizou-se um nebulizador de inje¢do direta (DIN).
O uso de DIN aumentou a eficiéncia da introdu¢ao da amostra, levando a uma
maior sensibilidade e precisao.

FRAZZOLI e colaboradores [46] avaliaram algumas figuras de
mérito em um espectrometro de massa com setor magnético acoplado ao plasma
indutivo (SF-ICP-MS), como limites de detec¢do, quantificacdo, repetibilidade e
reprodutibilidade na determinacdo de Cd e Pb em méis italianos € o método
mostrou-se robusto em diferentes condi¢des de trabalho.

HERRERO e PENA [24] utilizando ICP-MS conseguiram
determinar '''Cd" ¢ **Pb". Para isso, utilizaram como padrio interno o '“In e
resolveram a interferéncia de >Mo'°0O" sobre "''Cd" com um fator de correcio
matematica.

Em pesquisa de CAROLI et al. [3] foram determinados os seguintes
elementos: As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Pt, Sn, V e Zn. Para isso foi utilizada
a técnica de ICP-MS. Quando se utilizou um Q-ICP-MS houve a interferéncia
de **Ar’>Cl na mesma massa do analito As; do *°Ar'°O na mesma massa do
analito °Fe e a do *’Ar'*C na mesma massa do analito **Cr, que foram resolvidas
utilizando um ICP-MS de alta resolugdo. A presenca de carbono foi explicada
por nao ter ocorrido a oxidagao completa dos carboidratos a CO, no preparo da

amostra.

3.5. Espectrometria no infravermelho proximo e a adulteracio de méis

O mel ¢ um produto alimenticio que tem disponibilidade limitada e
um preco relativamente alto, o que incentiva a sua adulteracdo. As principais
caracteristicas do mel verdadeiro sdo a presenca de graos de pdlen e o fendmeno
de cristaliza¢do, o que dificilmente ocorre em méis adulterados. Geralmente a
adulteracao de mel ¢ feita com a adi¢do de outros carboidratos, principalmente

acglicares comerciais, solugdo ou xarope de sacarose, melado de cana-de-agucar,
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solucdo de sacarose invertida e agua. A aparéncia dessas misturas pode ser
melhorada com a adi¢cdo de iodo, para ajustar a coloragdo, e/ou pelo acréscimo

de aditivos quimicos, melhorando a viscosidade da mistura [47-49].

Dentre as técnicas analiticas ja utilizadas para a deteccdo de
adulteracoes em mel destacam-se a analise de razdo isotopica de carbono, a
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, a cromatografia de alta
eficiéncia, a espectrometria no infravermelho médio e a espectrometria no
infravermelho proximo (NIRS) [50].

Em trabalho realizado por ROSSI et al. [49] foi avaliada a razdo
isotopica de carbono por ICP-MS com o propdsito de averiguar a presenca de
carboidratos que nao sdo comumente encontrados em amostras de mel. Foram
analisadas 61 amostras de mel do estado de Sao Paulo e constatou-se que cerca
de 8% das amostras tiveram sinais claros de adulteracao.

A técnica de espectrometria na regido do infravermelho proximo
combinadas com ferramentas quimiométricas também pode ser utilizada na
detecgdo de adulterantes em mel. O infravermelho proximo (NIR) compreende
uma faixa do espectro eletromagnético que varia de 700 nm a 2500 nm. A
espectroscopia no infravermelho apresenta uma absorbancia em frequéncia
particular caracteristica de um grupo funcional presente no composto quimico
[51].

A técnica de NIR ¢ ideal para substituir as andlises de alto custo,
demoradas, complexas, que usam reagentes toxicos ou em grande volume. Isso
porque as amostras nao necessitam de um tratamento prévio, além de ser uma
técnica ndo destrutiva, que pode ser utilizada para determinacdes qualitativas e
quantitativas. O aparecimento dos espectrometros com transformada de Fourier
(FT-NIR) aumentaram notavelmente o numero e¢ o tipo de aplicagdes da
radiacdo no infravermelho, mas como consequéncia, as relagdes entre sinal e
ruido também foram aumentadas [51]. Para tratar os dados gerados pelo NIR ¢

necessario fazer uso de ferramentas quimiométricas para extrair os dados



Revisdo Bibliografica 26

relevantes, pois os espectros gerados sdo complexos, contendo de 300 a 1500
variaveis.

Para determinacdo da origem botanica de méis, RUOFF et al. [52]
calibraram parametros como frutose, glicose, sacarose, maltose, agua, cinzas,
condutividade elétrica e cor utilizando a técnica de infravermelho préoximo com
transformada de Fourier combinada com ferramentas quimiométricas de
classificacdo. Os autores considerardo a rapidez e o fato da técnica ndo ser

destrutiva, como vantagens para seu uso.

3.6. Analise multivariada de dados

A quimiometria, modelo matematico multivariado, baseia-se na
algebra linear e pode ser aplicada a quimica para correlacionar variaveis. Em
geral suas aplicagdes enfocam dois temas centrais: o planejamento experimental
e a analise de dados multivariados. Os métodos de andlises de dados
multivariados podem ser genericamente divididos em trés classes distintas: os de
analise exploratéria de dados, os de constru¢do de modelos quantitativos de

calibragdo e os modelos qualitativos de classificagdo [12].

Na literatura podem ser encontrados diversos trabalhos relacionados
com mel, que utilizaram a quimiometria como ferramenta no tratamento de
dados. O intuito desses trabalhos ¢ de relacionar as caracteristicas fisico-
quimicas das amostras com sua origem botanica ou com o local geografico de
coletas das mesmas. Entre estas caracteristicas fisico-quimicas podem ser
listadas: cor, minerais, elementos traco, compostos organicos, entre outros.
Além disso, ha trabalhos que fazem uso desta ferramenta matematica para tentar

identificar a autenticidade de méis [4,6,53-60].
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3.6.1. Analise de Componentes Principais (PCA)

A Anélise de Componentes Principais (PCA) ¢ utilizada
principalmente para reduzir as dimensdes do conjunto de dados originais, o que
permite uma melhor visualizagdo das informacdes mais relevantes deste
conjunto, em um numero menor de fatores, ou componentes principais. Além de
simplificar e reduzir a dimensdo dos dados originais, ¢ possivel detectar
amostras andmalas (outliers), fazer uma selegdo de variaveis importantes,

classificar os dados e fazer algumas previsoes [11,12,61,62].

PC

Variavel 2

PC2

L
Variavel 1

Figura 3.6.1.1 Projecao das Componentes Principais (PC’s)

Matematicamente, a PCA corresponde a decomposi¢do da matriz X,
de dimensdo n (amostras) x m (variaveis), em trés matrizes menores: T, P‘¢ E
onde T representa a matriz de ““scores”, P' a matriz de “loadings”, sendo “t” a
operagdo transposta ¢ E a matriz de residuos nao explicados pelo modelo, como

pode ser observado na equacdo 3.6.1.1.

X=T-P' +E Equagdo 3.6.1.1

A partir da andlise do grafico de “scores™ ¢é possivel verificar os

agrupamentos e/ou tendéncias das amostras analisadas, e também destacar
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amostras andmalas. A partir da analise do grafico de “loadings”, é possivel

verificar as variaveis mais importantes na descrigdo do conjunto de dados [62].



Capitulo 4

“Otimizacao do preparo de amostras de méis
visando a determinac¢ao de elementos traco por

ICP-MS.”



Otimizacdo do preparo de amostras de méis visando a determinag@o de elementos trago por ICP-MS 30

4. Otimizac¢ao do preparo de amostras de méis visando a determinacio de
elementos traco por ICP-MS

Este capitulo versa sobre trés diferentes métodos de preparo de
amostras de mel visando a anélise em ICP-MS. O primeiro método investigado
foi a diluicdo com 4gua, o segundo foi a digestdo acida usando como fonte de
aquecimento um bloco digestor e o terceiro método foi a digestdo assistida por

radiagdo micro-ondas com cavidade.

4.1. Objetivos Especificos

Investigar o preparo de amostra adequado para analise de mel por
ICP-MS. Para isso, desejava-se reduzir simultaneamente o teor de carbono

residual e da acidez final com um minimo de dilui¢ao da solucao.

4.2.Materiais e Métodos
4.2.1. Amostra Utilizada

Para o desenvolvimento desta parte do trabalho foi selecionada uma
unica amostra de mel coletada em Janeiro de 2010 e originaria da cidade de

Corumba, Mato Grosso do Sul, gentilmente cedida pela Embrapa Pantanal.

4.2.2. Reagentes e Soluc¢oes

Para execugdo deste trabalho foram utilizadas vidrarias
descontaminadas em 4cido nitrico (HNO;) 10% (v v'') e lavadas com agua

desmineralizada (Milli—Q® System Millipore, Bedford, MA, USA).

As 1ncertezas relacionadas aos volumes medidos foram de +0,05
mL quando utilizou-se bureta de 50 mL, de +0,01 mL quando utilizou-se pipeta

automatica de 1 a 5 mL e de +£0,001 mL quando utilizou-se as pipetas
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automaticas de 100 a 1000 uL. e de 10 a 100 uL e, as incertezas relacionadas a

massa foram de +0,0001g.

As solugdes de HNO; foram preparadas a partir de uma solugdo
estoque 65% (MM: 63 g mol™”, Carlo Erba, Itilia) que passou pelo processo de
destilacdo abaixo do ponto de ebulicio (Milestone, Sorisole, Italia), e as
diluicdes foram feitas com d4gua desmineralizada para as seguintes
concentragdes: 1% (v V'l), 2mol L, 3,8 mol L™, 8 mol L', 12,2 mol L' ¢ 14
mol L. Também foi utilizado peroxido de hidrogénio (H,O,, MM: 34 ¢ mol™!
Vetec, Brasil, 30% m m'l).

A solucio de hidréxido de sédio 1 mol L, utilizada na titulacdo
para determinacao de acidez final, foi obtida através da dissolu¢ao de pastilhas
de NaOH (MM: 40 g mol’, Synth, Brasil) em 4gua desmineralizada. A
concentracdo final da solu¢do obtida foi de 1,0 mol L' e este valor foi
determinado apds a padronizagdo deste com biftalato de potdssio anidro
(CsHsKO4, MM: 204,22 g mol™, Synth, Brasil). O biftalato de potdssio anidro
também foi utilizado para preparar a curva de calibragcdo de carbono utilizada no

ICP-OES.

Como indicador acido-base foi utilizado fenolftaleina (CyoH; 4Oy,
MM: 318,32 g mol”’, Grupo Quimica, Brasil), essa substincia foi pesada e
diluida em etanol 95% (C,HqO, massa molecular: 46,06 g mol™, Dinamica,
Brasil) até a concentra¢io de 1% (m v''). A coloracdo deste indicador em meio
basico ¢ rosa e em meio 4cido transparente, € o ponto de viragem deste

indicador ¢ na faixa de pH entre 8,2 ¢ 9,8.

As solugdes para a determinacao dos elementos: Mg, Al, P, K, Ca,
V, Cr, Fe, Mn, Cu, Zn, As, Se, Cd e Ba em ICP-MS, foram preparadas a partir de
solugdes monoelementares estoque de 1000 mg L' (TecLab, Jundiai, Brasil) e as
diluigdes foram feitas com 4gua desmineralizada para as seguintes

concentragdes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 20; 40; 80 ¢ 160 pg L.
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4.2.3. Equipamentos e Acessorios

Neste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

= Balanga analitica (APX-200, Denver Instrument Company, EUA);

= Agitador tipo vortex (Thermolyne type 37600 mixer, Dubuque, EUA);

= Tubos do tipo Falcon de 15 mL e de 50 mL descontaminados em meio
HNO; 10% (v v'') durante 24 h e lavados com 4gua destilada-deionizada;

= Banho Dubnoff (NT-232, Novatecnica, Brasil);

= Bloco digestor (Tecnal, Brasil), especialmente construido para se ajustar
aos frascos de perfluoroalcoxi (PFA, Savillex, Minnetonka, USA). Na
figura 4.2.3.1 € possivel observar uma foto do bloco digestor e dos frascos

utilizados nesse trabalho.

Figura 4.2.3.1 Esquema do bloco digestor ¢ dos frascos utilizados nesse

experimento

* Micro-ondas Ethos 1600 (Milestone, Italia) com frascos fechados de PFA.

= Software MatLab versao 2011a (Mathworks, Natick, EUA).

» Espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado,
ICP OES (Vista Radial — CCD Simultaneous, Varian, Mulgrave,
Australia). Na Tabela 4.2.3.1 encontram-se os parametros instrumentais

do ICP OES empregados para a determinagao do carbono residual [63].
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Tabela 4.2.3.1 Condig¢des operacionais do ICP OES com configuragdo Radial

Caracteristicas Parametros
Gerador de frequéncia (MHz) 40
Poténcia de radio-frequéncia (kW) 1,0
Fluxo do gas do plasma (L min™) 15
Fluxo do gés auxiliar (L min™) 1,5
Fluxo do gas de nebulizagdo (L min™) 0,75
Altura de observacao (mm) 10
Nebulizador Ranhura em V
Camara de nebulizacao Sturman-Master
A C—-193,027

= Espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado, ICP-MS
820- MS (Varian, Mulgrave, Australia). Na Tabela 4.2.3.2 encontram-se

os parametros instrumentais utilizados no ICP-MS para a andlise

. A . ., . 24 + 2 + 2 +
inorganica de mel. Os is6topos monitorados foram: “"Mg’, 6Mg , AT,

3lpt 39+ 40 + 42 + 44 + Slx7st 52~ .+ 53 + 54 + 55 + 56 + 63 +
P, K, "Ca’, Ca’, Ca,”V, Cr,7Cr, Fe',”Mn, "Fe', "Cu,

Gdry + 65~ + 66y + 687 + T5A 4 Toq.t Tlqt T8qat 80+ 82q.t+ 110~ 1+
Zn, "Cu, ”Zn, “"Zn, "As, "Se’, ""Se’, "Se’, "Se, “Se, Cd,

111 + 112 + 114 + 137 + 138 +
Cd, “Cd, 'Cd, “'Ba, "Ba.
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Tabela 4.2.3.2 Condi¢des operacionais para as medidas por [CP-MS

Caracteristicas Parametros
Gerador de frequéncia (MHz) 40
Poténcia de radio-frequéncia (kW) 1,4
Fluxo do gas do plasma (L min™) 18
Fluxo do gas auxiliar (L min™) 1,8
Fluxo do gas de nebulizagdo (L min™") 0,44
Fluxo do “sheath gas” (L min™) 0,17
Profundidade de amostragem (mm) 5,5
Pontos por pico 2
Varredura/replicata 5
Replicatas/amostra 5
Tempo de leitura (ms) 100
“ Cone skimmer”’ Ni com CRI
“Cone sampler” Ni sem CRI
Nebulizador Seaspray
Camara de nebulizacao Scott
Temperatura da cadmara de nebulizagao 2°C

Processamento do sinal

“Peak Hopping™
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4.2.4. Diluicao com Agua

Neste procedimento, pesou-se 1 g da amostra de mel e este foi
diluido at¢ 10 mL com &gua desmineralizada. Agitou-se durante 5 min. Dessa
mistura extraiu-se 500 puL e ajustou-se para um volume final de 50 mL com
HNO; 1% (v v'"), e o branco analitico foi feito da mesma maneira, porém, ndo
houve a adicdo da amostra de mel. Todo o procedimento foi feito em triplicata

para posterior analise em ICP-MS.

4.2.5. Digestio em bloco utilizando acidos diluidos

Neste método, pesou-se 0,2 g da amostra de mel, adicionou-se 4 mL
de HNOj; nas seguintes concentragdes: 2 mol L' 3,8mol L, 8,0 mol L™, 12,2
mol L e 14 mol L™ Para cada concentracio diferente foi preparado um branco
e também uma triplicata da amostra. Apos a adi¢do de HNO;, a amostra passou
por uma pré-digestdio de 8h sob temperatura ambiente € com os frascos
fechados. Deve ser observado que os frascos sdo apenas rosqueaveis, nao
havendo altas pressdes internas. Em seguida, abriu-se os frascos, adicionou-se 1
mL de H,0, (30% m m™") e a amostra passou por outra pré-digestio de 15h. Na
sequéncia essa mistura foi aquecida em um bloco digestor a 90° C por 3h e ao
final o volume de todas as amostras foi ajustado para 15 mL com &gua
desmineralizada, esse método ja havia sido utilizado por MOREIRA [64] no
preparo de amostras de mexilhdes. Todas as amostras preparadas segundo esse

procedimento passaram por testes de acidez final e carbono residual.

4.2.6. Digestao Assistida por Radiacio Micro-ondas com Cavidade
empregando Acidos Diluidos

Para otimizagdo deste método de preparo da amostra foi construido

um planejamento composto central modificado totalizando 13 experimentos,
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onde os niveis avaliados foram a concentracao de acido nitrico (2 mol L' 3,8
mol L'"; 8§ mol L'; 12,2 mol L™ e 14 mol L'l) ¢ a poténcia empregada no micro-
ondas durante a digestao (500 W, 573 W, 750 W, 927 W e 1000 W). Esse

planejamento pode ser observado nas Tabelas 4.2.6.1 € 4.2.6.2.

Tabela 4.2.6.1 Planejamento composto central modificado com varidveis

codificadas

Experimento Poténcia (W) Concentracio Acida (mol L™)

1 +1 -1
2 +1 +1
3 -1 -1
4 -1 +1
5 0 -1,41
6 0 +1,41
7 -1,41 0
8 +1,41 0
9 0 0
10 +1,41 +1,41
11 +1,41 -1,41
12 -1,41 +1,41
13 -1,41 -1,41




Otimizacdo do preparo de amostras de méis visando a determinag@o de elementos trago por ICP-MS 37

Tabela 4.2.6.2 Planejamento composto central modificado

Experimento Poténcia (W) Concentracio Acida (mol L)

1

O 0 3 O »n B~ W DN

—_—
W N = O

927
927
573
573
750
750
500
1000
750
1000
1000
500
500

3,8
12,2
3,8
12,2
2
14
8
8
8
14
2
14
2

As respostas monitoradas e otimizadas foram: acidez final e

carbono residual. Para interpretar essas duas respostas simultaneamente foi

utilizado o método de otimizacdo multiresposta e desejabilidade global de

DERRINGER e SUICH [65].

Neste método de preparo da amostra, foram adicionados 4 mL de

HNOj; nas diferentes concentracoes e essa mistura foi pré-digerida por 15h. Em

seguida, adicionou-se 1 mL de H,O, 30% (m m'l) e 3 mL de H,O, totalizando os

8 mL necessarios para se efetuar a digestdo, para cada combinacao diferente de

concentragdo acida e poténcia foi preparado um branco e também uma triplicata

da amostra. O programa de aquecimento utilizado de decomposi¢ao da amostra

consistia em uma etapa de rampa com 5 min e uma etapa de patamar com 10
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min, ambas utilizando as poténcias propostas no planejamento e uma etapa de

10 min de refrigeragdo. O volume final da solugao foi ajustado para 15 mL.

4.2.7. Analise da Acidez Final

Nessa analise foi retirada uma aliquota de 10 mL de cada uma das
amostras digeridas tanto no bloco digestor como no micro-ondas e estas foram

tituladas com NaOH (1,0 mol L™"). Como indicador foi utilizado fenolftaleina.

4.2.8. Analise de Carbono Residual
A analise de carbono residual foi realizada em ICP OES [63]. As

curvas de calibracdo foram construidas com biftalato de potéssio nas seguintes

concentragdes de carbono: 0, 200, 400, 800, 1600, 2400 ¢ 4000 (mg L'l).

Para saber a porcentagem de carbono consumida no processo de
oxidag¢do da matéria organica a gas carbonico (CO,) foi utilizada uma amostra
de mel somente diluida em HNO; 1% (v v') até o volume de 15 mL, a

concentragao de carbono nessa amostra foi considerada como 100% de carbono.

As amostras digeridas em micro-ondas foram colocadas em um
banho-maria a 100° C por 20 min para eliminagdo do CO, do meio. Esse
procedimento também foi realizado para as amostras digeridas em bloco, porém,

percebeu-se que ndo havia necessidade de eliminar o CO, destas.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Dilui¢ao com agua

O ICP-MS utilizado para esta andlise apresentava algumas

limitagdes na introdu¢do da amostra. Dentre estas limitagdes estdo: a baixa
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tolerancia a quantidade de so6lidos dissolvidos, que ndo deve ser superior a 2% e

a acidez final da amostra analisada, a qual ndo deve ultrapassar 2%.

Para cumprir essas exigéncias foi necessario fazer uma diluicao de
1000 vezes na amostra, e quando foi realizada a andlise em ICP-MS, a
concentragdo da maioria dos analitos de interesse ficou abaixo do limite de

deteccao (LOD), ndo sendo possivel utilizar este método de preparo de amostra.

O procedimento de utilizar ultrassom nao foi empregado, pois a
diluicdo da amostra também seria de 1000 vezes e muito provavelmente os
elementos de interesse também ficariam abaixo do limite de detecg¢do, visto que

estes elementos representam apenas 1% da massa do mel.

4.3.2. Digestio em Bloco Digestor Utilizando Acidos Diluidos

A vantagem de se utilizar bloco digestor ¢ a possibilidade de
preparar 30 amostras simultaneamente e, além disso, este ¢ um equipamento

barato que pode ser utilizado na rotina em qualquer laboratorio.

Mas quando a digestdo foi feita em bloco nao foi possivel otimizar
as duas respostas (acidez final e carbono residual) simultaneamente. Quando o
carbono residual ficava baixo a acidez ficava muito alta, e vice-versa, como
pode ser observado na Tabela 4.3.2.1. Isso provavelmente ocorria porque quanto
maior a concentragao do acido, maior ¢ o seu poder oxidante, assim, quando
utilizou-se HNO; 14 mol L era mais facil oxidar os carboidratos presentes no
mel a gas carbonico (CO,), reduzindo-se os teores de carbono residual e,
provavelmente obtendo-se produtos com cadeias carbonicas menores, porém
quando a concentragdo do acido inicial ¢ alta a acidez final tende a ser alta
também. Desta forma, observou-se que este ndo seria o método mais adequado

para uma analise em ICP-MS.
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Tabela 4.3.2.1 Acidez final e carbono residual para a amostra de mel digerida

em bloco, nas diferentes concentragdes acidas.

Concentracao de HNO; inicial Acidez (%) Carbono residual (%)

14,0 28,7 40,0
12,2 25,7 40,7
8,00 16,8 50,9
3,76 7,78 58,8
2,00 4,79 83,1

4.3.3. Digestao Assistida por Radiacdo Micro-Ondas com Cavidade

empregando Acidos Diluidos

Quando a digestao foi feita em forno de micro-ondas foi possivel
obter as respostas de acidez final e carbono residual que estdo contidos na
Tabela 4.3.3.1, sendo que, as respostas de carbono residual foram feitas em
triplicatas e para acidez final havia somente uma resposta para cada

experimento.

A partir de observacdes experimentais e dos resultados encontrados
na Tabela 4.3.3.1 percebeu-se que quando utilizou-se as poténcias de 500 W ¢
573 W as temperaturas atingidas no micro-ondas foram inferiores a 150 °C, que
era a temperatura estabelecida como maxima, assim, como o programa de
aquecimento era compostos por apenas duas etapas que totalizavam 15 min.,
mesmo utilizando concentracdes acidas superiores nao foi possivel oxidar de
maneira satisfatdria a matéria organica presente nas amostras de mel, gerando
resultados insatisfatorios para carbono residual, como também pode ser

percebido na Figura 4.3.3.1.

J& quando utilizou-se poténcias de 750 W, 927 W e 1000 W foi

possivel atingir a temperatura de 150 °C em todas as digestdes, propiciando um
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ambiente favoravel para ocorrer a oxidacdo da matéria organica, porém nos
experimentos 1, 2, 8 ¢ 9 ndo houve um oxidagdo expressiva da matéria organica,
gerando altos teores de carbono residual. Para os experimentos 5, 6,10 e 11 foi
possivel perceber uma reducao significativa dos valores de carbono residual,
isso provavelmente ocorreu em funcio do emprego do HNO; 14 mol L, que
oxidou os carboidratos presentes na matriz em fun¢do do elevado poder oxidante
do acido. Quando utilizou-se HNO; 2 mol L™, havia no frasco digestor maior
quantidade de moléculas de agua, o que facilitou o aquecimento devido a sua
alta capacidade calorifica, colaborando para que a temperatura interna destes
frascos aumentasse rapidamente, o que auxiliou na decomposi¢ao mais eficiente

do mel.

Tabela 4.3.3.1 Acidez final e carbono residual para a amostra de mel apds

digestdo assistida por radiacdo micro-ondas.

Experimento Poténcia (W) ’Concentragﬁ(l) Acidez (%) Carbono
Acida (mol L) residual (%)
98,4
1 927 3,8 7,78 100
101
75,0
2 927 12,2 25,7 104
95,7
92,3
3 573 3.8 7,78 018
91,2
94,8
4 573 12,2 25,7 93,7

91,3
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Tabela 4.3.3.2 Continuagao
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A

Concentraciao
Experimento Poténcia (W) |, ¢

cida (mol L™

Acidez (%)

Carbono
residual (%)

10

11

12

13

750

750

500

1000

750

1000

1000

500

500

14

14

14

4,79

28,7

16,8

16,8

16,8

28,7

4,79

28,7

4,79

64,2
61,8
51,2
82,1
78,2
71,6
102
84,5
84,0
77,3
80,6
81,9
71,5
85,4
85,5
44,7
47,6
46,2
49,1
58,8
60,4
92,8
98,8
84,4
96,7
86,3
102
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Para otimizar simultaneamente as duas resposta foi necessario
utilizar o método de otimizacdo multirresposta e desejabilidade global de
DERRINGER e SUICH [64] sobre as equag¢des preditivas obtidas por regressio
linear multipla. Para realizar o calculo da desejabilidade global, as respostas
(empiricas ou preditas pelas equacdes) foram normalizadas de modo que, a
resposta mais desejavel para acidez final, que era de 1% teria o valor atribuido
de 1 e a resposta menos desejavel que era 28% teria o valor atribuido de 0 ¢ a
resposta mais desejavel para carbono residual, que era 0% teria o valor atribuido
de 1 e a resposta menos desejavel que era 100% teria o valor atribuido de 0.
Ap6s o calculo da desejabilidade individual de cada uma das respostas calculou-
se a desejabilidade global, que foi obtida através da meédia geométrica das

desejabilidade individuais, como mostrado na equacao 4.3.3.1.

Dyiovar =/ Qacidgez * Aearbono Equagio 4.3.3.1

A partir dos valores de concentracao do acido e poténcia do micro-
ondas foram calculados modelos por regressao linear multipla para encontrar as
equacodes preditivas para o valor de acidez final e do carbono residual. Foram
construidas superficies de resposta para cada uma delas, porém, para a
construcdo destas superficies utilizou-se somente a regido positiva da variavel
poténcia, pois nesta area estavam inseridos os melhores resultados de carbono

residual, como pode ser observado na Figura 4.3.3.1.
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Figura 4.3.3.1 Melhores e piores resultados para carbono residual de acordo

com as variaveis poténcia e concentracao do acido.

Selecionando-se apenas a regido positiva da varidvel poténcia
obteve-se a equacao 4.3.3.2, referente a predicdo da acidez final em fun¢do dos
parametros controlados (poténcia e concentragdo inicial do &cido). De acordo
com a andlise de varidncia (ANOVA) o r* obtido através dessa regressdo foi
0,999 e o F() calculado para a média quadratica da regressdo pela média
quadratica dos residuos foi de 18206, sendo ele maior que Fy,;y tabelado que é
de 4,84, demostrando assim, que a varidncia da regressdao ¢ maior do que a
variancia do residuo. Para esse modelo ndo foi possivel calcular a falta de ajuste
e o erro puro, pois nao havia replicata de nenhum experimento. Observando a
equacao 4.3.3.2 foi possivel perceber que a acidez variava somente de acordo

com a concentragdo inicial do acido (x,), isso porque, ao se calcular o intervalo
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de confianga a 95% de probabilidade, verificou-se que era possivel eliminar a
variavel poténcia (x;) da regressdo, pois o valor de b; encontrado ndo era

significativo.

y =16,76+8,61x, Equagéo 4.3.3.2

(£0,071)  (+0,064)

A partir da equacdo de regressdo construiu-se uma superficie de
resposta para a desejabilidade individual da acidez, que pode ser observado na
Figura 4.3.3.2. Através dessa superficie ¢ da equagdo 4.3.3.2 foi possivel
perceber que quanto menor a concentracao inicial do dcido melhores respostas
para acidez final sdo observados, desta forma, a concentragao de 2 mol L' seria

a ideal em qualquer poténcia utilizada no micro-ondas.

I 0.9
! | A 0.8
1 /7/’/‘ | | : ! -4 N
| | | | ' | 0.7
|

| |

| |
0.5 10.6
0 10.5
15 10.4

0

Poténcia -0.5

0 .15 A o Ani
: Concentragéo do &cido

Figura 4.3.3.2 Grafico da desejabilidade individual para acidez final

Novamente selecionando-se apenas a regido positiva da varidvel
poténcia foi obtida a equagdo 4.3.3.3 para predi¢ao do teor de carbono residual.
De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) o r* obtido através dessa

regressao foi 0,85 e, o r* maximo explicavel de 0,88, além disso, o Fs3)
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calculado para a média quadratica da regressdo pela média quadratica dos
residuos foi de 19,7, sendo ele 7 vezez maior que Fs/15) tabelado que € de 2,77,
demostrando assim, que a variancia da regressao ¢ maior do que a variancia do
residuo e o F/16) calculado para a média quadratica da falta de ajuste pela média
quadratica do erro puro foi de 2,67, sendo ele menor que F(¢) tabelado que € de
3,63, demostrando assim, que a maior parte do residuo deriva de erros
aleatérios. Também foi possivel perceber que o carbono residual variava de
acordo com todos os pardmetros expressos pela equacdo, ndo sendo possivel
eliminar nenhum, chegou-se a essa conclusdo ao se calcular o intervalo de

confianga com 95% de probabilidade.

y = 86,20+76,23% + 6,61, ~ 59,73% 10,362 ~ 6,86X, X, Equacio 4333

(%3,67) (£12,71) (£2,21) (£9,17) (+1,94) (£2,21)

A partir desta equagdo, foi obtida a superficie de resposta para a
desejabilidade individual do carbono residual. Neste caso, as respostas foram
normalizadas como 0% de carbono sendo atribuido o valor de 1, e 111% sendo
atribuido valor de zero, isso porque os valores previstos pela equacdo podem
chegar a 100% devido a pequena falta de ajuste do modelo matematico. Através
dessa superficie e da equacdo 4.3.3.3 foi possivel perceber que a combinagao
dos niveis 750 W de poténcia ¢ 8 mol L' da concentragio inicial do 4cido e dos
niveis 1000 W de poténcia ¢ 14 mol L' da concentragdo inicial do acido foram

0s que apresentaram os menores teores de carbono residual.
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Figura 4.3.3.3 Grafico da desejabilidade individual para carbono residual

Para a desejabilidade global, selecionando também somente a
regido positiva da varidvel poténcia construiu-se uma superficie de resposta, que
pode ser observada na Figura 4.3.3.4. Através dessa superficie foi possivel
perceber que a combinagdo dos niveis 1000 W de poténcia e 14 mol L da
concentracao inicial do &cido foi a que apresentou o menor teor de carbono
residual, porém altissima acidez, ndo sendo apropriado para a analise proposta,
ja os niveis 750 W de poténcia e 2 mol L' da concentracio inicial do 4cido e
1000 W de poténcia e 2 mol L' da concentragio inicial do acido forneceram as
melhores respostas combinadas para carbono residual e acidez final. Desta
forma, selecionou-se a combinacao de niveis 1000 W de poténcia e 2 mol L' da
concentracdo inicial do 4cido para aplicar a todas as demais amostras de mel
Porém o carbono residual ainda estava alto utilizando a diluicao final para 15

mL, desta forma, optou-se diluir as amostras para 20 mL.

Desta forma, este experimento pode ser considerado otimizado,

visto que, a poténcia maxima que poderia ser utilizada no micro-ondas era de
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1000W e também que ao utilizar um 4cido ainda mais diluido provavelmente ele

ndo seria capaz de oxidar a matéria organica presente no mel.
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Figura 4.3.3.4 Grafico da desejabilidade global

4.4. Conclusoes Parciais

Para o método de dilui¢do com dgua a amostra teve que ser diluida
1000 vezes. Com isso, quando foi realizada a andlise em ICP-MS, a
concentracdo da maioria dos analitos de interesse ficou abaixo do limite de
detecg¢dao (LOD), ndo sendo este tipo de preparo de amostra adequado para a

proposta deste trabalho.

Quando a digestdao foi feita em bloco ndo foi possivel otimizar as
duas respostas (acidez final e carbono residual) simultaneamente, quando o

carbono residual ficava baixo a acidez ficava muito alta, e vice-versa.

Quando foi utilizado como fonte de aquecimento o forno de micro-

ondas, foi possivel construir uma superficie de resposta para desejabilidade
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global onde percebeu-se que a combinagdo dos niveis 1000 W de poténcia e 14
mol L da concentracdo inicial do acido foi a que apresentou o menor teor de
carbono residual, porém altissima acidez, ndo sendo apropriado para a analise
proposta. Ja os niveis 750 W de poténcia e 2 mol L™ da concentragio inicial do
acido e 1000 W de poténcia e 2 mol L™ da concentragio inicial do acido
forneceram as melhores respostas combinadas para carbono residual e acidez
final. Desta forma, selecionou-se a combinagao de niveis 1000 W de poténcia ¢
2 mol L da concentracdo inicial do 4cido para aplicar a todas as demais
amostras de mel. Como dilui¢do final, utilizou-se 20 mL para 0,2 g de amostra

original.






Capitulo 5

“Determinaciao de minerais e elementos traco em
m¢éis por ICP-MS e analise quimiométrica dos

resultados.”
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5. Determinacdo de minerais e elementos traco em méis por ICP-MS e

analise quimiométrica dos resultados

5.1. Objetivos Especificos

Avaliar os teores de minerais e elementos traco em amostras de mel
provenientes de diferentes regides brasileiras e correlacionar os dados analiticos

com as regioes de origem através de quimiometria.

5.2. Materiais e Métodos
5.2.1. Amostras

Para este estudo, foram utilizadas 60 amostras de méis de diferentes
estados brasileiros, entre eles, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
Paulo, Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Para, Mato Grosso do Sul e Roraima, além
de amostras de outros paises, entre eles, Espanha, Austria, Ttalia e Hungria. Na
Tabela 5.2.1.1 € possivel encontrar os municipios e as regioes de origem das

amostras e também a sua origem floral.

Tabela 5.2.1.1 Origem geografica e botanica das amostras de mel analisadas

Cidade Estado Regido Flora
Corumba Mato Grosso do Sul Centro-Oeste Nativa
Corumba Mato Grosso do Sul Centro-Oeste Nativa
Corumba Mato Grosso do Sul Centro-Oeste ~ Nativa
Itaberaba Bahia Nordeste Nativa
Aracaju Sergipe Nordeste Nativa

Barra do Choca Bahia Nordeste Nativa
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Tabela 5.2.1.1 (continuagao)

Cidade Estado Regiao Flora
Jaguaquara Bahia Nordeste Nativa
Tracuateua Para Norte Nativa
Tracuateua Para Norte Nativa
Tracuateua Para Norte Nativa
Pacaraima Roraima Norte Nativa

Roraima Roraima Norte Nativa
Boa Vista Roraima Norte Nativa

Canta Roraima Norte Nativa
Canta Roraima Norte Nativa
Canta Roraima Norte Nativa
Caracarai Roraima Norte Nativa
Sao Paulo Sao Paulo Sudeste Nativa
Sao Paulo Sao Paulo Sudeste Nativa
Sao Paulo Sao Paulo Sudeste Nativa
USP Sao Paulo Sudeste Flor do Campo
Carvalhopolis Minas Gerais Sudeste Floresta
Uberlandia Minas Gerais Sudeste Laranjeira
Sdo Carlos Sao Paulo Sudeste Laranjeira
Cotia Sao Paulo Sudeste Nativa
Descalvado Sao Paulo Sudeste Nativa
Campos do Jordao Sao Paulo Sudeste Nativa
Sao Carlos Sao Paulo Sudeste Nativa
Carvalhopolis Minas Gerais Sudeste Nativa
Aguas de Sio Pedro Sao Paulo Sudeste Nativa
Mogi das Cruzes Sao Paulo Sudeste Nativa
Ponta Grossa Parana Sul Eucalipto
Gravatal Santa Catarina Sul Eucalipto
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Tabela 5.2.1.1 (continuagdo)

Cidade Estado Regido Flora

Taquara Rio Grande do Sul Sul Eucalipto

Santana do Itararé Parana Sul Laranjeira

Taquara Rio Grande do Sul Sul Laranjeira
Rolandia Parana Sul Mata
Cerro Azul Parana Sul Nativa
Maringa Parana Sul Nativa
Irati Parana Sul Nativa
Castro Parana Sul Nativa
Ortigueira Parana Sul Nativa
Vera Cruz do Oeste Parana Sul Nativa
Rio Azul Parana Sul Nativa
Taquara Rio Grande do Sul Sul Nativa
Prudentdpolis Parand Sul Nativa
Unido da Vitéria Parana Sul Nativa
Guarapuava Parana Sul Nativa
Guarapuava Parana Sul Nativa
Itaiacoca Parana Sul Nativa
Ibaiti Parana Sul Nativa
Bracatinga Parana Sul Nativa
Curitiba Parana Sul Nativa
Curitiba Parana Sul Nativa
Austria Exterior Nativa
Espanha Exterior Nativa
Espanha Exterior Nativa
Italia Exterior Nativa
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Tabela 5.2.1.1 (continuagao)

Cidade Estado Regido Flora
Italia Exterior Nativa
Hungria Exterior Nativa

Neste estudo, também foram utilizados dois materiais de referéncia
certificados para avaliar a exatiddo do método proposto. Os materiais
selecionados foram o Tomato Leaves — NIST 1573a, utilizado para avaliar a
recuperacao do elemento cromo e o Peach Leaves - NIST 1547 para avaliar as
recuperacoes dos demais elementos. Foram utilizados estes dois materiais de
referéncia por nao existir outro material mais adequado que fosse certificado
para as espécies inorganicas de interesse, como por exemplo, um material de

mel ou de glicose.

5.2.2. Reagentes e Solucoes

As solucdes para a determinagdo dos elementos: Mg, Al, P, K, Ca,
V, Cr, Fe, Mn, Cu, Zn, As, Se, Cd e Ba em ICP-MS, foram preparadas a partir de
solucdes estoque de 1000 mg L' (TecLab, Jundiai, Brasil) de cada um destes
analitos, ¢ as diluicdes foram feitas com dgua destilada-deionizada para as

seguintes concentracoes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 20; 40; 80 e 160 pg L.

Também foram utilizadas as solug¢des de padrdo interno Sc, Y e Bi
(1000 mg L', Fluka, EUA) que foram adicionadas em todas as amostras
analisadas, nas curvas de calibracdo ¢ nos brancos analiticos na mesma

concentragdo (10 ug L™).

55
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5.2.3. Equipamentos e Acessorios

Nesta parte do trabalho foi utilizado o espectrometro de massa com
plasma indutivamente acoplado, ICP-MS 820-MS (Varian, Mulgrave,
Australia). Na Tabela 4.2.3.2 encontram-se o0s parametros instrumentais
utilizados no ICP-MS para a andlise inorganica de mel e os isétopos
monitorados foram: 24Mg+, 26Mg+, TALT, 2PT, KT, Yca’, Pca’, ¥cat, PV,
52Cr+, 53Cr+, 54Fe+, 55Mn+, 56Fe+’ 63Cu+’ 64Zn+’ 65Cu+’ 66Zn+’ 6SZn+’ 75 As, 76Se+’
77Se+, 7SSe+, SOSe+, SZSe+’ HOCd+, mCd+, 112Cd+, 114Cd+, 137Ba+’ 13834 Neste caso
também foram monitorados os is6topos dos seguintes padrdes internos: *Sc”,

+ 2 -+
¥Y* e 2YBi".

5.2.4. Métodos

O método quimiométrico utilizado nesta parte do trabalho foi a
Analise de Componentes Principais (PCA), que foi realizada com o auxilio do
Software Pirouette (Infometrix, versdo 4.0, USA), e¢ adotou-se como pré-
processamento dos dados o auto-escalonamento. Todos os dados foram

analisados visualmente das PC’s 1 até a 5.

5.3. Resultados e Discussao

Escolheu-se como técnica analitica a espectrometria de massa com
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), pois esta ¢ uma técnica
multielementar e devido a sua sensibilidade possibilita a analise de alguns
elementos como Se, Al, P, Cu, Ba, Pb, V, Cr, Cd e As, que utilizando outras
técnicas, também multielementares, como ICP OES os valores ficaram abaixo
do limite de detecgdo[25], e também, porque seria necessario a maior quantidade
de informag¢des quimicas possivel, visto que o intuito deste trabalho ¢ utilizar

essas informagdes em uma anélise quimiométrica.
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Antes de efetuar as andlises nas 60 amostras de mel, foram
avaliadas em ICP-MS a necessidade ou nao de se utilizar a interface de reagao e
colisio CRI, artefato instrumental que evitaria interferéncias isobdricas
poliatdmicas. Foram avaliados o emprego da adi¢do de H, (60 mL min™') e de
He (80 mL min™") [66], através da analise de materiais de referéncia certificados.
Além disso, verificou-se a necessidade de se utilizar padrdo interno nas medidas

e também a linearidade das curvas de calibracdo ().

Optou-se por utilizar dois materiais de referéncia certificados de
plantas. Essa estratégia foi adotada porque nao hd materiais de referéncia de mel
e no artigo de revisdo de POHL [14] ¢ descrito que a grande maioria dos
trabalhos que faz determinacdo de constituintes inorganicos em mel utiliza
materiais de planta para certificar as andlises. Essa estratégia também foi
adotada em artigo recente de CHUDZINKA et al. [67], quando foram
comparadas a utilizagdo de matérias de referéncia de plantas e testes de adicao ¢
recuperacdao e obtidos resultados de recuperagdo considerados satisfatérios em

ambos os métodos para os 13 elementos analisados.

Além de avaliar a porcentagem de recuperagdo dos materiais de
referéncia, também realizou-se o teste t para saber se os valores obtidos
poderiam ser considerados semelhantes ou diferentes dos valores certificados.
Para realizar esse teste foi utilizada a equagdo 5.3.1. Foram efetuadas 3
replicatas o t, (2) utilizado foi, 4,30. Valores menores que o t tabelado
significam que o valor obtido ¢ semelhante e valores superiores ao t tabelado

indicam que o resultado ¢ diferente.

Valor medido xValor certificado

Equacgdo 5.3.1

t =
cal desvio padrio das medidas-\/m’lmero de réplicas

A estratégia de utilizar o padrdo interno deve-se ao fato de que na

tese de BIANCHI [66] determinou-se 7 elementos em solo em um equipamento
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de ICP-MS do mesmo modelo que o utilizado neste trabalho, e para isso foi
utilizado como estratégia de calibragdo interna a utilizagao de diferentes padroes
internos. Além disso, HERRERO e PENA [24] s6 conseguiram determinar

115

"ed' e *Pb" em mel por ICP-MS quando utilizaram '"In" como padrio

interno.

Os limites de detec¢do e quantificagao foram calculados segundo a
recomendacdo de THOMSEN et al. [68], que incorporaram os sinais da
concentracdo equivalente ao sinal de fundo (BEC) e os desvios relativos (RSD)
no célculo dos limites de deteccdo e quantificacdo. Assim, a equagao 5.3.2
indicam como os LODs ¢ LOQs foram calculados. Onde C, ¢ a concentracao da
solu¢do de referéncia (em pg L'l), I € Lhranco S30 as intensidades de sinal para a
solucdo de referéncia e da solugcdo do branco, respectivamente. O RSD foi

calculado a partir de 10 determinagdes da solugdo do branco analitico.

BEC — Csr SBR — Isy — Ipranco LOD = 3 XBEC XR.S.D.
SBR Ipranco 100
10 X BEC X R.S.D. Equacao 5.3.2
00 = 100

Desta forma, os resultados de recuperagdo, do teste t, as melhores
condicOes obtidas em ICP-MS, a linearidade das curvas de calibragdao e os
limites de detec¢do e quantificagdo estdo descritos nas Tabelas 5.3.1 ¢ 5.3.2. O
sinal do K" foi muito alto e desta forma ndo foi possivel determinar esse

elemento em ICP-MS.
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Tabela 5.3.1 Melhores condi¢des obtidas em ICP-MS para determinacao de Se, Mg, Ca, V, As, Al, P, Mn, Fe, Cr e Cd.

Recuperacio (%) 93 112 99 110 95 101 92 105 100 115
teal 3,68 3,67 0,187 1,34 2,90 0,278 2,33 3,80 0,997 1,94
CRI1 sem CRI Hz H2 H2 Hz Hz H2 H2 H2 H2

~ 89~/ t ~ ~ ~ ~ 45q + 45q t 45t A5t ASQ .t
Padrao Interno Y sem padrao sem padrdo sem padrdo sem padrdo “Sc Sc Sc Sc Sc

r 0,998 0,993 0,951 0,994 0,998 0,998 0,987 0,999 0,999 0,996
LOD (ng L) 0,498 2,46 28,1 0,0607 0,0867 3,92 0,854 0,0810 9,61 2,20
LOQ (ngL™) 1,66 8,19 93,6 0,203 0,289 13,1 2,85 0,270 32,0 7,35

(tcar — t calculado para n=3 com 95% de confianga; CRI — interface de reacdo e colisdo; LOD — Limite de detec¢do; LOQ —

Limite de quantificacdo)
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Tabela 5.3.2 Meclhores condigdes obtidas em ICP-MS para determinagdo de Cu, Zn, Cd, Ba e Pb.

ICP-MS BCu SCu Byt Cq*  138ga* 206pp* 07pp*
Recuperacao(%) 94 97 101 89 95 82 86
teal 1,17 1,06 0,280 4,73 3,67 5,01 6,51
CRI He He He He He He He

~ ~ ~ ~ ~ 45a t+ 209np:t+ 209n:t+
Padrao Interno sem padrdo sem padrdo sem padrao sem padrao ~Sc ’Bi" *“Bi

r? 0,997 0,997 0,999 0,999 0,998 1,00 1,00
LOD (ug L™ 0,142 0,098 1,72 0,131 0,501 0,0920 0,132
LOQ (ug L™ 0,469 0,326 5,73 0,442 1,67 0301 0,440

(tcar — t calculado para n=3 com 95% de confianga; CRI — interface de reacdo e colisdo; LOD — Limite de detecgdo; LOQ —

Limite de quantificacdo)
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De acordo com as Tabelas 5.3.1 e 5.3.2 ¢ possivel observar que as
recuperacdes obtidas nas melhores condigdes do equipamento variaram de 82%
para “Pb" a 115% para Cr’. Essas recuperagdes podem ser consideradas
adequadas de acordo com TAVERNIERS et al. [69], com exce¢do de **Mg"
(112%) e >Cr" (115%), pois neste trabalho os autores indicam que
concentra¢des da ordem de 1 mg L' permitem que sejam aceitas recuperagdes

que variem de 80-110%.

Desta forma, optou-se por realizar o teste t destes resultados para
saber se os valores encontrados eram semelhantes aos certificados ou diferentes,
e através deste teste, percebeu-se que os valores de recuperacao obtidos para
*Mg" e *Cr" poderiam ser considerados semelhantes, visto que seus resultados
ficaram abaixo de 4,30 que ¢ o valor de t,. Porém, de acordo com esse teste,
valores obtidos para ''°Cd", **Pb" e **’Pb" ficaram acima do valor de ty, sendo
considerados diferentes, mas suas recuperacdes estavam dentro de uma faixa
aceitavel, de acordo com TAVERNIERS et al. [69] e foram realizadas analises

das amostras de mel em todos os is6topos descritos nas Tabelas 5.3.1 ¢ 5.3.2.

Como resultados das amostras, foi possivel observar que em todos

110 + .
Cd" ficaram abaixo do

os méis analisados os teores de *'V', 2Cr", PAs" e
limite de detec¢do do equipamento. Assim, na Tabela 5.3.3 podem ser
observados a faixa dos teores determinados neste trabalho e no apéndice 1 estao

os resultados de todas as amostras analisas e seus respectivos desvios padrao.



Determinagdo de minerais e elementos traco em méis por ICP-MS e andlise quimiométrica dos resultados 62

Tabela 5.3.3 Espécies inorganicas em amostras de méis (ug kg™)

Regioes Centro-QOeste Norte Nordeste Sul Sudeste Outros Paises
N° de amostras 3 10 4 23 14 6

Se <LOD - 19,2 5,89 -109 41,7-179,9 <LOD-49,6  <LOD -50,81 5,35-98,1
Mg 10183 —35376 9838 — 90140 20156 —48773 6728 —295755 8641162474 15561 — 38737
Al 479 — 15752 174 — 14888 320 — 941 195 — 8281 562 — 8413 1567 — 8685

P 16130 —85972 11456 —233410 78054 — 220574 4088 —251635 <LOD-306316 1528 —-159671
Ca 22520 — 48742 32480 —1132271 60692 — 78657 13876 —310649 22596 —210672 74323 — 146984
Mn 573 — 6582 429 — 2853 431 -1053 200 - 12672 653 — 10745 167 — 3451
Fe <LOD - 1032 73,9 - 3122 194 — 1527 <LOD — 12744 234 — 5728 1323 — 2390
Cu 115-229 88,3 — 950 203 — 3533 <LOD - 2302 16,0 — 1893 105 — 635
Zn 688 — 2233 563 — 3353 556 — 1708 231 -2420 344 — 8087 1749 — 2504
Ba <LOD-163 <LOD —-937,08 <LOD - 143 <LOD — 2538 <LOD -910 <LOD -394

Pb <LOD <LOD-39,81  <LOD —7,79 <LOD <LOD-7,68  <LOD-2.35
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Quando comparamos os valores obtidos para K, Ca, Mg, Mn, Zn ¢
Fe neste trabalho com os valores previamente determinados por MENDES et al.
[25] ¢é possivel perceber que estes sdo bastante similares. Da mesma forma, os
valores encontrados para Al e Pb sdo semelhantes aos valores que ja foram

determinados e estao descritos na literatura [14].

Levando-se em conta as normas da Codex Alimentarius [70], da
Instrucdo Normativa N° 11 [15] e do Mercosul GMC 89/99 [71], € possivel
perceber que a partir do valor estabelecido como méaximo permitido de cobre em
mel, que é de 10 mg kg™, todos os méis determinados neste trabalho encontram-
se abaixo deste valor. Nao ha regulamentos para outros elementos que foram
aqui avaliados, porém o maximo permitido de chumbo em outros alimentos
(como por exemplo: balas, cacau, dextrose - glucose e peixes) ¢ de 2 mg kg, e
desta forma, todos os méis analisados encontram-se abaixo deste valor, nao
havendo evidéncias de contaminagdes inorganicas nas amostras analisadas para

estes dois elementos.

Para o estudo quimiométrico foram utilizados os valores obtidos
para as 60 amostras analisadas em triplicata, o que gerou uma matriz de 180
linhas por 12 colunas e realizou-se uma PCA dos dados, para isso, foi efetuado
como pré-processamento o auto-escalonamento. Nas Figuras 5.3.1 e 5.3.3
podem ser observados os graficos de escores, das amostras de diferentes regioes,
da PC1 vs. PC2 e PC1 vs. PC3, respectivamente. Nas Figuras 5.3.2 e 5.3.4
podem ser observados os graficos de loadings, dos diferentes elementos

determinados, da PC1 vs. PC2 e na PC1 vs. PC3, respectivamente.

Desta forma, quando a separagdo foi feita utilizando-se a PC1 vs. a
PC2 foi possivel separar pequenos grupos da regido Norte, regido Sudeste,
regido Sul e regido Nordeste e quando a separacao foi feita utilizando-se a PC2
vs. a PC3 foi possivel separar pequenos grupos da regido Nordeste com a regido

Norte, da regido Sudeste, das amostras do exterior e dois grupos das amostras do
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Sul, mesmo havendo uma separagdo destes grupos, foi possivel perceber que

alguns destes encontram-se sobrepostos a outros grupos.

Além disso, o grafico de loadings das Figuras 5.3.2 e 5.3.4
permitem agrupar as amostras de acordo com os elementos presentes nas
mesmas. Assim, ¢ possivel perceber que as amostras pertencentes a regiao Norte
e Nordeste sdo caracterizadas pela presenca dos elementos Pb, ja as amostras
pertencentes a regido Sudeste e Sul sdo caracterizadas pela presenca dos
elementos Cu, Zn, Mn, Mg e Ca, isso de acordo com a PC1 vs. a PC2. Quando
utilizamos as amostras da PC1 vs. a PC3 ¢é possivel perceber que as amostras
pertencentes a regido Sudeste sdo caracterizadas pela presenga dos elementos P
e Se, ja as amostras do Sul pela presenca dos elementos Mn, Ba, ¢ Mg, as
amostras do exterior, sdo caracterizadas pela presenca de Pb e Al e os grupos da
regido positiva da PC3 e negativa da PC1, que contém os grupos das amostras

do Sul, Nordeste e Norte ndo tem nenhum elementos que os caracteriza.

Desta forma, ¢ possivel concluir que mesmo utilizando
componentes principais diferentes algumas regides foram discriminadas por
elementos semelhantes, como por exemplo, a regido Sul que em ambas as PC’s

analisadas foram discriminadas pela presenga dos elementos Mn ¢ Mg.
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Figura 5.3.1 Grafico de escores da PC1 vs. PC2 das
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amostras de méis de

diferentes regides brasileiras e de outros paises.
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Figura 5.3.2 Grafico de loadings da PC1 vs. PC2 das amostras de méis de
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diferentes regides brasileiras e de outros paises.
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Para prosseguir no estudo quimiométrico excluiram-se alguns
valores, entre eles, os das amostras 1, 2, 3, 10, 11, 16, 17, 18, 40, 41, 42, 46, 62,
67, 68, 69, 79, 80, 81, 87, 89, 90, 91, 92, 93, 128, 130, 157, 158, 159, 170, 171,
174, 178, 179 e 180, referentes as amostras que se encontravam mais separadas
na Figura 5.3.1, para que fosse possivel avaliar a separagdo das amostras
centrais que estavam aglomeradas, o que gerou uma matriz del144 linhas por 12
colunas e realizou-se uma PCA dos dados. Para isso, foi efetuado como pré-

processamento o auto-escalonamento.

Nas Figuras 5.3.5, 5.3.7 e 5.3.9 podem ser observados os graficos
de escores das amostras de diferentes regides e nas Figuras 5.3.6, 5.3.8 ¢ 5.3.10
podem ser observados os graficos de loadings dos diferentes elementos

determinados.

Nas Figuras 5.3.5, 5.3.7 e 5.3.9 ¢ possivel perceber alguns
agrupamentos. Desta forma, quando a separagdo foi feita utilizando-se a PC1 vs.
a PC2 foi possivel separar pequenos grupos da regido Norte, regido Nordeste,
regido Sudeste e do exterior, além de 2 grupos da regido Sul e quando a
separacdo foi feita utilizando-se a PC2 vs. a PC3 foi possivel separar pequenos
grupos da regido Centro-Oeste, da regido Sul e das amostras do exterior. Além
disso, quando a separagdo foi feita utilizando-se a PC2 vs. a PC4 foi possivel
separar pequenos grupos da regido Centro-Oeste, da regido Sul, da regido

Nordeste, da regido Norte ¢ das amostras do exterior.

Utilizando o grafico de loadings das Figuras 5.3.6, 5.3.8 € 5.3.10 ¢
possivel agrupar as amostras de acordo com os elementos presentes nas mesmas.
Assim, de acordo com a PC1 vs. a PC2 ¢ possivel perceber que as amostras
pertencentes a regido Norte, Nordeste e Sul sdo caracterizadas pela presenca dos
elementos Pb, Se e P. J4 as amostras pertencentes a regido Sudeste ndo sdo
caracterizadas por nenhum elementos especifico e as amostras do exterior sdo

caracterizadas pela presenca dos elementos Pb, Mn, Zn e Ca. Quando utilizamos
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as amostras da PC2 vs. a PC3 ¢ possivel perceber que as amostras pertencentes a
regido Centro-Oeste sdo caracterizadas pela presenga dos elementos Al e Pb, ja
as amostras do Sul pela presenga dos elementos Fe, P, Ca, Pb e Se, as amostras
do exterior, sdo caracterizadas pela presenga de Pb e Al. Quando utilizamos as
amostras da PC2 vs. a PC4 ¢ possivel perceber que as amostras pertencentes a
regido Centro-Oeste sdo caracterizadas pela presenga dos elementos Al, Pb e
Mn, ja as amostras do Sul pela presenga de todos os elementos analisados, as
amostras do exterior, sdo caracterizadas pela presenca de Pb e Al e as amostras

da regido Nordeste e Norte sdo caracterizadas pela presenca de Pb e Se.

Ao analisarmos todas as estas PC’s simultaneamente foi possivel
concluir que, mesmo utilizando componentes principais diferentes algumas
regioes foram discriminadas por elementos semelhantes, como por exemplo, a
regido Norte e Nordeste sdao caracterizadas pela presenga dos elementos Pb e Se,
a regido Centro-Oeste ¢ caracterizadas pela presenca dos elementos Al e Pb, ja
as amostras do Sul Pb e P e as amostras do exterior, sdo caracterizadas pela

presenca de Pb.

As dificuldades de haver uma nitida separagdo se devem a fatores
como o diferente nimero de amostras de cada regido, a época de coleta das
amostras ¢ a origem botanica que nao foram considerados. Outra alternativa,
para a separagdo destas amostras, seria tentar separar essas amostras de acordo
com a origem botanica. Porém, a maioria das amostras ndo apresentava essa
informagdo. Acredita-se que a separagdo através de PCA seria mais eficiente se
todas as amostras coletadas fossem de locais diferentes e com a mesma origem

botanica, ou de origens botanicas diferentes de um mesmo local.
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Figura 5.3.5 Grafico de escores da PC1 vs. PC2 das amostras de méis de
diferentes regides brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras.
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Figura 5.3.6 Grafico de loadings da PC1 vs. PC2 das amostras de méis de
diferentes regides brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras.
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Figura 5.3.7 Grafico de escores da PC2 vs. PC3 das amostras de méis de
diferentes regides brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras
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Figura 5.3.8 Grafico de loadings da PC2 vs. PC3 das amostras de méis de
diferentes regides brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras.
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Figura 5.3.9 Grafico de escores da PC2 vs. PC4 das amostras de méis de
diferentes regides brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras.
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Figura 5.3.10 Grafico de loadings da PC2 vs. PC4 das amostras de méis de
diferentes regiodes brasileiras e de outros paises, excluindo-se algumas amostras.
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5.4.Conclusoes Parciais

Nesta parte do trabalho, foi possivel determinar 12 isétopos em 60
méis de diferentes regides brasileiras por ICP-MS, e através de PCA separou-se
em pequenos grupos estes dados, sendo possivel avaliar quais eram os elementos
caracteristicos de cada uma das regides, como por exemplo, a regido Norte e
Nordeste sdo caracterizadas pela presenca dos elementos Pb e Se, a regido
Centro-Oeste ¢ caracterizadas pela presenca dos elementos Al e Pb, ja as
amostras do Sul Pb e P e as amostras do exterior, sdo caracterizadas pela

presenga de Pb.
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6. Analise de méis por FT-NIR e apreciacio dos resultados utilizando

quimiometria para a identificacido da origem e deteccio de adulteracoes

O mel tem sido alvo de adulteracao devido ao seu custo e sua
disponibilidade limitada. Uma técnica que vem ganhando destaque em analises
de alimentos € a espectroscopia na regido do infravermelho (NIRS). O NIRS
apresenta como principais vantagens, quando comparado com as demais
técnicas, baixo custo e rapidez além de ser uma técnica nao destrutiva e de nao

requerer o preparo prévio da amostra.

6.1. Objetivos Especificos

O objetivo desta parte do trabalho foi analisar amostras de méis ndo
adulterados e adulterados, com glicose, melado de cana-de-aclcar e agua e
também amostras de diferentes regides brasileiras através da técnica de FT-NIR
e utilizar analise quimiométrica para a visualizacdo e interpretacdo dos dados

espectrais.

6.2. Materiais e Métodos

As amostras foram analisadas em um espectrometro na regido do
infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-NIR flex N-500,
Buchi, Sui¢a) no modo transflectancia, de 10000 a 4000 cm’, com 4 cm™ de
resolucdo espectral, em dois dias diferentes. Em cada dia foram feitas 6
replicatas de cada amostra. Os dados obtidos foram submetidos a uma analise
quimiométrica empregando Analise de Componentes Principais (PCA),
utilizando para isso, o programa computacional MatLab versdao 2011a para as

amostras adulteradas e o programa computacional Pirouetti versao 4.0.
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6.2.1. M¢is adulterados

Amostras de méis, coletadas de um mesmo local (Corumbé - Mato
Grosso do Sul), porém em épocas diferentes (Outubro de 2009, Janeiro e Junho
de 2010) foram fornecidas pela Embrapa Pantanal e utilizadas neste estudo.
Estas amostras foram inicialmente submetidas a um processo de adulteracao
utilizando os adulterantes: glicose, melado de cana-de-acticar e 4gua, em
diferentes proporgdes, 10%, 25%, 40% e 50% (m m'l). Para esta analise,
aplicou-se a todos os espectros de NIR a primeira derivada para corrigir
problemas com a linha de base e para os espectros de mel adulterado com agua
realizou-se uma selecdo de variaveis de 8000 a 4000 cm’', j4 para os espectros
de mel adulterados com glicose ¢ melado de cana-de-agtcar realizou-se uma
selecdo de variaveis de 6800 a 4000 cm' e em seguida os dados foram
normalizados, foi realizada uma selecao de variaveis diferenciada para que fosse
possivel selecionar regidoes do espectro que continham a maior parte da
informacdo espectral e também para obter melhores resultados em termos de
separagao. A Figura 6.2.1.1 mostra espectros de uma amostra de mel pura ¢ a

mesma amostra adulterada com agua, glicose e melaco de cana.
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Figura 6.2.1.1 Espectro de uma amostra de mel e da mesma amostra adulterada

com 50% de agua, glicose e melaco de cana.

6.2.2. Méis de diferentes regioes

Amostras de 46 méis de 10 estados brasileiros abrangendo todas as
regides do Brasil foram utilizadas neste estudo. Essas amostras foram fornecidas
por apicultores, por diferentes unidades da Embrapa e outras foram adquiridas
em supermercados. Para esta analise aplicou-se a primeira derivada aos

espectros de NIR para corrigir problemas com a linha de base.
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6.3.Resultados e Discussao
6.3.1. Méis adulterados

6.3.1.1. Adulteragao com agua

Foi possivel observar uma nitida separacdo das amostras nao
adulteradas e das amostras adulteradas em diferentes propor¢des utilizando os
graficos de escores, como apresentado na Figura 6.3.1.1.1. Tal separag¢do foi
verificada independente da amostra utilizada. Em todas as principais PC’s
responsaveis pela separacdo foram a PC1 e a PC2.

Ainda na Figura 6.3.1.1.1, observa-se que as amostras apresentaram
uma tendéncia de separagdo em relacdo aos teores de adulterante presente, ou
seja, quanto mais adulterante, mais distante do grupo de méis ndo adulterados.
Quando uniu-se os espectros dos trés méis (Figura 6.3.1.1.1- d), pdde-se
observar que independente da amostra de mel foi possivel detectar a adulteragao
nas diferentes propor¢des, mostrando assim, a possibilidade de se aliar FT-NIR
e quimiometria para identificacdo de adulteragdo de mel com &agua. Isso foi
possivel porque o teor de agua nos meis, em diferentes €pocas do ano, foi
aproximadamente a mesma, sendo qualquer variacdo detectada como
adulteracdo em qualquer uma das amostras. Na Figura 6.3.1.1.2 esta apresentado
o grafico de loadings de cada uma das amostras analisadas, sendo que a banca

da 4gua pode ser observada em torno do niimero de onde 5200 cm™.
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Figura 6.3.1.1.1 Grafico de escores das amostras adulteradas com agua em

diferentes proporg¢des; (a) amostra coletada em Outubro de 2009; (b) amostra

coletada em Janeiro de 2010; (c) amostra coletada em Junho de 2010; (d) todas

as amostras juntas.
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Figura 6.3.1.1.2 Grafico de loadings das amostras adulteradas com agua em
diferentes proporg¢des; (a) amostra coletada em Outubro de 2009; (b) amostra
coletada em Janeiro de 2010; (¢) amostra coletada em Junho de 2010; (d) todas

as amostras juntas.

6.3.1.2. Adulteracao com glicose

Nas amostras de mel adulteradas com glicose, foi possivel observar
uma boa separacao das amostras nao adulteradas e das amostras adulteradas em
diferentes proporgdes, isso ocorreu para os trés méis testados. Nos méis
coletados em Outubro de 2009 e Junho de 2010 as PC’s responsaveis pela
separagdo foram a PC2 e a PC3 (Figuras 6.3.1.2.1 -a e 6.3.1.2.1 —¢), ja para o
mel coletado em Janeiro de 2010 as PC’s responsaveis pela separagdo foram a

PC1 e a PC4 (Figura 6.3.1.2.1 -b).
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Quando os trés méis foram analisados simultaneamente, ndo foi
possivel visualizar uma boa separacao, principalmente pela presenca da amostra
coletada em Janeiro de 2010, que provavelmente continha teores de aclcar
maior dos que as demais amostras, pois esta amostra pertencia a uma florada
diferente, inviabilizando a separagdo das demais. Este resultado ¢ um indicio de
que o teor de glicose no mel apresenta grande variabilidade em relacdo a época
do ano no qual ele ¢ produzido. Tal fato dificulta a deteccao de adulteracdes
com glicose entre diferentes méis, ja que esta ocorre naturalmente e em grande
quantidade nos méis.

Na Figura 6.3.1.2.2 estd apresentado o grafico de loadings de cada
uma das amostras analisadas porém, ndo ¢ possivel através de NIRS identificar

qual ¢ a banca caracteristica da glicose.
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Figura 6.3.1.2.1 Grafico de escores das amostras adulteradas com glicose em

diferentes proporg¢des; (a) amostra coletada em Outubro de 2009; (b) amostra

coletada em Janeiro de 2010; (¢) amostra coletada em Junho de 2010; (d) todas

as amostras juntas.
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Figura 6.3.1.2.2 Grafico de loadings das amostras adulteradas com glicose em
diferentes proporg¢des; (a) amostra coletada em Outubro de 2009; (b) amostra
coletada em Janeiro de 2010; (¢) amostra coletada em Junho de 2010; (d) todas

as amostras juntas.

6.3.1.3. Adulteracao com melado de cana-de-acucar

Nas amostras de mel adulteradas com melado de cana-de-agucar,
foi possivel observar uma boa separacdo das amostras ndo adulteradas e das
amostras adulteradas em diferentes proporcdes, para as amostras de mel
coletados em Outubro de 2009 e Junho de 2010 (Figura 6.3.1.3.1 -a ¢ 6.3.1.3.1 -
c), ja para a amostra de mel coletada em Janeiro de 2010 (Figura 6.3.1.3.1 - b)
nao foi possivel observar a mesma separacdo. Para os méis coletados em

Outubro de 2009 e Junho de 2010 a PC responsavel pela separagdo foi a PC3, ja

7000
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no mel coletado em Janeiro de 2010, nenhuma PC foi capaz de separar bem as
amostras.

Quando uniu-se os espectros dos trés méis (Figura 6.3.1.3.1d), nao
foi possivel visualizar uma boa separagdo, principalmente pela presenca da
amostra coletada em Janeiro de 2010, que provavelmente continha teores de
acucar maior dos que as demais amostras, inviabilizando a separagdo das
demais.

Na Figura 6.3.1.3.2 estd apresentado o grafico de loadings de cada
uma das amostras analisadas porém, ndo ¢ possivel através de NIRS identificar
qual ¢ a banca caracteristica dos carboidratos presentes no melado de cana-de-

acucar.
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Figura 6.3.1.3.1 Grafico de escores das amostras adulteradas com melado de
cana-de-acucar em diferentes proporcoes ; (a) amostra coletada em Outubro de
2009; (b) amostra coletada em Janeiro de 2010; (¢) amostra coletada em Junho

de 2010; (d) todas as amostras juntas.
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Figura 6.3.1.3.2 Grafico de loadings das amostras adulteradas com melado de
cana-de-acucar em diferentes proporgdes; (a) amostra coletada em Outubro de
2009; (b) amostra coletada em Janeiro de 2010; (¢) amostra coletada em Junho

de 2010; (d) todas as amostras juntas.

6.3.2. Méis de diferentes regioes

Através do grafico de escores da Figura 6.3.2.1, € possivel verificar
que nao houve uma boa separagdo das amostras de acordo com as diferentes
regioes, mas algumas tendéncias foram pronunciadas, como por exemplo, a
separacao das amostras pertencentes a regido Sudeste e Nordeste das amostras
das regidoes Norte e Centro-Oeste, porém as amostras da regido Sul encontram-se
inseridas em ambos os grupos. A PC que mais separou este conjunto de dados

foi a PC2.

Il
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A grande dificuldade de separar as amostras através da regido ¢ que
outros fatores importantes nao foram considerados, como o niamero diferente de
amostras de cada regido, a época de coleta de cada amostra e a origem botanica.
Porém mesmo sem levar em conta todos estes fatores foi possivel observar que a
técnica NIR pode ser utilizada junto com ferramentas quimiométricas para

classificar méis de diferentes regides brasileiras.

0. 00T
SIS

0000

.00z

0004
=4

* Regido Sul; ORegides Nordeste e Sudeste; (O Regides Norte e Centro-Oeste

Figura 6.3.2.1 Grafico de escores das amostras de diferentes regides brasileiras.

6.4. Conclusoes Parciais

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que a técnica
NIRS ¢ sensivel a possiveis adulteragdes em méis. Contudo, a grande
variabilidade da composi¢ao entre as épocas do ano dificulta a criacdo de um
modelo tUnico para identificacdo das adulteracdes, sobretudo quando o

adulterante é naturalmente encontrado no mel.
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No entanto, resultados satisfatorios foram obtidos quando o
adulterante ¢ 4gua, provavelmente devido a baixa variabilidade deste
constituinte em diferentes méis.

Apesar de algumas limitagdes, foi possivel observar que a técnica
FT-NIR pode ser utilizada junto com ferramentas quimiométricas para

classificar méis de diferentes regides brasileiras.
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7. CONCLUSOES

O método de preparo de amostra que se mostrou mais adequado as
determinacdes propostas foi a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas com
cavidade. Neste método foi utilizado 4cido nitrico diluido, onde a concentracao

inicial do 4acido era 2 mol L' e a poténcia utilizada era de 1000 W.

Na sequéncia foram determinados 11 elementos em 60 méis por
ICP-MS, porém ndo foi possivel separar estes dados quimiometricamente
utilizando PCA, pois houve uma grande variacao nos elementos de uma mesma

classe, o que impossibilitou a separagao.

Quando a técnica FT-NIR foi utilizada, foi possivel perceber que
esta ¢ sensivel a possiveis adulteragdes em méis, contudo, a variabilidade da
composi¢do entre as épocas do ano dificulta a criagdo de um modelo tinico para
identificagdo das adulterag¢des, sobretudo quando o adulterante ¢ naturalmente
encontrado no mel, como ¢ o caso da glicose. No entanto, resultados
satisfatorios foram obtidos quando o adulterante ¢ 4gua, provavelmente devido a
baixa variabilidade deste constituinte em diferentes méis.

Apesar de algumas limitagdes, foi possivel observar que a técnica
NIR aliada a ferramentas quimiométricas pode ser utilizada para classificar méis

de diferentes regides brasileiras.
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Tabela 1. Teores médios e desvios padrio para Se, Mg, Al, P, Ca e Mn (pg kg™') em amostras de méis.

APENDICE 1

Amostras 7Se” *Mg* Al p* BCa’ >Mn"
1 79,9 + 8,15 42345 + 3729 941 =311 124589 = 14574 75572 £ 15196 1053 £16,1
2 71,5+ 10,7 20158 + 357 608 + 87,1 114850 £ 12647 61219+ 7670 431+ 7,77
3 73,8 £24,2 38736 £ 1043 1567 + 836 156882 £36398 146984 + 3180 537 +23,2
4 98,1 £60,6 32814 + 12052 1616 =965 159671 £50085 129762 + 48614 236 +97,6
5 50,8 £ 10,2 67847 £ 732 1354 £ 137 151052 £ 13489 128320+ 2830  2175+47,0
6 52,6 £9,12 48774 + 487 882 + 905 220575 +£20268 60692 + 5548 542 + 11,7
7 109 +£10,4 26055 + 1244 1774 £89,2 101657 + 10431 53482 + 2665 443 + 7,93
8 85,0 £28,3 54012 £ 729 1449 + 707 117204 +£ 17863 113271 £11865 429 +33.,6
9 56,5+ 23,5 17423 + 429 1474 +£269 116920 + 7170 32480 + 687 636 + 30,5
10 36,8 + 3,72 21056 + 200 1174 £1218 251635 +£23366 79890 + 2137 473 £ 63,9
11 38,4 +7,53 28266 + 742 545 + 141 99184 + 6645 48506 + 5450 1668 + 7,07
12 444 +2 .85 71414 + 699 1264 + 137 160119 £ 12512 124449+ 61,7 1259 + 19,0
13 49,6 + 18,5 46171 + 1387 1150777 120356 + 15384 85947 + 6480 1880 + 62,4




14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
16,6+ 7,78
24,8+ 159
34,1+ 17,1
32,4 +9,33

162475 + 52715
13137 £ 321
33309+ 719
34234 + 651
67589 + 3162
25972 £263
20263 + 259
11771 =309
41379+ 716

249585 £ 6006
6728 £ 259
13368 + 543
21600+ 210

295755+ 12976
18279 + 355

100422 + 90354

165360 + 10352
105349 + 347

1433 £ 945
195 + 83,5
2194 £ 130
542 +£ 83,4
701 £ 115
1356 +440
376 £45,8
870 + 86,6
359 £ 58,3
2331 £ 1036
215+ 85,6
1232 £ 818
549 + 315
1714 £ 193
2284 £ 819
1244 + 335
1127 £443
562 £ 121

306316 +£ 164734 205422 + 67517

30166 + 4743
88878 £ 15293
64141 + 5325
67856 £ 15328
55186 + 5293
59631 + 6906
28612 £ 1469
83305 + 5271
223463 + 20968
43749 £ 10665
85449 + 6885
75807 += 7525
172451 + 23999
105816 + 49644
69696 + 7058
74322 + 8672
74111 + 9240

43033 £ 1723
64415 + 3027
78090 + 6278
133448 + 9296
59789 £ 1694
42955 £ 1812
26810 £ 2646
107727 £ 1935
310649 + 8349
13876 + 507
32489 + 926
51720 + 858
288757 = 6966
51016 + 3037
131568 + 12911
221473 + 14652
210672 £3122

6622 £ 456
205 +7,19
2023 £ 25,8
1047 £ 18,1
4452 £ 142
1206 £ 29,6
996 + 8,76
792 + 34,2
675 £ 1,67
9106 + 36,0
199 + 8,41
1624 +£ 37,3
876 £ 3,16
9319 £ 552
1741 £ 36,6
7886 + 758

12672 + 8057

10745+ 179




32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

41,7 + 7,88
25,7+ 1,51
202+ 6,17
18,0+ 10,9
24,5 + 6,47
19,2 £15,3
2,82 +1,31
<LOQ
20,1 +7,13
4,97 +2,71
5,90 £ 5,40
11,0+ 1,63
13,3 +£6,02
10,1 + 8,44
<LOQ
7,29 £ 1,08
1,60+ 1,11
12,1 +1,21

30394 + 868
25883 + 758
22542 £ 1182
24669 + 652
32243 + 1047
35376 £ 1514
19094 + 531
10183 £ 500
54165+ 6143
8641 £ 410
39627 + 207
31235+ 1980
35822 + 1312
20198 + 366
12766 + 1190
20227 £ 111
41684 + 859
15561 + 474

320 + 96,4
279 £ 92,1
175+ 15,2
479 £ 71,8
2673 + 13,8
8004 + 387
8078 + 990
15752 + 795
14888 + 1160
5772 £ 613
7660 + 510
6685 + 1168
7765 + 799
8413 + 467
8281 + 558
9031 + 719
7969 + 715
8033 £ 1112

78054 + 8767
100683 +£4038
55778 £ 1550
85971 + 12241
69672 + 4271
16221 £ 2772
1592 £ 871
16130 + 6514

233410 + 30752
115071 £ 16532
40835+ 11770

17582 + 3081
25420 £ 2579
2356 £ 1170
20762 + 4340
24646 + 2693
4088 + 952
1528 £ 129

78657 + 5076
37274 + 436
65106 £2054
48742 £ 1124
70568 + 3812
36848 + 3333
57997 £ 3992
22520 £ 1216
54699 + 6482
22596 = 1933
107777 +3618
92299 + 6930
81463 = 6169
52853 + 692
42658 £ 1318
86109 £ 1973
97113 £2296
74323 £ 4722

667 £6,01
839 + 6,62
2326 £ 112
3043 £ 67,9
2226 £45,6
6581 + 81,8
849 £26,3
573 £12,2
759 £41,8
1150 £ 74,0
3969 + 133
1327 £ 142
3451 £234
1229 £ 101
2239+ 12,4
1535 £8,81
847 £23,6
299 + 4,54




50
51
52
53
54
55
56
57
S8
59
60

1,09 £ 0,768
10,4+ 1,18
6,11+ 1,04
11,0 + 8,30

4,35 + 0,690
5,35+ 1,55
7,64+ 10,8
21,1 + 6,86

4,89 £ 0,757
1,90 £ 0,625

5,89 + 0,631

32965 + 570
15119 £252
10586 + 112
17898 + 253
16697 + 418
27113 £ 1211

90140 + 10291
155958 £ 11176

41707 + 4633

113502 £ 5156

0838 +£ 392

7953 +£243
8003 + 590
7062 + 430
8462 + 939
7969 + 751
8685+ 372
6850 + 543
7586 + 624
6730 =963
8137 £ 767
8076 = 573

26004 £ 5765
11379 £ 7838
38562 + 1780
11456 + 3004
17614 + 1944
12798 + 1432
34775 + 6321
69571 +£ 7057
23310 £ 2266
16326 + 1276
31960 + 11473

65528 + 3401
50399 £ 1501
76707 + 5023
105676 + 4248
35115 +2900
91383 £ 6121
105384 + 28320
127039 + 35982
67938 + 8145
105281 + 2085
35830+ 1791

2427 + 60,7
1248 + 12,1
653 +£27.4
1970 £ 16,3
1083 42,2
167 £ 16,8
2853 £ 753
3468 +£ 1032
2054 £ 153
4359 + 240
1862 + 82,6




Tabela 2. Teores médios e desvios padrio para Fe, Cu, Zn, Ba e Pb (ug kg') em amostras de méis.

Amostras Spe’ SCu’ %Zn* D8Ba* H6pp* Wpp*
1 1353 +£269 2977+76,0 1174+126 142+4,14 <LOQ <LOQ
2 1527 +438  203+27.1 1708+349  124+62,7 <LOQ <LOQ
3 1323+ 108  293+10,5 1985+276  394+459 <LOQ <LOQ
4 1955+ 1226  385+104 2365+782 19,7+7,14  6,11+1,93 <LOQ
5 1180+ 85,4 269+26,6 2123+924  755+383 <LOQ <LOQ
6 785+ 445  3533+532 1048102 28.8+17,14 7,79 +3,73 <LOQ
7 694+ 66,0  141+449  654+244  13,1+3,67 <LOQ <LOQ
8 1555+507  593+115  563+155 89,9+ 14,3 <LOQ <LOQ
9 801+769  442+304 1347+33,6 10,2+3,65 <LOQ <LOQ
10 12744 £2107 131+21,9  778+253  85,0+229 <LOQ <LOQ
11 954+29.6  384+449 981 +£121  415+46,0 <LOQ <LOQ
12 2186+158,3 319+1,90 2198+304 273+17.8 <LOQ <LOQ
13 971+ 65,7 237+6,20 1445+149  157+3,18 <LOQ <LOQ
14 3623 +£527  1086+358 3725+1174 537+71,1 <LOQ <LOQ
15 7885 + 262 <LOQ 231+ 185 50,6 +37,3 <LOQ <LOQ
16 1421+107  115+11,3 2420+368 3,99 + 16,3 <LOQ <LOQ




17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

4873 £ 106
672+ 110
1176 + 292
919 + 312
<LOQ
1386 + 157
2067 + 543
<LOQ
2063 + 126
427 58,5
8631 + 603
4560 + 326
1218 + 183
1183 + 366
425 + 104
194 + 106
73,9+ 12,4
407 + 82,4

68.8 + 8,33
104+ 11,0
156 + 74,3
52,6+7,16
2302 + 378
192 + 40,3
170 £ 4,11
245 +28.5
153 + 3,47
592+ 11,8
623 + 35,4
149 + 18,7
118 + 65,0
185+ 72,2
31,6 + 6,54
330 + 169
338+ 11,0
93,6+ 19,0

877 £ 167
978 £ 115
919 + 67,2
659 + 54,0
1373 + 166
1579 + 94,0
1077 + 83,5
764 £ 17,1
2071 + 77,6
1463 + 44,6
2044 + 241
1132+ 67,4
697 + 63,3
864 + 124
8087 + 1123
556 +211
611 + 32,3
1238 + 61,8

213+ 75,8
826 + 21,8
<LOQ
136 + 44,2
<LOQ
56,2 + 7,66
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2660 £+ 62,7
1390 + 28,0
5728 £ 364

135+ 79,7
103 £ 11,7
229+ 19,1
237 +23,1
115+ 74,9
147 £ 29,1
52,7+7,15
130+ 17,1
296 + 60,0
635 + 49,3
188 + 32,7
165+ 21,1
186 + 27,2
84,6 + 20,2
105 + 6,47
203 + 202
67,0 + 4,30
16,0+ 1,18

1548 212
1223 + 101
2233 + 68,0
916+ 169
688 + 350
1400 + 69,2
805 + 57,2
1620 = 11,1
1749 + 571
2504 + 935
1070 =211
709 + 173
706 + 102
499 + 168
2171 + 140
1124 + 180
1326 + 211
344+ 37,9

163 +57.8
<LOQ
115+ 193
<LOQ
<LOQ
277+ 572
<LOQ
1256 + 542
<LOQ
<LOQ
86,4 + 33,3
233+ 19,6
31,3+5,22
252+ 18,0
<LOQ
<LOQ
20,1 +24.9
<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ

<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ
<LOQ




53
54
55
56
57
58
59
60

1480 + 131
965 + 149
1422 + 188
1583 + 104
2510+ 135
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