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39. UHPLC-UV, cromatografia a líquido de ultra alta performance acoplada ao detector por 

ultravioleta, do inglês ultra-high performance liquid chromatography with ultraviolet 

detection  

40. VA-MSPD, dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex, do inglês vortex 
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RESUMO 
 

Título: Determinação de halogênios em algas comestíveis empregando a 
dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex e detecção por 
cromatografia de íons 
Autor: Maiara Helena de Melo Malinowski 

Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares 

 

Este estudo propõe, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método 

analítico empregando a dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex (VA-

MSPD) combinada com a extração alcalina de halogênios (F, Cl, Br e I) em amostras 

de algas comestíveis para posterior determinação por cromatografia de íons (IC). O 

método proposto foi avaliado utilizando a alga Nori (Porphyra spp.) e foi aplicado em 

algas do tipo Wakame (Undaria pinnatifida), Kombu (Laminaria ochroleuca) e Hijiki 

(Hizikia fusiformis). Na VA-MSPD, foi utilizada uma solução de (NH4)2CO3 50 mmol 

L-1 como solução extratora, 0,1 g de amostra, 1 g de areia e 5 min de maceração.O 

método foi linear dentro da faixa avaliada (R2 > 0,99) para todos os elementos e não 

foi observado efeito de matriz. Os limites de detecção (LOD) do método foram de 37, 

36, 26 e 39 µg g-1 para F, Cl, Br e I, respectivamente. A exatidão foi avaliada por 

meio de ensaios de recuperação (entre 92 e 108%), através da aplicação do método 

em materiais de referência certificados de folhas de maçã (NIST 1515) e folhas de 

pêssego (NIST 1547) (com concordâncias de 101% e 97% com os valores 

certificados, respectivamente) e através da comparação dos resultados com os 

obtidos por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) 

após combustão iniciada por micro-ondas (MIC), onde não foi verificada diferença 

significativa entre os resultados. O método proposto mostrou-se eficiente para a 

extração de halogênios em diferentes espécies de algas, apresentando vantagens 

como simplicidade e baixo custo, além do emprego de um material oriundo de fontes 

renováveis como suporte sólido (areia), contribuindo com os princípios da Química 

Analítica Verde. 

Palavras-chave: Halogênios, algas comestíveis, VA-MSPD, cromatografia de íons.
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ABSTRACT 
 

Title: Determination of halogens in edible seaweed employing the vortex 
assisted-matrix solid-phase dispersion and detection by ion chromatography 
Author: Maiara Helena de Melo Malinowski 

Advisor: Prof. Dr. Bruno Meira Soares 

 

This study proposes, for the first time, the development of an analytical 

method using the vortex assisted matrix solid-phase dispersion (VA-MSPD) 

combined with alkaline extraction of halogens (F, Cl, Br and I) in edible algae for 

further determination by ion chromatography (IC). The proposed method was 

evaluated by using Nori seaweed (Porphyra spp.) and applied to Wakame (Undaria 

pinnatifida), Kombu (Laminaria ochroleuca) and Hijiki (Hizikia fusiformis) samples. In 

the VA-MSPD a solution of 50 mmol L-1 (NH4)2CO3 was used as extracting solution, 

0.1 g of sample, 1 g of sand, and 5 min of maceration. The method was linear within 

the evaluated range (R2 > 0.99) for all elements and no matrix effect was observed. 

The detection limits (LOD) of the method were 37, 36, 26, and 39 µg g-1 for F, Cl, Br, 

and I, respectively. The accuracy was evaluated by recovery tests (between 92 and 

108%) and analysis of certified reference materials for apple leaves (NIST 1515) and 

peach leaves (NIST 1547) (with 101% and 97% agreement with the certified values, 

respectively). Comparing the results with those obtained by mass spectrometry with 

inductively coupled plasma (ICP-MS) after microwave-induced combustion (MIC), no 

significant difference was found between the results. The proposed method proved to 

be efficient for the extraction of halogens in different algae species, showing 

advantages such as simplicity and low cost, combined to the use of a material from 

renewable sources as a solid support (sand), contributing to the principles of Green 

Analytical Chemistry. 

Keywords: Halogens, edible seaweed, VA-MSPD, ion chromatography. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 

 

As algas são organismos fotossintéticos que habitam diversos ambientes e 

desempenham uma série de papéis ecológicos, sendo objeto de pesquisas para 

uma gama de aplicações, desde remediação de águas residuais, produção de 

biocombustíveis, aplicações terapêuticas e na indústria de cosméticos (GULERI e 

TIWARI, 2020). Entre muitos aspectos, as algas são ideais para a nutrição humana, 

pois contêm especialmente minerais e vitaminas, além de proteínas, iodo e ácidos 

graxos poli-insaturados essenciais (PEREIRA, 2011; PEREIRA, 2020). 

As algas fazem parte da dieta nutricional, sendo consumidas em diversos 

países. A importância de determinar halogênios em algas se deve pelo fato desses 

elementos apresentarem efeitos que podem ser essenciais à saúde humana, 

enquanto que concentrações elevadas podem causar efeitos adversos, ocasionando 

problemas à saúde. Diante da importância relacionada à determinação de 

halogênios em alimentos, técnicas de quantificação como a cromatografia de íons 

(IC) (RONDAN et al., 2019), o eletrodo íon seletivo (ISE) (MENDES et al., 2020), a 

espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) 

(PICOLOTO et al., 2015), a espectrometria de massa com plasma indutivamente 

acoplado (ICP-MS) (RONDAN et al., 2018) e a espectrometria de absorção 

molecular de alta resolução com fonte contínua com vaporização em forno de grafite 

(HR-CS GF MAS) (MACHYŇÁK et al., 2016) têm sido reportadas na literatura. 

Entretanto, a maioria destas técnicas necessita da aplicação de uma etapa de 

preparo de amostras para converter os halogênios em sua forma livre e eliminar 

possíveis interferências. 

Os métodos de preparo de amostras nessas matrizes requerem a destruição 

da matéria orgânica com a decomposição completa da matriz ou a extração das 

espécies iônicas em uma fase aquosa (FRENZEL e MICHALSKI, 2016). Métodos de 

preparo de amostra empregando extração alcalina (CAO et al., 2016), bomba de 

combustão, sistema Trace O-mat, frasco de Schöniger (MESKO, 2008), piroidrólise 

(TAFLIK et al., 2012) e a combustão iniciada por micro-ondas (MIC) (MESKO et al., 
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2020) são alguns exemplos que têm sido empregados para a determinação de 

halogênios em alimentos. Entretanto, dependendo do método aplicado, algumas 

dificuldades podem ser observadas para a determinação de halogênios, como a 

perda dos analitos por volatilização e os riscos por contaminação (ANTES et al., 

2010). Além disso, alguns métodos necessitam de instrumentação específica de 

custo relativamente elevado. 

A tendência da Química Analítica é o desenvolvimento de métodos simples, 

pouco morosos, que sejam capazes de reduzir o consumo de reagentes e que 

possuam um número reduzido de etapas (CAPRIOTTI et al., 2015; WIANOWSKA e 

GIL, 2019). Nesse sentido, a dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) pode ser 

uma alternativa interessante para ser utilizada como método de preparo de amostras 

visando a posterior determinação de halogênios. Suas características incluem 

simplicidade, custo relativamente baixo e robustez em comparação com outros 

métodos de preparo de amostras (CAPRIOTTI et al., 2015; CAO et al., 2016). Além 

disso, recentemente alguns estudos têm reportado a utilização de suportes sólidos 

verdes na MSPD, como materiais que estão disponíveis no ambiente, com eficiência 

comparável a suportes sólidos comerciais, possibilitando o isolamento seletivo de 

uma variedade de compostos em diferentes matrizes, incluindo tecidos de plantas e 

animais (WIANOWSKA e GIL, 2019). Suportes sólidos verdes, como quitosana, terra 

diatomácea e casca de mexilhão têm demonstrado eficiência para a extração de 

biocidas em amostras de peixes (VIEIRA et al., 2018). A areia também é eficiente 

como suporte sólido alternativo para extrair pesticidas em amostras de frutas e 

vegetais (SANTOS et al., 2019) e espécies de arsênio em frutos do mar (MOREDA-

PIÑEIRO et al., 2008). 

Devido a essas características, a MSPD tem sido utilizada em um grande 

número de aplicações visando a determinação de compostos orgânicos. No entanto, 

poucos estudos têm sido reportados na literatura a respeito da aplicação da MSPD 

para extração de elementos, especialmente os halogênios. Portanto, este trabalho 

propõe, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método analítico empregando a 

dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex (VA-MSPD) como método de 

preparo de amostras visando a determinação de F, Cl, Br e I em amostras de algas 

comestíveis por cromatografia de íons (IC).  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
  

2.1 Algas 
 

2.1.1 Aspectos gerais 
 

O termo “algae” aparece pela primeira vez em 1753, para designar uma 

categoria sistemática de plantas. Essa categoria reunia as algas, alguns líquens e 

briófitas. As algas constituem um grupo de organismos com ampla diversidade de 

formas, funções e estratégias de sobrevivência e que não tem origem monofilética. 

Podem ser classificadas como organismos fotossintéticos, que variam de 

unicelulares a pluricelulares. A ampla diversidade desses organismos inclui formas 

procarióticas, representadas pelas cianobactérias, bem como formas eucarióticas, 

englobando organismos autotróficos, heterotróficos e multicelulares (BICUDO e 

MENEZES, 2010). 

  As algas são encontradas em quase todos os lugares que possam lhes 

oferecer luz para a realização do processo de fotossíntese (EL GAMAL, 2010). São 

organismos predominantemente aquáticos, embora possam ser encontradas em 

ambientes tão diversificados como: areias do deserto, neve, troncos de árvores, pele 

de animais terrestres, paredes e solos úmidos. As algas aquáticas podem ocorrer 

em água doce, estuarina, marinha ou hipersalina. Algumas podem tolerar uma 

grande variação de salinidade e temperatura. Nestes ambientes aquáticos as algas 

são as principais produtoras de matéria orgânica (produtores primários), servindo de 

alimento aos consumidores primários (herbívoros) (GUERRA et al., 2011). 

  As algas podem ser classificadas quanto ao tamanho em dois principais 

grupos, as microalgas (microscópicas) e as macroalgas (macroscópicas) (EL 

GAMAL, 2010; SASSO et al., 2012; PEREIRA, 2016). As microalgas podem 

apresentar dimensões a partir de 3 µm e as macroalgas podem atingir vários metros 

de comprimento. 

  O longo comprimento das macroalgas deve-se a algumas hastes presentes 

nessas algas que podem atingir até 65 m, além de exibir um alto grau de 
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complexidade e organização dos tecidos. Estas algas constituem a base da cadeia 

alimentar marinha sustentando várias comunidades de animais bentônicos 

(invertebrados, como alguns ouriços-do-mar e/ou gastrópodes e vertebrados como 

peixes herbívoros) e que também acabam encontrando refúgio de predadores. Em 

relação as microalgas, estas constituem o fitoplâncton, vivendo em águas 

superficiais e suspensas na coluna de água, restritas a zona eufótica e 

eventualmente formando a base da cadeia alimentar marinha (PEREIRA, 2016). 

  A coloração característica das algas é devido a combinação dos diferentes 

pigmentos fotossintéticos presentes nas células (MOURITSEN e MOURITSEN, 

2013; PEREIRA, 2016). As macroalgas têm cores extremamente variadas, porém 

todas elas possuem clorofila. Esses pigmentos estão localizados nos cloroplastos e 

são responsáveis pela cor verde da maioria das plantas (PEREIRA, 2016). Embora a 

classificação das algas tenha evoluído, estas são classificadas como pertencentes a 

três grupos principais com base em sua pigmentação dominante: marrom 

(Phaeophyceae), verde (Chlorophyta) e vermelho (Rhodophyta) (MOURITSEN e 

MOURITSEN, 2013). As algas verdes têm pigmentos a base de clorofila a, b e 

carotenoides, enquanto que as algas vermelhas possuem clorofila, carotenoides e 

algumas ficobilinas. Já os pigmentos das algas marrons são compostos por clorofila 

a, c e carotenoides (PEREIRA, 2016). 

 

2.1.2 Composição química 
 

  A composição das algas varia entre as espécies e também em resposta à 

fatores ambientais (BARBOT et al., 2016). Entre esses fatores destacam-se a 

localização geográfica, temperatura da estação, salinidade, luz e nutrientes 

(YOGANANDHAM et al., 2019; TURAN e CIRIK, 2018). Um exemplo da influência 

das mudanças sazonais na composição das algas pode ser observado nas 

macroalgas, que durante o período do verão produzem maiores quantidades de 

sólidos voláteis e açúcar, enquanto na primavera geram menos sólidos voláteis e 

mostram um maior teor de proteínas e minerais (BARBOT et al., 2016). 

   As algas marinhas são abundantes em minerais, micronutrientes, vitaminas, 

proteínas, iodo e ácidos graxos poli-insaturados essenciais, bem como uma 
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abundância de fibras alimentares solúveis e insolúveis, com poucas calorias 

(PEREIRA, 2020). O conteúdo dos minerais pode chegar a 40%, as algas acumulam 

íons metálicos presentes na água salgada e concentram essas substâncias na forma 

de sais (YOGANANDHAM et al., 2019). Conforme a Organização das Nações 

Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO), as algas contribuem muito para o 

valor nutricional devido a sua rica composição de macronutrientes (Na, Ca, Mg, K, 

Cl, S e P) e de micronutrientes (I, Fe, Zn, Cu, Se, Mo, F, Mn, B, Ni e Co), além de 

vitaminas (B12, A e K). (FERDOUSE et al., 2018). 

  No que se refere ao estudo do valor nutricional e funcionalidade das 

microalgas, destacam-se a cianobactéria Spirulina e as clorófitas Dunaliella e 

Chlorella. A Spirullina é utilizada como fonte de proteínas, pois possui todos os 

aminoácidos essenciais; o ácido gamalinolênico, um ácido graxo usado para tratar e 

prevenir a osteoporose, além da ficocianina, um corante natural utilizado em 

indústrias alimentícias e vitamina B12. A Chlorella é outra microalga rica em 

proteínas, sais minerais e vitaminas B, C, A e E e é utilizada também no tratamento 

de úlceras e como antioxidante para combater radicais livres. A Dunaliella é rica em 

β-caroteno, precursor da vitamina A. 

  Apesar das suas propriedades benéficas, as algas também podem apresentar 

alguns aspectos negativos. O primeiro é que algumas algas ou os seus produtos são 

tóxicos para os animais, como é o caso de envenenamento de animais em cultivo 

pela cianofícea Microcystis. A cianofícea Lyngbya pode atuar como causadora de 

um tipo de dermatite de contato (GUERRA et al., 2011). Outro fato que merece 

atenção é que as algas podem mudar a cor da água na medida em que crescem em 

abundância, o que pode prejudicar significativamente o uso recreativo dos sistemas 

aquáticos. As toxinas de algas verde-azuladas estão contidas nas células vivas e 

serão liberadas por decomposição celular. A eutrofização é uma preocupação 

fundamental no manejo de todos os corpos d'água e alguns estudos têm sido 

desenvolvidos em lagos, para prever os efeitos da carga de nutrientes na biomassa 

fitoplanctônica. A proliferação de algas verde-azuladas é um risco ambiental que 

prejudica a qualidade da água em lagos, reservatórios e rios (OMAR, 2010). Cabe 

destacar ainda que, a eutrofização dos corpos d’água cobertos por uma espessa 

massa de algas filamentosas, provoca uma barreira entre a água e a atmosfera, que 
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especialmente à noite, desenvolve uma condição anaeróbica provocando a morte de 

animais por falta de oxigênio (GUERRA et al., 2011). 

 

2.1.3 Aplicações 
 

  Os países asiáticos, especialmente a China e o Japão, são conhecidos por 

serem grandes consumidores de algas marinhas. No entanto, as algas passaram a 

ser utilizadas em uma diversidade de países com diferentes finalidades (LEANDRO; 

PEREIRA; GONÇALVES, 2020). Devido ao seu grande valor nutricional, as algas 

podem ser usadas, direta ou indiretamente, para nutrição humana e animal (gado) 

ou agricultura (biofertilizantes) (PEREIRA, 2016). Muitas espécies de algas, 

principalmente marrons e vermelhas são utilizadas na alimentação humana e uma 

das mais importantes é a Porphyra spp., conhecida como Nori, sendo largamente 

cultivada para utilização na culinária oriental, especialmente no preparo de sushi e 

temaki (GUERRA et al., 2011). Algumas das algas marrons utilizadas como 

alimentos são a Wakame, Kombu e Hijiki (SHANNON e ABU-GHANNAM, 2019). 

Para o consumo humano são utilizadas como suplemento nutricional, devido aos 

elevados teores de proteínas, polissacarídeos e conteúdo de vitaminas. Além disso, 

algumas espécies destacam-se por apresentar características econômicas de 

interesse para a indústria.  

  Dentre as diversas aplicações, destaca-se a sua utilização na indústria 

farmacêutica, pois algumas espécies produzem compostos bioativos como 

antioxidantes e antibióticos. Por serem organismos fotossintéticos e possuir clorofila, 

podem ser usadas como alimentos e em cosméticos (SIMÕES et al., 2016). Além 

disso, outros estudos indicam o uso das algas para o fornecimento alternativo de 

energia renovável (ANSARI et al., 2020; MO et al., 2015; DASAN et al., 2019). Estes 

organismos possuem óleos ou lipídios que podem ser extraídos e convertidos em 

biocombustíveis (SIMÕES et al., 2016; ANSARI et al., 2018). Algumas aplicações 

biotecnológicas das algas podem ser observadas na Figura 1. 
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Figura 1. Algumas aplicações biotecnológicas das algas. 

 
  As microalgas sofrem influência das variações nas condições ambientais 

(ROSSI et al., 2020). Devido a este comportamento, é possível controlar a 

composição bioquímica e o crescimento de algas, com foco em compostos 

específicos e altas produtividades (CHOUDHARY et al., 2020). A microrremediação 

é uma das aplicações de micro e macroalgas no tratamento de resíduos e águas 

residuais (PHANG et al., 2015). O potencial de remediar águas residuais é devido ao 

seu mecanismo e estratégia de adaptação, podendo utilizar macro e micro nutrientes 

das águas residuais e assimilá-los em sua biomassa (MARELLA et al, 2020). A 

biomassa por sua vez, pode ser utilizada como fonte de produção de 

biocombustíveis, cosméticos, produtos químicos, alimentos para humanos e animais, 

bem como gerar compostos de valor agregado (CHEW et al., 2017; WANG et al., 

2015). Assim, as algas podem servir como indicador da qualidade da água e 

monitoramento ecológico para avaliar o status ambiental (OMAR, 2010), além de 

oferecer uma abundância de compostos bioativos que fornece potenciais 

bioquímicos e fisiológicos únicos. Um destes potenciais é o antienvelhecimento, pois 

são ricas em concentração de caroteno e vitamina E, que auxiliam na prevenção do 
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câncer e no envelhecimento prematuro da pele, além da estimulação do sistema 

imunológico (GULERI e TIWARI, 2020). 

 

2.2. Halogênios 
 

2.2.1 Propriedades 
 

  Os halogênios são não metais pertencentes ao grupo 7 da tabela periódica. 

Cada átomo apresenta configuração eletrônica ns2np5, com um elétron a menos que 

o gás nobre subsequente. Os elementos deste grupo apresentam propriedades 

semelhantes entre si, mas mudam à medida que aumenta o número atômico 

(HOLMAN e STONE, 2001). A similaridade está relacionada com o arranjo de 7 

elétrons na camada externa da estrutura atômica de cada um dos elementos do 

grupo. Em solução aquosa, os halogênios formam íons negativos simples, 

chamados de halogenetos. Esses íons formam facilmente compostos iônicos com 

praticamente todos os metais. Com exceção do flúor, os halogênios podem formar 

íons negativos poliatômicos ou complexos (HALKA e NORDSTROM, 2010). 

   A alta eletronegatividade é uma das principais características dos halogênios, 

sendo o flúor o elemento de maior eletronegatividade deste grupo (GREENWOOD e 

EARNSHAW, 2012). Devido à sua alta eletronegatividade, os átomos dos 

halogênios possuem uma alta afinidade eletrônica (HALKA e NORDSTROM, 2010). 

As principais propriedades dos halogênios estão descritas na Tabela 1. 

  Os halogênios formam moléculas diatômicas voláteis, nas quais as 

temperaturas de fusão (Tf) e ebulição (Te) aumentam com o número atômico (LEE, 

1999). O flúor é um gás que condensa em um líquido amarelo pálido (Te = -187 °C) e 

o cloro é um gás amarelo esverdeado (Te = -35 °C). Já o bromo apresenta-se como 

um líquido castanho-avermelhado (Te = 59 °C) que no estado gasoso adquire 

coloração alaranjada e o iodo é um sólido cinza-escuro, que sublima rapidamente 

sem se liquefazer, a pressão atmosférica e entra em ebulição a 183 °C (RUSSEL, 

1994). Os halogênios têm poucos isótopos que ocorrem naturalmente. O cloro 

possui dois isótopos naturais, o 35Cl (75,77%) e o 37Cl (24,23%), assim como o 
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bromo, com o 79Br (50,69%) e o 81Br (49,31%). O flúor (19F) e o iodo (127I) possuem 

apenas um isótopo natural. 

 

Tabela 1. Propriedades físico-químicas dos halogênios. 

Propriedades F Cl Br I 

Número atômico 9 17 35 53 

Número de isótopos 1 2 2 1 

Massa atômica (u) 19,00 35,45 79,90 126,9 

Configuração eletrônica [He]2s22p5 [Ne]3s23p5 [Ar]3d104s24p5 [Kr]4d105s25p5 

Temperatura de fusão (°C) -223 -102 -7,3 114 

Temperatura de ebulição (°C) -187 -35 59 183 

Afinidade eletrônica (kJ mol-1) 332,6 348,7 324,5 295,3 

Energia de ionização (kJ mol-1) 1680,6 1255,7 1142,7 1008,7 

Eletronegatividade 4,1 2,8 2,7 2,2 
 

   

2.2.2 Aspectos gerais, ocorrência e abundância 
 

  Os compostos contendo halogênios desempenharam um papel importante no 

desenvolvimento da química experimental e teórica. O nome "halogênio" foi 

introduzido por JSC Schweigger em 1811 para descrever a propriedade do cloro em 

combinar-se com metais para formar sais (GREENWOOD e EARNSHAW, 2012).  

  Devido à sua reatividade, os halogênios não ocorrem no estado elementar 

livre, mas são difundidos e abundantes na forma de seus íons (LEE, 1999; 

GREENWOOD e EARNSHAW, 2012; DOWNS e ADAMS, 2017). Contudo, são 

encontrados na crosta terrestre na forma de compostos, com exceção do astato (At) 

que é radioativo e tem meia vida curta. O F e o Cl são os elementos razoavelmente 

abundantes, enquanto que o Br e o I são relativamente raros (LEE,1999). 

  O flúor é o 13º elemento em abundância nas rochas da crosta terrestre, 

ocorrendo em concentrações de aproximadamente 544 mg kg-1 (GREENWOOD e 

EARNSHAW, 2012). A principal fonte de F é um mineral conhecido como fluorita 

(CaF2). Entretanto, outro mineral bastante conhecido é a fluorapatita 
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[3(Ca(PO4)2.CaF2], amplamente utilizada como matéria-prima para obtenção de 

fósforo (LEE,1999).   

  O cloro é o 20º elemento mais abundante nas rochas, ocorrendo na 

concentração de aproximadamente 126 mg kg-1, enquanto que o bromo é o 46º, 

ocorrendo na concentração de aproximadamente 2,5 mg kg-1 (GREENWOOD e 

EARNSHAW, 2012). A maior fonte natural de Cl e Br é o mar, considerando que de 

1 a 9% do Cl encontra-se na forma de cloreto de sódio (NaCl) e aproximadamente 

0,0065% é a concentração de Br. As salmouras naturais são uma fonte significativa 

de Cl e a principal fonte de Br (DOWNS e ADAMS, 2017). O composto mais 

abundante a base de cloro é o NaCl, o qual parte é minerado como sal-gema (NaCl) 

acompanhado de KCl e de MgCl2, e outra parte é obtida pela evaporação da água 

do mar ao sol. A água do mar contém em média aproximadamente 15000 ppm de 

NaCl (LEE,1999). Por outro lado, a quantidade de fluoretos na água do mar é muito 

baixa, em torno de 1,2 ppm devido à grande concentração do íon cálcio (Ca2+) e à 

insolubilidade do fluoreto de cálcio (CaF2) (LEE,1999; GREENWOOD e 

EARNSHAW, 2012). 

  O iodo também ocorre como iodato (IO3
-) e é o elemento consideravelmente 

menos abundante entre os halogênios, sendo o 60º em ordem de ocorrência, na 

concentração de aproximadamente 0,46 ppm nas rochas terrestres (GREENWOOD 

e EARNSHAW, 2012). Este elemento está presente na água do mar em pequenas 

concentrações (~0,05 ppm), mas são absorvidos e bioacumulados pelas algas 

marinhas. As cinzas das algas marinhas foram a primeira fonte comercial de iodo, 

mas a descoberta de outras fontes, como as salmouras naturais com elevadas 

concentrações de íons iodeto (I-), tornou-se mais conveniente (LEE,1999; DOWNS e 

ADAMS, 2017). Apesar de serem substituídas, as algas marinhas continuam sendo 

usadas para a obtenção de iodo no Japão. Adicionalmente, ostras, esponjas e 

alguns peixes também podem bioacumular iodo em seus sistemas. Os íons I- e IO3
- 

na água do mar entram no ciclo metabólico da maior parte da flora e fauna marinhas 

(DOWNS e ADAMS, 2017).  
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2.2.3 Saúde e metabolismo 
 

2.2.3.1 Flúor 
 

  O íon fluoreto é um elemento crucial na nutrição humana (LA GUARDIA e 

GARRIGUES, 2015). A ingestão de fluoreto em baixas concentrações tem efeitos 

benéficos na redução da incidência de cárie dentária, fortalecendo o esmalte dos 

dentes. Para a prevenção de deficiências de flúor algumas ações de saúde pública 

incluem a utilização da fluoretação da água potável ou, quando isso não é possível, 

através da fluoretação do sal ou do leite e através do uso de produtos para cuidados 

dentários que contenham fluoreto (WHO, 2002; WHO, 2019). Na água potável, o 

flúor é considerado um componente benéfico em níveis de cerca de 0,7 mg L- 1. No 

entanto, efeitos negativos também podem ser observados após exposição 

prolongada a altas concentrações de fluoreto, como danos ao sistema esquelético 

(fluorese esquelética), interferência na função renal, além de prejudicar o 

aprendizado e a memória (LA GUARDIA e GARRIGUES, 2015). O valor de 

referência para o flúor na água fluoretada não se deve exceder a concentração de 

1,5 mg L-1, com base no risco de fluorose dentária e fluorose esquelética em níveis 

progressivamente mais altos de ingestão. Concentrações na faixa de 1,5 a 4 mg L-1 

resultam em fluorose dentária, valores mais altos (entre 4 e 10 mg L-1) podem causar 

fluorose esquelética (KRAWCZYK-CODA e STANISZ, 2017). A ingestão de 

concentrações iguais ou superiores a 5,0 mg kg-1 corporal corresponde à dose 

provavelmente tóxica (BRASIL, 2009). 

  A água potável ainda é a principal fonte de ingestão desse elemento desde 

que a maioria dos alimentos possui baixas concentrações de flúor, com exceção de 

peixes marinhos, lagosta, caranguejo, camarão e alguns chás. A absorção de 

fluoreto presente em alimentos é cerca de 50 a 80% em comparação a absorção por 

ingestão de água potável. O fluoreto ingerido a partir de alimentos e água é 

absorvido eficientemente no estômago e no intestino delgado se não houver 

regulação. Se ingerido em grandes quantidades, o corpo pode ser submetido a 

intoxicação por fluoreto (LA GUARDIA e GARRIGUES, 2015). 
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2.2.3.2 Cloro 
 

  O cloreto é o principal constituinte da água do mar (SAIZ-LOPEZ e VON 

GLASOW, 2012). No corpo humano, o cloreto possui uma função reguladora do 

equilíbrio ácido-base, sendo um constituinte do ácido estomacal e um regulador do 

equilíbrio hídrico entre o sangue, o fluido tecidual e as células (ENSMINGER e 

ENSMINGER, 1993). 

  O cloreto é um constituinte normal do fluido extracelular (entre células) e não 

intracelular (dentro das células). No entanto, nos eritrócitos (glóbulos vermelhos), o 

cloreto atravessa a membrana celular rapidamente para estabelecer um equilíbrio 

entre o conteúdo celular e os fluidos extracelulares para ajudar a minimizar as trocas 

de fluidos. A capacidade do cloreto de passar rapidamente dos eritrócitos para o 

plasma sanguíneo (conhecido como desvio de cloreto) aumenta a capacidade do 

sangue de transportar grandes quantidades de dióxido de carbono aos pulmões. O 

cloreto também é necessário para a produção de ácido clorídrico pelo estômago. 

Esse ácido é necessário para a absorção adequada da vitamina B12 e ferro, para a 

ativação da enzima que decompõe o amido e para suprimir o crescimento de micro-

organismos que entram no estômago com a alimentação (ENSMINGER e 

ENSMINGER,1993). O conteúdo de cloreto no tecido humano é de 1,1 g kg-1 de 

peso corporal e a concentração plasmática varia de 98 a 106 mmol L-1 (BELITZ e 

GROSCH, 2013). 

  As doses diárias de Cl seguras e adequadas variam em função da idade, para 

crianças até 6 meses o valor recomendado é de 180 mg, de 6 meses até 1 ano, o 

recomendado é 300 mg, já para crianças e adolescentes de 1 até 18 anos o valor 

adequado varia na faixa de 350 até 750 mg. Para adultos acima de 18 anos o valor 

adequado é de 750 mg. Deficiências graves podem resultar em alcalose (excesso de 

álcalis no sangue), caracterizada por falta de ar, câimbras musculares, falta de 

apetite e, ocasionalmente, convulsões. É importante salientar, que o excesso de 

íons cloreto no organismo é improvável quando os rins estão funcionando 

adequadamente (ENSMINGER e ENSMINGER, 1993). 
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2.2.3.3 Bromo 
 

  O bromo tem um mecanismo de ação desconhecido. Este elemento é 

considerado não essencial para a saúde, pois acredita-se que, as espécies 

bromadas, especialmente o íon bromato, BrO3
-, é cancerígeno (ROMARÍS-HORTAS 

et al., 2012). 

  A atuação do bromo no desempenho de qualquer função essencial em 

animais, plantas ou micro-organismos ainda não tem sido conclusivamente 

demonstrada (PAVELKA, 2012). Existem incertezas quanto ao papel fisiológico do 

bromo no corpo humano, pois não há consenso sobre a sua necessidade para 

manter uma boa nutrição ou uma vida saudável (DOLPHIN et al., 2013), mas alguns 

estudos têm associado o excesso ou a deficiência desse elemento a distúrbios em 

humanos (MESKO et al., 2016). No entanto, a organização mundial da saúde 

recomenda a ingestão de 0,4 mg kg-1 de bromo por dia (WHO, 2018). 

  Alguns estudos têm reportado a presença de Br em tecidos humanos de 

indivíduos que consomem alimentos marinhos em sua dieta, tendo em vista que o Br 

de origem marinha poderia entrar no corpo humano por diferentes vias. O consumo 

de alimentos de origem marinha, plantas e/ou animais terrestres que vivem nas 

proximidades de uma fonte marinha de Br, pode ser responsável pelos níveis 

elevados de Br nos tecidos humanos (DOLPHIN  et al. 2013). 

  O brometo inorgânico (Br-) é a forma iônica do bromo, o qual pode exercer 

efeitos observados por alguma interferência na ação de outros halogênios, como o 

cloreto e iodeto. Na glândula tireoide, ao contrário de outros órgãos e tecidos, o 

comportamento biológico do brometo é mais semelhante ao comportamento 

biológico do iodeto, e não do cloreto (PAVELKA, 2012). O bromo pode reduzir a 

absorção de iodo pela tireoide, de modo a inibir competitivamente a absorção de 

iodeto pela glândula (PAVELKA, 2004; PAVELKA, 2009). 

 
 
2.2.3.4 Iodo 
  

  O iodo é um micronutriente essencial para o organismo humano, sendo um 

componente fundamental dos hormônios tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina 
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(T4) (BRASIL, 2006; CARVALHO e DUPUY, 2017; LA GUARDIA e GARRIGUES, 

2015). A maior concentração de iodo no corpo humano está presente na glândula 

tireoide, a qual contém de 70 a 80% do conteúdo total de iodo (de 15 a 20 mg) 

(WHO, 2019). As funções dos hormônios tireoidianos incluem o controle do 

crescimento, desenvolvimento e alguns processos metabólicos no corpo. Esses 

hormônios são necessários para o desenvolvimento físico e intelectual, o 

funcionamento dos músculos e tecidos nervosos, o sistema circulatório, a regulação 

do calor e da energia do corpo e o metabolismo de todos os nutrientes 

(LIMCHOOWONG et al., 2017). 

  A ingestão de iodo recomendada pela OMS é de 150 µg dia-1 para adultos e 

adolescentes a partir de 13 anos, 200 µg dia-1 para mulheres durante a gravidez e 

lactação, 120 µg dia-1 para crianças de 6 a 12 anos e 90 µg dia-1 para crianças de 0 

a 59 meses de idade (WHO, 2004; RISHER e KEITH, 2009). 

  A deficiência de iodo na nutrição humana resulta em distúrbios de deficiência 

de iodo (IDDs), como o hipotireoidismo, que ocorre quando a produção do hormônio 

pela tireoide está abaixo do normal. Por outro lado, um excesso de hormônios 

ocasiona o hipertireoidismo (WHO, 2004). A deficiência de iodo pode levar a várias 

anormalidades clínicas, incluindo retardo mental, surdez, crescimento atrofiado e 

problemas neurológicos (LIMCHOOWONG et al., 2017). 

  O iodeto pode ser adicionado ao sal de cozinha (100 µg de iodeto de potássio 

por grama de cloreto de sódio) para garantir uma ingestão adequada de iodo (WHO, 

2019). Entre os principais alimentos ricos em iodeto, destacam-se os alimentos de 

origem marinha como frutos do mar (200-1000 µg kg-1) e as algas marinhas (0,1-

0,2% em massa).  

 

2.3 Técnicas analíticas empregadas na determinação de halogênios 
 

Entre as principais técnicas analíticas que têm sido empregadas para a 

determinação de halogênios em diferentes matrizes destacam-se as 

espectrométricas, as potenciométricas e as cromatográficas. Dentre os métodos 

existentes na literatura, a determinação pode ser realizada usando tanto a análise 
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direta da amostra sólida ou após o emprego de um método de preparo de amostras 

a fim de introduzir a amostra no instrumento na forma de solução. 

Entre as técnicas de análise direta de amostras sólidas destacam-se a análise 

por ativação neutrônica (NAA) (HOU et al., 1997; HOU e YAN, 1998; HOU et al., 

1998), a fluorescência de raios-X de reflexão total (TXRF) (DIMITRAKAKIS et al., 

2009; VANDER HOOGERSTRAETE et al., 2014) e a espectrometria de absorção 

molecular de alta resolução com fonte contínua com vaporização em forno de grafite 

com amostragem de sólidos (SS-HR-CS GF MAS) (FLÓREZ e RESANO, 2013; 

BECHLIN et al., 2017; CACHO et al., 2018).  

Entre as técnicas analíticas que demandam a análise da amostra na forma de 

solução destacam-se as titulométricas (KÜHN et al., 1998), a potenciometria com 

eletrodo de íon-seletivo (ISE) (KÜHN et al., 1998; GANJALI et al., 2006; FLORES et 

al., 2008; ANTES et al., 2010; HOFMANN et al., 2016; PICOLOTO et al., 2019), a 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (HOU et al., 

1998; FLORES et al., 2008; MESKO et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; ANTES et 

al., 2010; MESKO et al., 2014; HOFMANN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2017), 

a espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) 

(FLORES et al., 2008; ANTES et al., 2010; DRUZIAN et al., 2019), a cromatografia a 

líquido de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa com plasma 

indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) (ROMARÍS-HORTAS et al., 2012), a 

cromatografia a líquido de alta eficiência com detecção por ultravioleta (LC-UV) 

(NITSCHKE e STENGEL, 2015), a cromatografia de íons com detecção por 

condutividade (IC-CD) (KÜHN et al., 1998; FLORES et al., 2008; PEREIRA et al., 

2008; HOFMANN et al., 2016), além da cromatografia de íons com detecção por 

espectrometria de massa (IC-MS) (MESKO et al., 2020). Técnicas como ICP OES, 

ICP-MS e SS-HR-CS GF MAS, são capazes de fornecer menores LODs quando 

comparadas com as técnicas cromatográficas, especialmente a IC. Entretanto, essas 

técnicas utilizam instrumentação de custo relativamente elevado quando comparada 

com a cromatografia de íons, que apresenta baixo custo de aquisição e manutenção 

e, dependendo da concentração dos analitos nas amostras, podem ser interessantes 

para a determinação de halogênios.  
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Neste sentido, a técnica de IC, em especial a IC-CD, é uma alternativa para a 

determinação de halogênios, apresentando algumas vantagens que incluem 

determinações simultâneas de íons, baixa quantidade de amostra necessária para a 

análise, a opção de vários modos de detecção, boa seletividade e sensibilidade 

(dependendo do sistema de detecção) (MICHALSKI et al., 2020). 

 

2.3.2 Cromatografia de íons 
 

2.3.2.1 Histórico 
 

A cromatografia de íons é resultado da fusão de duas áreas de 

desenvolvimento da química: a cromatografia e a troca iônica. O trabalho de Adams 

e Holmes (1935) foi um marco importante, pois foram os primeiros a demonstrar a 

possibilidade de trocadores de íons baseados em polímeros orgânicos, a partir da 

reação de fenóis e derivados com formaldeído. Além dos avanços na separação, 

outro acontecimento importante para o sucesso da cromatografia foi o 

desenvolvimento simultâneo de detectores automatizados (SMALL, 2013). No 

entanto, haviam problemas de detecção para a análise de muitos íons inorgânicos 

devido à falta de um detector universal.  

Após alguns anos, no final de 1971 foram iniciadas as primeiras pesquisas a 

fim de utilizar a detecção condutométrica como meio universal de quantificação de 

íons inorgânicos e orgânicos. Esse trabalho foi desenvolvido por Small, Stevens e 

Bauman, mas foi apenas em 1975 que o primeiro relatório da pesquisa foi divulgado 

pelos autores (SMALL, 2013). Nesta data, a cromatografia de íons foi introduzida 

como um novo método analítico, evoluindo de um esquema de detecção para alguns 

ânions e cátions inorgânicos para uma técnica analítica versátil capaz de determinar 

uma diversidade de espécies iônicas (WEISS, 2016). 

A análise de íons inorgânicos utilizando a detecção por condutividade 

apresenta duas vantagens. A primeira é que todos os íons são eletricamente 

condutores, de modo que a detecção por condutividade é universal. A segunda é 

que esses detectores são relativamente simples de construir e operar (HADDAD et 

al., 2003). Entretanto, a única limitação é a alta condutância dos eluentes, que foi 
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superada com uma coluna supressora posicionada após a coluna analítica trocadora 

de íons (SMALL, 2013; HADDAD et al., 2003; SKOOG et al., 2006). 

Ainda no início do ano de 1975, a Dow Chemical Company patenteou a nova 

técnica, concedendo a licença a Dionex Corporation para fabricar e comercializar o 

instrumento que ficou conhecido como cromatógrafo de íons e o primeiro 

cromatógrafo de íons foi apresentado no Simpósio da American Chemical Society 

(ACS) na cidade de Chicago (SMALL et al.,1975; SMALL, 2013). 

 

2.3.2.2 Princípio básico 
 

A cromatografia de íons é uma subdivisão da cromatografia líquida 

(COLLINS, et al., 2006). É uma técnica analítica utilizada para a separação e 

determinação de solutos iônicos por meio do equilíbrio de troca iônica (HADDAD e 

JACKSON,1990). O princípio básico fundamenta-se no mecanismo de troca iônica, 

onde a retenção dos analitos é baseada na atração eletrostática reversível entre os 

íons presentes na fase móvel e os grupos funcionais ionizáveis de carga oposta 

presentes na fase estacionária (LANÇAS, 2009). Na Figura 2, pode ser visualizado 

um esquema com os mecanismos da cromatografia iônica para a determinação de 

ânions e cátions, respectivamente. 

Os trocadores aniônicos normalmente são constituídos por grupos de amônio 

quaternário, enquanto que os trocadores catiônicos constituem grupos de ácido 

sulfônico (EITH et al., 2006). Os trocadores catiônicos, com sítios carregados 

negativamente, são utilizados na separação de  cátions, e os trocadores aniônicos, 

que têm sítios ativos carregados positivamente, são utilizados na separação de  

ânions. A fase móvel é, geralmente, uma solução iônica com propriedade 

tamponante, escolhida de forma a ser compatível com o tipo de trocador usado 

(COLLINS, 2006). Carbonato e/ou bicarbonato de sódio são os eluentes 

frequentemente utilizados para a separação de ânions, equanto que ácidos minerias, 

como o ácido clorídrico é o eluente comumente utilizado na separação de cátions 

(PAULL e MICHALSKI, 2018), conforme representado na figura 2. O íon do eluente 

origina o contra-íon de carga oposta nas proximidades do grupo funcional, tornando 

as cargas eletricamente neutras (EITH et al., 2006). 
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O processo de troca iônica ocorre na condição de equilíbrio, sendo a 

separação dos íons determinada por suas diferentes afinidades em relação aos 

grupos funcionais da fase estacionária (WEISS, 2016). Quando as amostras contém 

dois ou mais íons a serem separados, estes substituem os íons do eluente, ficando 

retidos por um determinado tempo na carga fixa antes que sejam novamente 

trocados pelo íon do eluente, que por sua vez promove a eluição desses íons (EITH 

et al., 2006). O íon presente na amostra que possuir menor afinidade pelo grupo 

funcional, se moverá mais rapidamente pela coluna, enquanto que o íon que possuir 

maior afinidade irá interagir de forma mais intensa com a fase estacionária, ficando 

mais tempo retido na coluna (FRITZ e GJERDE, 2009). 

 

2.3.2.3 Sistema cromatográfico 
 

A configuração básica do instrumento de cromatografia de íons é constituída, 

essencialmente, por um eluente (fase móvel), uma bomba de alta pressão, um 

amortecedor, um auto amostrador (válvula de injeção), uma pré-coluna (coluna 

guarda), uma coluna analítica, uma coluna supressora, um detector e um sistema de 

 

RESINA-N+ R3 E-  + A- ⇋ RESINA-N+ R3 A-  + E- 
RESINA-N+ R3 HCO3

− + Na+  A−  ⇋ RESINA-N+ R3 A− + Na+ HCO3
− 

TROCA ANIÔNICA 

 
RESINA-SO3

- E+  + A+ ⇋ RESINA-SO3
- A+  + E+ 

RESINA-SO3
- H+  + A+ Cl−  ⇋ RESINA-SO3

- A+ + H+ Cl− 
TROCA CATIÔNICA 

 
A: íons dos analitos       E: íons do eluente (HCO3

− /H+ ) 

Figura 2. Esquema dos mecanismos da cromatografia iônica para a determinação de ânions e 
cátions. 
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processamento de dados (BHATTACHARYYA e ROHRER, 2012). Na Figura 3, 

estão demonstrados os principais componentes de um cromatógrafo de íons. 

 
Figura 3. Principais componentes de um cromatógrafo de íons. 

 
Fonte: Adaptado de Metrohm. 

 

Na separação por troca iônica, o papel do eluente é competir pelos íons de 

interesse com os íons presentes na fase estacionária e separar a mistura dos íons 

de interesse em sinais bem definidos. O eluente usado na cromatografia de troca 

iônica geralmente consiste em uma solução aquosa de um sal adequado ou uma 

mistura de sais, com uma pequena porcentagem de solvente orgânico sendo às 

vezes adicionada. A mistura de sais pode ser uma solução tampão, ou um tampão 

separado pode ser adicionado ao eluente, se necessário (HADDAD e JACKSON, 

1990). Uma grande variedade de critérios pode ser utilizada para a escolha de um 

sistema de eluição adequado. Algumas características importantes devem ser 

consideradas na escolha do eluente, como: compatibilidade com o sistema de 

detecção; natureza química e concentração do íon presente no eluente; pH; 

capacidade tamponante, bem como o conteúdo de solvente orgânico 

(modificadores) (HADDAD e JACKSON,1990; EITH et al., 2006).  

A bomba impulsiona a fase móvel através do sistema cromatográfico (WEISS, 

2016). Para obter resultados cromatográficos reproduzíveis, a bomba deve ser 

completamente inerte, robusta e capaz de fornecer elevada precisão e exatidão. 

Normalmente, são empregadas bombas de pistão único ou duplo. Um amortecedor 
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de pulso é usado para suavizar o pico de pressão no pico do ciclo de bombeamento 

e para fornecer um fluxo de eluente quando a bomba está recarregando. A vazão do 

eluente é geralmente controlada pelo motor da bomba velocidade, embora existam 

algumas bombas, onde a vazão é controlada pela distância do curso do pistão 

(FRITZ e GJERDE, 2009). 

A válvula de injeção possui duas conexões até o “loop” por onde a amostra é 

injetada no sistema cromatográfico. A amostra é transportada para a coluna 

cromatográfica pela fase móvel, após a troca de posição da válvula de injeção 

(WEISS, 2016).  

A coluna guarda ou pré-coluna é constituída pelo mesmo material da coluna 

cromatográfica e funciona como uma proteção para a coluna de cromatográfica 

contra a contaminação de amostras ou eluente, aumentando a durabilidade da 

coluna cromatográfica e praticamente não influencia do desempenho da separação 

(FORTI e ALCAIDE, 2012). Já a coluna cromatográfica é a parte mais importante do 

sistema cromatográfico, pois é onde ocorre a separação dos analitos. A escolha de 

uma fase estacionária adequada e as condições cromatográficas determinam a 

qualidade da análise (WEISS, 2016). 

O sistema supressor tem como principal função reduzir quimicamente a alta 

condutividade de fundo dos eletrólitos no eluente e converter os íons presentes na 

amostra em uma forma mais condutora (WEISS, 2016). Este sistema aumenta a 

sensibilidade da técnica, aumentando a detectabilidade dos íons de interesse, por 

meio da conversão dos íons do eluente em espécies moleculares e os íons de 

interesse como ácidos ou bases que são monitorados utilizando um detector de 

condutividade. 

Para a separação de ânions é utilizada uma coluna supressora com trocador 

catiônico na forma ácida, conforme representado pelas reações a seguir: 

 

Reação 1:  RESINA-SO3
- H+  + Na+ HCO3

−  ⇋ RESINA-SO3
- Na+ + H2CO3 

Reação 2:  RESINA-SO3
- H+  + Na+ A−  ⇋ RESINA-SO3

- Na+ + H+ A− 

 

A coluna supressora remove os cátions presentes no eluente, trocando-os 

pelo íon H+, e assim, neutralizando o íon HCO3
−. A- representa os íons de interesse 
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que tornam-se mais condutivos. Na separação de cátions é utilizada uma coluna 

supressora com trocador aniônico na forma básica, conforme representado pelas 

reações a seguir: 

 

Reação 3: RESINA-N+ OH− + H+ Cl−  ⇋ RESINA-N+ Cl− + H2O 

Reação 4:  RESINA-N+ OH− + A+ Cl−  ⇋ RESINA-N+ Cl− + A+ OH−  

 

Para o mecanismo de troca para cátions, a coluna supressora remove os 

ânions presentes no eluente, trocando-os pelo íon OH−, e assim, neutralizando o íon 

H+. A+ representa os íons de interesse que tornam-se mais condutivos.         

O detector é um dispositivo capaz de registrar a passagem, em fluxo, de um 

composto presente no eluente (FORTI e ALCAIDE, 2012). Assim, os analitos são 

detectados pelo sistema de detecção e podem ser quantificados. O desempenho do 

detector é avaliado de acordo com alguns critérios: linearidade, sensibilidade, 

resolução (volume da célula do detector), ruído (limite de detecção). O detector mais 

utilizado na cromatografia de íons é o detector de condutividade, usado com ou sem 

supressor (WEISS, 2016). Os detectores de condutividade apresentam muitas 

propriedades de um detector ideal. Eles podem ser altamente sensíveis, são 

universais para as espécies carregadas e, como regra, respondem de uma forma 

previsível às alterações na concentração. Além disso, esses detectores são de 

operação simples, de baixo custo de construção e de manutenção, fáceis de serem 

miniaturizados e, geralmente, operam por longos períodos sem necessitar de 

manutenção (SKOOG et al., 2006). No entanto, outros tipos de detectores podem 

ser empregados, como os amperométricos e potenciométricos. Outras possibilidades 

incluem as detecções espectroscópicas, como a fotometria e a fluorescência (EITH, 

2006). Além disso, recentemente tem sido empregada a cromatografia iônica com 

sistema de detecção compreendendo o detector condutimétrico e a detecção por 

espectrometria de massa no mesmo instrumento, na técnica de cromatografia de 

íons com detecção por condutividade e espectrometria de massas (IC-CD-MS) 

(MESKO et al., 2020). 

As vantagens mais importantes da cromatografia iônica são: uma ampla gama 

de aplicações; boa exatidão e precisão; hardware bem desenvolvido; muitas opções 
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de detecção; alta seletividade e eficiência de separação; boa tolerância às matrizes 

da amostra e baixo custo de operação. Além disso, é uma técnica amplamente 

aceita como método de referência padrão para vários analitos em diferentes 

matrizes (MICHALSKI, 2006, MICHALSKI, 2009; KOŃCZYK et al., 2019). Entretanto, 

a IC é uma técnica que não possibilita a análise direta de amostras sólidas e 

necessita de um método de preparo de amostra prévio que seja eficiente, capaz de 

isolar os analitos de forma seletiva, visando a minimização de interferências durante 

a análise cromatográfica. A seguir, serão revisados os principais métodos de 

preparo de amostras que têm sido reportados na literatura para a determinação de 

halogênios em diferentes amostras.  

 

2.4 Preparo de amostras 
 

  O preparo de amostra é uma etapa determinante em uma análise química, 

onde a amostra é submetida a um pré-tratamento adequado para posterior 

determinação por uma técnica analítica. Esta etapa é necessária para converter a 

amostra representativa, em uma forma possível de ser analisada para que os 

analitos possam ser determinados com exatidão e precisão (KRUG, 2010; HARRIS, 

2008). O preparo da amostra apresenta alguns objetivos típicos, como a remoção de 

possíveis interferências, o isolamento do(s) analito(s), aumentando assim a 

seletividade do método e, quando possível, o aumento da concentração do(s) 

analito(s) em etapas de pré-concentração(FRENZEL e MICHALSKI, 2016). No 

entanto, qualquer que seja o método de preparo deve-se levar em consideração a 

natureza da amostra, do analito a ser determinado e a sua concentração, além da 

técnica de determinação e da precisão e exatidão desejadas (KRUG, 2010). 

  A preservação da amostra garante que esta mantenha as suas características 

físicas e químicas, para que a análise possa representar com fidelidade o objeto em 

estudo (MITRA e BRUKH, 2003). No que se refere à determinação de halogênios, a 

maioria das técnicas de determinação disponíveis necessitam que a amostra esteja 

na forma de solução para que os analitos possam ser detectados sem a presença de 

interferências (MELLO et al., 2013; KRUG, 2010). 
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Não existe um método de preparo de amostras que seja universal. 

Geralmente, um método adequado deve ser eficiente, evitando erros sistemáticos 

provenientes de contaminação, perda por volatilização ou digestão incompleta, além 

de ser reprodutível, apresentar baixos limites de detecção, ser seguro e, sempre que 

possível, simples e rápido (KRUG, 2010). Entretanto, a perda dos analitos por 

volatilização e os riscos por contaminação são algumas dificuldades que podem ser 

observadas na determinação de halogênios (ANTES et al., 2010). Estas dificuldades 

estão associadas à complexidade de muitas matrizes, como amostras biológicas, 

geológicas, medicamentos, alimentos, entre outras, onde os halogênios devem ser 

convertidos em uma forma química não volátil. Além disso, é importante observar 

que os reagentes utilizados no preparo também não devem interferir na etapa de 

determinação (MELLO, et al. 2013). Assim, os métodos de preparo de amostras que 

visam a determinação de halogênios requerem o completo isolamento das espécies 

de interesse, a partir da matriz. 

 

2.4.1 Métodos de preparo de amostras para a determinação de halogênios 
 

Diversos métodos de preparo de amostras têm sido relatados na literatura 

visando a decomposição da matriz e dissolução dos halogênios em uma solução ou 

a sua extração a partir de diferentes tipos de amostras. Dentre os métodos mais 

utilizados para a determinação de halogênios, destacam-se a piroidrólise, os 

métodos de extração e os métodos a base de combustão. A seguir, estão descritos 

alguns dos principais métodos de preparo de amostras comumente aplicados para a 

posterior determinação de halogênios. 

 

2.4.1.1 Piroidrólise 
 

A piroidrólise, também conhecida como hidrólise em alta temperatura é um 

método de preparo de amostras que tem sido amplamente utilizado para separar 

halogênios, boro e enxofre de matrizes sólidas, especialmente rochas minerais, 

carvão combustível e outras matrizes de difícil decomposição (MISHRA et al., 2018). 

É considerado um método de preparo muito eficiente para a determinação de 
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halogênios, fornecendo soluções adequadas para a análise através de técnicas 

como ICP-MS, ICP OES e técnicas cromatográficas. A grande vantagem do método 

é a efetiva separação dos analitos a partir da matriz, minimizando possíveis 

interferências durante a etapa de determinação (MULLER et al., 2016) 

A piroidrolise baseia-se na formação de compostos voláteis presentes em 

uma amostra devido a hidrólise dos elementos, a altas temperaturas (na faixa de 

900 a 1200 ºC) e na presença de vapor d’água. A ação combinada de calor e vapor 

em altas temperaturas produz compostos voláteis dos analitos, que no caso dos 

halogênios, são convertidos em seus óxidos e subsequentemente em seus 

respectivos ácidos, sendo hidrolisados e carregados por um gás transportador que 

pode ser ar, oxigênio ou argônio até um condensador. Após a condensação, os 

analitos são absorvidos em uma solução adequada, podendo ser uma solução 

alcalina, no caso de halogênios. No entanto, a determinação de flúor não requer 

soluções alcalinas, e água pode ser usada ou mesmo nenhuma solução pode ser 

necessária (MELLO et al., 2013). Esse método fornece uma solução quase isenta de 

reagentes e possui a capacidade de separar os analitos diretamente das amostras 

sólidas sem realizar a sua dissolução (MISHRA e JEYAKUMAR, 2018). 

Na literatura, destacam-se alguns estudos com a aplicação da piroidrólise 

como método de preparo para posterior determinação de halogênios, como a 

determinação de fluoreto em carvão com determinação por ISE (DRESSLER et al., 

2003), a determinação de bromo e iodo em partículas transportadas pelo ar 

(PICOLOTO et al., 2014) e em amostras de tecido e parede celular de alga 

Laminaria digitata (KÜPPER et al., 2013) por ICP-MS. Em outros estudos foram 

determinados 127I e 129I em solos e amostras de farinha de trigo integral, algas e turfa 

com determinação por espectrometria de massa com acelerador (AMS) e 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (HEROD et 

al., 2014), além da determinação de iodo usando cromatografia de íons com 

detecção ultravioleta (IC-UV) para análise de alimentos (SHINODA et al., 2012).  
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2.4.1.2. Combustão 
 

Os métodos de decomposição por combustão podem ser classificados em 

sistemas abertos e fechados. A combustão realizada em sistemas abertos, como a 

combustão em forno tipo mufla apesar de ser relativamente simples, apresenta 

limitações, pois alguns elementos podem ser perdidos por volatilização (KRUG, 

2010). A fim de evitar esse problema, os métodos de combustão realizados em 

sistemas fechados passaram a ser investigados, como a decomposição com frascos 

de Schöniger, o emprego das bombas de combustão e, recentemente, o método de 

preparo que combina a combustão em sistema fechado com o emprego da radiação 

micro-ondas, a combustão iniciada por micro-ondas (MIC) (MESKO et al., 2016).  

Os métodos de combustão usando frasco de Schöniger e a bomba de 

combustão, também apresentam algumas limitações, como baixa massa da 

amostra, baixo rendimento e segurança, assim como a indisponibilidade da etapa de 

refluxo.  No entanto, todas as desvantagens citadas foram superadas com o 

desenvolvimento da MIC (MELLO et al., 2013). O princípio básico da MIC envolve a 

combustão da amostra em frascos de quartzo fechados e pressurizados com 

oxigênio, onde a etapa de ignição é realizada através da interação da radiação 

micro-ondas com uma solução de NH4NO3 6 mol L-1 (agente de ignição), a qual é 

adicionada em um disco de papel filtro posicionado na base de um suporte de 

quartzo. A amostra na forma de comprimido é colocada sobre o suporte e a 

combustão da amostra se dá após a irradiação das micro-ondas (KRUG, 2010; 

MELLO, et al., 2013). 

A MIC ganhou destaque e tem sido utilizada em muitos estudos para a 

determinação de halogênios, principalmente para a análise de alimentos, como pode 

ser observado no trabalho de Hartwig et al. (2014), os quais realizaram um estudo 

sistemático da decomposição de amostras de camarão e suas partes para a 

determinação de Br e I por ICP-MS. Da mesma forma, os elementos Br e I também 

foram determinados em amostras de mel por ICP-MS (COSTA et al., 2015). O 

método também foi utilizado para a determinação de Br e I em plantas medicinais 

por ICP-MS (NASCIMENTO et al., 2017), e para a determinação de F em amostras 

de frutos do mar por ISE (PICOLOTO et al., 2019). Mesko et al. (2014), utilizaram a 
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MIC para a determinação de Br e I em diferentes tipos de algas marinhas 

comestíveis por ICP-MS, mostrando que o método é adequado para a 

decomposição das amostras e dissolução dos analitos utilizando uma solução de 

(NH4)2CO3 150 mmol L-1 como solução absorvedora (MESKO et al., 2014). 

 

2.4.1.3 Extração alcalina 
 

A extração é um método simples e eficiente que tem sido utilizado em 

diversas aplicações envolvendo a determinação de halogênios. Este método está 

baseado na extração utilizando soluções ácidas ou alcalinas, água ou solvente 

orgânico. No entanto, a maneira mais convencional no procedimento de extração 

para a determinação de halogênios, baseia-se no uso de soluções alcalinas. Entre 

estas, soluções de hidróxido de amônio, hidróxido de sódio, hidróxido de 

tetrametilamônio (TMAH) e amina terciária solúvel em água (CFA-C) têm sido 

reportadas para a diluição ou dispersão da amostra em meio alcalino (MELLO et al., 

2013). 

ROMARÍS-HORTAS et al. (2009), utilizaram o método de extração assistida 

por micro-ondas (MAE) para a determinação simultânea de bromo e iodo por ICP-

MS em amostras de algas usando TMAH. Os autores avaliaram diferentes massas 

de amostra e combinações de volumes de TMAH para a extração de Br e iodo, 

permitindo o uso de grandes quantidades de amostra, possibilitando melhores 

limites de detecção. Porém, os métodos de extração não eliminam totalmente a 

matriz, apresentando elevados teores de carbono residual, o que pode ser um 

problema na determinação por técnicas espectrométricas a base de plasma como 

ICP-MS e ICP OES (KRUG, 2010).  

Todos os métodos de preparo de amostras supracitados mostram-se 

eficientes para a determinação de halogênios em diversas matrizes e, 

principalmente, em amostras de algas. Na Tabela 2, estão apresentados alguns 

trabalhos descritos na literatura que fazem a determinação de halogênios. 



27 

 

 

 

 

 
Tabela 2. Métodos de preparo de amostra aplicados para a determinação de halogênios. 

Amostras 
Elementos (ou 

espécies) Preparo de amostra Técnica de 
determinação Limite de detecção (LOD) Referência 

Algas      

Porphyra spp. (Nori) 
Palmaria (Dulse) 
Undaria pinnatifida (Wakame) 
Himanthalia elongata 
(Espaguete do mar) 
Laminaria ochroleuca (Kombu) 
Ulva Rigida (Alface do mar) 

Br e I 

MAE (250 mg de amostra, 
10 mL de água ultrapura 
e 10 mL de TMAH como 

solução extratora) 

ICP-MS 
I: 25 ng g- 1 
Br: 20 ng g-1 

ROMARÍS-HORTAS et al., 
2009 

Laminaria ochroleuca (Kombu) 

Br e I e 
espécies de 

arsênio e 
antimônioa  

MSPD (massa de suporte 
sólido (areia ou sílica gel) 
e amostra não informado; 
25 ml de água ou MeOH 
como solução extratora) 

ICP-MS Não informado MOREDA-PIÑEIRO et al., 
2009 

Himanthalia elongata 
(Espaguete do mar) 
Laminaria saccharina (Kombu 
doce) 
Bifurcaria bifurcata  
Mastocarpus stellatus  
Gigartina pistillata  

F, Cl, Br e 
outros íons 

Decomposição por via 
seca (500 mg de amostra, 

50 mL de água como 
solução extratora) 

IC-CD 
F: 0,002 mg L-1 
Cl: 0,002 mg L-1 
Br: 0,006 mg L-1 

GÓMEZ-ORDÓÑEZ et al., 
2010 

Himanthalia elongata Br e I MAE (100 mg de amostra, ICP-MS Br: 19,9 ng g−1 ROMARÍS-HORTAS et al., 
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(Espaguete do mar) 
Saccorhiza polyschides 
(Furbelows)  
Palmaria palmata (Dulse) 
Porphyra umbilicalis (Nori) 
Laminaria ochroleuca (Kombu)  
Undaria pinnatifida (Wakame)  
Himanthalia elongata 
(Espaguete do mar) 

Ulva rígida (Alface marinha),  

Spirulina platensis (Spirulina) 

10 mL de água ultrapura 
e 10  mL de TMAH como 

solução extratora) 

I: 24,6 ng g−1 2011 

Himanthalia elongata 
(espaguete do mar)  

Saccorhiza polyschides 
(Furbelows) 

Palmaria palmata (Dulse)  

Porphyra umbilicalis (Nori) 

Laminaria ochroleuca (Kombu)  

Undaria pinnatifida (Wakame)  

Ulva rigida (Alface marinha) 

Spirulina platensis  

Br e I 

MAE (100 mg de amostra, 
10 mL de água ultrapura 
e 10 mL de TMAH como 

solução extratora) 

IC-ICP-MS 

Br: 83 ng g−1  

I: 2,3 ng g−1 

 

ROMARÍS-HORTAS et al., 
2012 

Palmaria palmata (Dulse)  

Porphyra umbilicalis (Nori) 

Ulva rigida (Alface marinha) 

Laminaria ochroleuca (Kombu)  

I 

MAE (0,2 g de amostra, 
10 mL de água ultrapura 
e 10 mL de TMAH como 

solução extratora) 

ICP-MS 24,6 ng g-1 ROMARÍS-HORTAS et al., 
2013 
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Undaria pinnatifida (Wakame)  

Laminaria digitate Br e I 

Piroidrólise (100 mg de 
amostra, 500 mg de V2O5, 

7 mL de uma solução 
contendo TMAH 0,5% e 

Na2SO3 0,005%) 

ICP-MS 

Não informado 
KÜPPER et 

al., 2013 

Undaria pinnatifida (Wakame) 
Laminaria japônica (Kombu)  
Porphyra sp. (Nori) 

I e perclorato 
(ClO4

-) 

Extração (3 g de amostra 
com12 μg L−1 de padrão 
interno NaCl18O4 e 20 mL 

de ácido acético 1%) 

IC-MS/MS 
ClO4

-: 0,07 μg kg−1 

I: Não informado 
YANG et al., 2014 

Porphyra spp. (Nori) 
Hizikia fusiforme (Hijiki) 
Undaria pinnatifida (Wakame) 

Br e I 

MIC (500 mg de amostra, 
6 mL de (NH4)2CO3 150 
mmol L-1 como solução 

absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 0,011 µg g-1 
I: 0,010 µg g-1 

MESKO et al., 2014 

Porphyra umbilicalis (Nori) I 

MAE (100 mg de amostra, 
10 mL de água ultrapura 
e 10 mL de TMAH como 

solução extratora) 

ICP-MS Não informado  ROMARÍS-HORTAS et al., 
2014 

Várias espécies de 
macroalgas e microalgas I 

Decomposição por via 
seca (200 mg de amostra 

e 2,5 mL de água e 
CH3OH) 

LC-UV 0,2 ng μL-1 NITSCHKE e STENGEL, 
2015 

Kelp 
Porphyra spp. (Nori) 
Undaria Pinnatifida (Wakame) 

Iodeto de 
potássio (KI), 3-
iodo-l-tirosina 
(MIT) e 3,5-

diiodo-l-tirosina 
(DIT) 

UAEb (0,5 g de amostra 
com 50 mL de água e 5 

mL de HDTA 25% (m/m)) 

MSPD (50 mg de amostra 
e 50 mg de suporte sólido 

(SBA-15), 0,4 mL de IL 
[C12mim] Br 200 mmol L-1 

como solvente de eluição) 

UHPLC-UV 
KI: 3,7 ng mL-1 
MIT:9,1 ng mL-1 

DIT: 16,7 ng mL-1 
CAO et al., 2016 
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Sargassum muticum 
Undaria pinnatifida  

I 

Digestão por via úmida 
(300 mg de amostra e 5 g 
de HNO3/ HCl; digeridos 

diluídos com água e 
NH4SCN) 

ICP-MS 

3,9 mg kg-1 

BADOCCO et al., 2016 

Laminaria angustata (Hidaka-
Kombu) 
Hizikia fusiforme (Hijiki)  
Undaria pinnatifida (Wakame) 
Laminaria japonica (Kombu)  
Porphyra spp. (Nori) 

Cl e S 

MIC (550 mg de amostra, 
6 mL de (NH4)2CO3 150 
mmol L-1 como solução 

absorvedora) 

IC-CD 
Cl: 11 mg kg-1  

S: 9,1 mg kg-1 
COELHO JUNIOR et al., 

2017 

Undaria pinnatifida (Wakame) 
Laminaria ochroleuca (Kombu) 

I 

Decomposição por via 
seca (10-12 g de amostra 
dissolvidas em água; 25 
mL de CHCl3, 5 mL de 
H2SO4 5 mol L-1 e 5 mL 

de peróxido de hidrogênio 
a 30% adicionados na 

matéria orgânica e 
titulados com Na2S2O3 

0,1 N) 

Titulometria de 
oxidação-redução Não informado GONZÁLEZ et al., 2019 

Alimentos      

Fígado bovino, amido de 
milho, leite em pó e farinha de 
trigo 

I 

MIC (500 mg de amostra 
e 6mL de (NH4)2CO3 50 

mmol L−1 ou 6mL de 
TMAH 56 mmol L−1 como 

solução absorvedora) 

ICP-MS 0,0007 µg g-1 MESKO et al., 2010 

Suplemento mineral F, Br e I Piroidrólise (30-150 mg 
de amostra, 450 mg de 

ISE e Não informado TAFLIK et al., 2012 
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V2O5, e 8mL divididos em 
dois frascos, um com 5 
mL e outro com 3 mL de 

Na2CO3/NaHCO3 50 
mmol L−1 como solução 

absorvedora) 

ICP-MS 

Soja e seus produtos  Cl, Br, e I 

MIC (500 mg de amostra 
e 6mL de NH4OH 100 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 

Cl: 1,25 μg g−1 

Br: 0,03 μg g−1 

I: 0,002 μg g−1 
BARBOSA et al., 2013 

Camarão e suas partes Br e I 

MIC (500 mg de amostra 
e 6mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 0,12 μg g−1 

I: 0,001 μg g−1 
HARTWIG et al., 2014 

Mel  Br e I 

MIC (1000 mg de amostra 
e 6mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 34 ng g-1 

I: 6,0 ng g-1 
COSTA et al., 2015 

Leite em pó Br e I 

MIC (700 mg de amostra 
e 6mL de NH4OH 25 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 0,007 μg g-1 

I: 0,003 μg g-1 
PICOLOTO et al., 2015 

Camarão cru e cozido e suas 
partes (tecido e casca) Br e I 

MIC (500 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 0,02 μg g-1 

I: 0,01 μg g-1 
MESKO et al., 2016 

Ovo em pó e frações (clara de 
ovo e gema de ovo) Br, e I 

MIC (350 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
ICP-MS 

Br: 0,039 μg g-1 

I: 0,015 μg g-1 
TORALLES et al., 2017 
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absorvedora) 

Farinhas Br, e I 

MIC (1000 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 25 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 

Br: 7,6 ng g-1 

I: 0,76 ng g-1 SILVA et al., 2017 

Arroz Br e I 

MIC (1000 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS 
Br: 0,004 mg kg-1 

I: 0,0008 mg kg-1 
RONDAN et al., 2018 

Cereais e leguminosas Cl e S 
MIC (500 mg de amostra 

e 6 mL de água como 
solução absorvedora) 

IC-CD 
Cl: 10 mg kg-1 

S: 9 mg kg-1 
RONDAN et al., 2019 

Ovo em pó integral e frações 
(clara de ovo em pó e gema de 
ovo em pó) 

F, Cl, Br, I e S 

MIC (350 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

IC-CD-MS 

F: 4,9 mg kg-1 

Cl: 16,1 mg kg-1 

Br: 1,5 mg kg-1 

I: 0,12 mg kg-1 

S: 3,9 mg kg-1 

MESKO et al., 2020 

Farinhas com e sem glúten Cl e S 
MIC (1000 mg de amostra 

e 6 mL de água como 
solução absorvedora) 

IC-CD Não informado  MESKO et al., 2020 

Mel F, Cl, Br, I e S 

MIC (800 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

IC-CD-MS 

F: 1,3 mg kg-1 

Cl: 15 mg kg-1 

Br: 0,21 mg kg-1  

I: 0,067 mg kg-1 

S: 6,9 mg kg-1 

MESKO et al., 2020 
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Outras amostras      

Argila F, Cl, Br e I 

Piroidrólise 

(2000 mg de amostra, 2g 
de V2O5, e 

Na2CO3/NaHCO3 5,4/5,1 
mmol L−1 como solução 

absorvedora) 

IC-CD 

F: 0,030 μg g-1 

Cl: 0,043 μg g-1 

 Br: 0,09 μg g-1 

I: 0,13 μg g-1 

PENG e WU, 2013 

Cimento F e Cl 
MIC (100 mg de amostra 

e 6 mL de água como 
solução absorvedora) 

ISE e IC-CD 

F: 18 mg kg -1 para IC-CD e 
47 mg kg -1 para ISE 

Cl: 99 mg kg-1 para IC-CD e 
165 mg kg -1 para ISE 

PEREIRA et al., 2016 

Solo F, Cl, Br e I 

MIC (100 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 25 ou 

100 mmol L−1 como 
solução absorvedora) 

IC-CD e ICP-MS Não informado PEREIRA et al., 2017 

Plantas medicinais Br e I 

MIC (1000 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
absorvedora) 

ICP-MS Não informado NASCIMENTO et al., 2017 

Plantas I 

MAE (150 mg de amostra 
e 2 mL de TMAH e 10 mL 

de água (1:5), como 
solução extratora)  

ICP-MS 3-20 ng g-1 JERŠE et al., 2018 

Solos e plantas Br e alguns 
metais 

MIC (300 mg de amostra 
e  6 mL de NH4OH 50 

mmol L−1 como solução 
ICP-MS Não informado COUTO et al., 2018 
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absorvedora) 

Cabelo Humano F, Cl, Br, I e S 

MIC (300 mg de amostra 
e 6 mL de NH4OH 100 
mmol L−1 como solução 

absorvedora) 

IC-MS e ICP-MS  Não informado MESKO et al., 2019 

Concentrados de cobre F e Cl 
SDc (600 mg de amostra 
e 10 mL de NaOH 0,1 M) IC-CD 

Cl: 0,5 µg L-1 

F: 0,2 µg L-1 
MUHAMMAD et al., 2020 

Plantas medicinais F 

MIC (1000 mg de amostra 
e 6 mL de NH3 25 mmol 

L−1 como solução 
absorvedora) 

ISE 0,75 μg g −1 MENDES et al., 2020 

a Espécies de arsênio determinadas por LC-ICP-MS e espécies de Sb determinadas por LC-HG-AFS.  
b UAE, extração assistida por ultrassom. 
c SD, destilação a vapor. 
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Na literatura é possível encontrar diversos trabalhos sobre a determinação de 

halogênios em diferentes tipos de alimentos e em diversos materiais, contudo, ainda 

são poucos os trabalhos envolvendo a determinação de halogênios em amostras de 

algas. Percebe-se que entre os halogênios, o I é o elemento de grande destaque, 

seguido do Br e pouca informação tem sido reportada a respeito da concentração de 

F e Cl em algas. Em relação aos métodos de preparo de amostras, a decomposição 

por via seca e a extração por MAE tem sido comumente aplicada para a 

determinação de halogênios em amostras de algas, enquanto que a piroidrólise e a 

MSPD tem sido pouco investigadas para essas amostras. Outros trabalhos têm 

abordado principalmente a MIC como método de preparo de amostras para 

alimentos. 

A maioria dos métodos de preparo de amostras, como alguns métodos de 

decomposição e métodos de extração, são eficientes, ou seja, capazes de fornecer 

recuperações quantitativas dos halogênios. Além disso, alguns métodos como a MIC 

são métodos com operação relativamente simples. Entretanto, é importante salientar 

algumas desvantagens como a possibilidade de perda dos halogênios e risco de 

contaminação na decomposição por via seca em forno tipo mufla, a baixa frequência 

analítica e a insegurança dos métodos como os frascos de Schöniger e bomba de 

combustão, além dos cuidados que devem ser observados em relação as 

temperaturas do reator e do gerador de vapor na piroidrólise,  assim como a 

necessidade de utilização de instrumentação de custo relativamente elevado como 

os fornos micro-ondas, como no caso da MAE e da MIC (KRUG, 2010). 

Cabe destacar que o preparo de amostra ainda é uma etapa crítica nos 

procedimentos analíticos, além de ser considerada uma das etapas mais relevantes 

e morosas em uma análise. São desejáveis métodos que sejam simples, de baixo 

custo, rápidos, que empreguem pequenas quantidades de solventes, além de 

solventes cada vez menos tóxicos e, principalmente, que sejam compatíveis com as 

técnicas de determinação (MITRA e BRUKH, 2003). Em virtude disso, inúmeros 

esforços têm sido realizados para melhorar o desempenho analítico, desenvolvendo 

e otimizando novos métodos de preparo de amostra.  

Neste sentido, um dos métodos simples e eficientes que atualmente tem 

atraído a atenção dos pesquisadores, especialmente no contexto de sua aplicação 
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para a extração de compostos orgânicos, é a dispersão da matriz em fase sólida 

(MSPD). A escolha de um sorvente (ou suporte sólido) apropriado na MSPD fornece 

a possibilidade de isolamento seletivo de compostos a partir de várias matrizes, 

incluindo amostras como tecidos de plantas e animais (WIANOWSKA e GIL, 2019). 

Além disso, a MSPD apresenta vantagens por ser um método eficiente, simples, de 

baixo custo, relativamente rápido e ambientalmente amigável (SANTOS et al., 2019). 

 

2.5 Dispersão da matriz em fase sólida 
 

2.5.1 Princípios básicos 
 

A MSPD foi introduzida por Barker et al. (1989), como uma nova abordagem 

para o isolamento de drogas e seus metabólitos em tecidos (músculo bovino), a fim 

de eliminar as dificuldades apresentadas pela complexidade da matriz, contendo 

quantidades significativas de tecidos, proteínas, lipídios entre outros componentes. 

Desde então, a técnica vem ganhando destaque na comunidade científica para 

extração/isolamento de compostos em diversas matrizes. 

O princípio básico da MSPD baseia-se na mistura de uma amostra viscosa, 

sólida ou semissólida com um sólido (suporte sólido) de característica abrasiva em 

sua superfície, como suportes sólidos à base de sílica ou o seu derivado 

funcionalizado com grupos octadecilsilano (C18). Estes suportes sólidos são os 

mesmos utilizados em cartuchos empregados na extração em fase sólida (SPE), 

mas com funcionalidades diferentes. Na SPE, estes materiais são aplicados para 

adsorção dos analitos presentes em amostras líquidas. Por outro lado, na MSPD, o 

suporte sólido é macerado juntamente com a amostra para facilitar a liberação dos 

analitos (BARKER, 2000; BARKER, 2007). 

Uma característica importante da MSPD consiste na força mecânica utilizada 

durante a maceração da amostra juntamente com o suporte sólido. Esta maceração 

pode ser realizada com auxílio de almofariz (gral) e pistilo de porcelana, ágata ou 

vidro, com o objetivo de promover a ruptura da estrutura física da amostra e a 

dispersão dos componentes em partículas de menor tamanho, diminuindo deste 
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modo, a interação entre o analito e os demais constituintes da amostra 

(WIANOWSKA e GIL, 2019). 

A dispersão é realizada por um tempo suficiente para que ocorra a completa 

homogeneização e, assim, a amostra e o suporte sólido formam uma mistura, que é 

empacotada em uma coluna vazia (seringas ou cartuchos de SPE), na qual é 

colocada uma frita (filtro de polietileno) antes e após o empacotamento (CALDAS et 

al., 2013). A última etapa consiste na eluição dos analitos sob vácuo 

(alternativamente o solvente é evaporado para concentrar os analitos) 

(WIANOWSKA e GIL, 2019). Na Figura 4, estão representadas as etapas envolvidas 

na MSPD original. 

 
Figura 4. Esquema da MSPD original desenvolvida por Barker e colaboradores. 

 
Fonte: Adaptado de (WIANOWSKA e GIL, 2019). 

 

Na etapa de eluição da MSPD os analitos podem ficar retidos no cartucho 

enquanto os demais constituintes são eluídos em uma etapa de lavagem e, só após, 

os analitos são eluídos com um solvente adequado. Ou ainda, os componentes da 

matriz podem ser seletivamente retidos no cartucho e os analitos eluídos 

diretamente. No entanto, alguns problemas podem comprometer a eficiência do 

método. Na etapa de empacotamento do cartucho, por ser um processo manual, 
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existe um problema associado à formação de caminhos preferenciais na mistura que 

compõe o recheio, o que pode afetar a precisão do método. Devido a esses fatores, 

a MSPD vem sofrendo modificações, buscando minimizar diferenças entre as 

extrações, eluir preferencialmente os analitos em detrimento dos interferentes 

presentes na matriz e diminuir o número de etapas envolvidas, tornando o método 

mais simples e rápido. 

 

2.5.2 Modificações da MSPD 
 

Entre as modificações reportadas na literatura para o aprimoramento da 

técnica, destacam-se abordagens alternativas da MSPD utilizando ultrassom, micro-

ondas, campo magnético e vórtex, visando reduzir custos, tempo e reagentes. Além 

disso, os esforços também têm sido voltados ao estudo de uma variedade de 

suportes sólidos (ou sorventes), como o uso de suportes sólidos alternativos, sejam 

eles naturais ou sintéticos, contribuindo para a diminuição do custo de análise e 

cumprindo os requisitos da Química Analítica Verde (GAC) (CALDAS et al., 2013). 

Com base nas propriedades dos analitos e na complexidade da amostra, vários 

suportes sólidos tem sido utilizados, desde materiais clássicos comerciais, como 

C18 e C8, alumina, florisil e sílica (CAPRIOTTI et al., 2010), até suportes sólidos 

verdes como areia, quitosana, quitina e concha de mexilhão (CALDAS et al., 2013; 

ROMBALDI et al., 2015; HERTZOG  et  al.,  2015; VIEIRA et al., 2018). 

 

2.5.2.1 Dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex 
 

Sebastià et al. (2010) propuseram uma modificação na MSPD para a extração 

de aflatoxinas. Neste trabalho, os autores substituíram a etapa de transferência e 

empacotamento da mistura em cartuchos de SPE pela transferência direta para 

tubos de vidro de fundo cônico com o solvente de eluição, seguido da agitação e 

posterior centrifugação. Na Figura 5, estão representadas as etapas envolvidas na 

MSPD modificada. 

 



 39 

 

 

 

 

Figura 5. MSPD modificada. 

 
Fonte: Adaptado de (CALDAS et al., 2013). 

 

A etapa de eluição em coluna substituída pela agitação em vórtex foi 

desenvolvida com o objetivo de propiciar a extração quantitativa dos analitos a partir 

de matrizes complexas em um menor tempo de extração, além de reduzir o 

consumo de solvente (TU e CHEN, 2018). Com o menor consumo de solvente, 

consequentemente uma menor quantidade de amostra é necessária para a extração 

quantitativa das espécies de interesse (WIANOWSKA e GIL, 2019). 

Outra vantagem do uso do vórtex inclui a eliminação da etapa de 

empacotamento da amostra (após maceração com o suporte sólido), visto que nesta 

etapa podem ocorrer erros de precisão do método devido ao empacotamento 

manual. Também é possível melhorar a eficiência de extração, pois há um aumento 

do tempo de contato da amostra com o solvente, além de promover uma menor 

exposição dos analistas a solventes orgânicos e reagentes tóxicos (CALDAS et al., 

2013). A partir desta modificação, Caldas et al. (2013), desenvolveram um método 

empregando a MSPD com a modificação da etapa de empacotamento pela etapa de 

agitação em vórtex para a extração de resíduos de pesticidas a partir de fígado de 

peixe e hepatopâncreas de siri com determinação por cromatografia a gás acoplada 

a espectrometria de massa (GC-MS) e os autores adotaram a denominação de 

dispersão da matriz em fase sólida assistida por vórtex (VA-MSPD). Desde então, a 

VA-MSPD tem sido investigada para uma série de aplicações.  
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2.5.2.2 MSPD e a Química Analítica Verde 
  

 A busca por ações sustentáveis na Química tem sido guiada pela Química 

Verde, através do desenvolvimento de métodos, sínteses e processos que visam a 

proteção do meio ambiente. Especialmente na área de Química Analítica, existem os 

12 princípios da GAC (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESSNIK, 2013), os quais 

estão descritos a seguir:  

1) Priorizar técnicas de análise direta para evitar o preparo de amostra;  

2) Reduzir o tamanho e número de amostras; 

3) Realizar medições in situ; 

4) Integrar processos e operações analíticas visando reduzir o consumo de energia 

e reagentes; 

5) Automatizar e miniaturizar os métodos; 

6) Evitar derivatização; 

7) Reduzir o volume de resíduos e dispor adequadamente aqueles que são gerados; 

8) Priorizar métodos multianalito ou multiparâmetro; 

9) Minimizar o uso de energia; 

10) Priorizar o uso de reagentes de fontes renováveis; 

11) Eliminar ou substituir reagentes tóxicos; 

12) Aumentar a segurança do operador.  

  

O emprego de suportes sólidos disponíveis no meio ambiente (verdes), a 

dispensa de utilização de energia como radiação micro-ondas e ultrassom, a 

segurança do operador, a minimização de etapas na VA-MSPD, a possibilidade de 

utilização de pequenas massas de amostras (possibilidade de miniaturização), o que 

leva à redução no consumo de reagentes e geração de resíduos, além da utilização 

de soluções/solventes menos agressivos ao meio ambiente são características que 

contemplam uma boa parte dos princípios da GAC e fazem da MSPD, uma 

interessante alternativa para o desenvolvimento de métodos analíticos mais verdes.  
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2.5.2.2 Aplicações da MSPD 
 

A MSPD possui uma vasta aplicação como método de preparo de amostras 

visando a determinação de compostos orgânicos. Entre os trabalhos envolvendo 

amostras de algas, destaca-se o trabalho realizado por García-Rodríguez et al. 

(2012), os quais empregaram a MSPD (formato original) para a extração de 17 

pesticidas em amostras de algas marinhas. A extração consistiu na maceração de 1 

g de amostra com 4 g de sulfato de sódio anidro (0,4 g de negro de fumo grafitado e 

3,6 g de florisil como adsorventes de limpeza) e a determinação foi realizada por 

GC-MS. O método estabelecido foi aplicado na determinação de pesticidas em 5 

amostras comerciais de algas comestíveis e 6 amostras de algas marinhas. 

Outros estudos envolvendo a aplicação da MSPD para a determinação de 

compostos orgânicos em alimentos utilizando suportes sólidos alternativos também 

têm sido investigados. Rombaldi et al. (2015), avaliaram pela primeira vez a 

utilização de conchas de mexilhão dourado como suporte sólido na VA-MSPD para a 

extração de resíduos de 11 pesticidas e 9 produtos farmacêuticos e de cuidado 

pessoal em amostras de tecido de mexilhão dourado. Os resultados mostraram que 

a concha de mexilhão é um material eficaz permitindo a determinação dos analitos, 

com recuperações médias variando de 61 a 107% e RSDs inferiores a 18%. A 

determinação foi realizada por cromatografia a líquido acoplada à espectrometria de 

massas em tandem (LC-MS/MS). Hertzog et al. (2015), utilizaram a VA-MSPD para 

a extração de 15 produtos farmacêuticos em amostras de peixes e determinação por 

LC-MS/MS. Os melhores resultados foram obtidos com 0,5 g de terra de 

diatomácea, 0,5 g de sulfato de sódio e 5 mL de metanol. As recuperações analíticas 

variaram de 58 a 128% com RSDs inferiores a 15%. 

Em relação a determinação de compostos inorgânicos (metais, espécies 

metálicas ou não metais) poucos trabalhos têm investigado a MSPD como método 

de preparo de amostras. A MSPD tem sido empregada para a análise de especiação 

química em amostras biológicas. Como exemplo, destaca-se a determinação de 

espécies de arsênio em frutos do mar por cromatografia a líquido acoplada à 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS), 

utilizando areia como suporte sólido na MSPD tradicional (MOREDA-PI EI RO et al., 
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2009). A análise de especiação de mercúrio também foi investigada para a extração 

de espécies de mercúrio (CH3Hg+ e Hg2+) em tecidos de peixe por MSPD 

(modificada através do uso de vórtex) utilizando SiO2 como suporte sólido e 

determinação das espécies por GC-MS (DUARTE et al., 2013). Recentemente, 

outros estudos têm investigado a aplicação de nanotubos de carbono como suporte 

sólido na MSPD para a determinação de espécies de mercúrio (CH3Hg+ e Hg2+) em 

órgãos (CHEN et al., 2017) e tecidos de peixes (DENG et al., 2015).  

No que diz respeito à determinação de halogênios, existe apenas um trabalho 

na literatura para determinação de iodo e suas espécies. Cao et al. (2016), 

realizaram um estudo utilizando a MSPD miniaturizada para a microextração de iodo 

inorgânico e aminoácidos a base de iodo em amostras de algas marinhas. A 

determinação foi realizada por cromatografia a líquido de ultra alta eficiência 

acoplada ao detector por ultravioleta (UHPLC-UV). Os melhores resultados foram 

obtidos utilizando peneira molecular (SBA-15) como suporte sólido e o líquido iônico 

(brometo de 1-dodecil-3-metilimidazólio) na concentração de 200 mmol L-1 como 

solvente de eluição. O método proposto foi aplicado com sucesso na microextração 

de iodeto de potássio, 3-iodo-l-tirosina e 3,5-diiodo-l-tirosina em algas do tipo Nori, 

Kelp e Wakame.   

Em virtude do que foi exposto, embora existam poucos trabalhos na literatura, 

a aplicabilidade da MSPD para a determinação de compostos inorgânicos tem se 

mostrado promissora e com potencial para ser utilizada como método de preparo de 

amostras visando a determinação de halogênios em amostras de algas comestíveis, 

devido à sua simplicidade, seletividade, rapidez, custo reduzido e pela possibilidade 

de empregar materiais naturais como suportes sólidos verdes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Instrumentação 
 

A determinação dos halogênios foi realizada em um cromatógrafo de íons 

(Metrohm, modelo IC compacto Pro 881) equipado com amostrador automático 

(Metrohm, modelo 863 Compact Autosampler) com capacidade para 36 amostras, 

conforme a Figura 6. O cromatógrafo possui uma célula de ultra filtração equipada 

com um filtro de membrana de acetato de celulose com tamanho de poro de 0,2 µm, 

bomba quaternária, sistema de desgaseificação de eluente, forno de coluna, sistema 

de supressão química (Metrohm Suppressor Module, MSM) e de CO2 (Metrohm CO2 

Suppressor, MCS), em combinação com um detector digital de condutividade. 

 
Figura 6. Cromatógrafo de íons utilizado na determinação dos halogênios. 

 
 

Durante a otimização da VA-MSPD, para a separação dos ânions (fluoreto, 

cloreto, brometo e iodeto), foi empregada uma coluna cromatográfica de troca 

aniônica (150 mm x 4.0 mm d.i., 5 µm de diâmetro de partícula) de álcool polivinílico 

com grupos de amônio quaternário (Metrohm, modelo Metrosep A Supp 5 - 150) e 

uma coluna-guarda (5 mm x 4.0 mm d.i., 5 µm de diâmetro de partícula) com o 

mesmo material de preenchimento da coluna de troca aniônica (Metrohm, modelo 
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Metrosep A Supp 5 Guard/4.0). Para os últimos experimentos de otimização da 

MSPD e para a validação do método foi utilizada uma coluna cromatográfica (250 

mm x 4.0 mm d.i., 5 µm de diâmetro de partícula) com o mesmo material de 

preenchimento da primeira coluna de troca aniônica (Metrohm, modelo Metrosep A 

Supp 5 - 250). Para todos os experimentos, a alça de amostragem usada foi de 20 

µL. A fase móvel foi composta por uma solução de Na2CO3 3,6 mmol L-1 e NaHCO3 

3,4 mmol L-1, com vazão de 0,7 mL min-1. Para a desgaseificação da fase móvel foi 

utilizado um banho ultrassônico (Cristófoli, modelo CUS3203B). A coluna supressora 

foi regenerada durante as análises com solução de H2SO4 50 mmol L-1. A aquisição 

e tratamento dos dados obtidos no cromatógrafo de íons foram feitas com o auxílio 

do programa MagIC NetTM, versão 3.2 (Copyright© 2017, Metrohm AG).  

As amostras foram trituradas com um processador de alimentos (Walita, 

modelo Mega Master Plus RI 3170), liofilizadas (liofilizador marca Liotop®, modelo 

L101) e cominuídas em moinho com almofariz e pistilo motorizado (Marconi, modelo 

MA590). A pesagem das amostras, suportes sólidos e reagentes foram feitas em 

uma balança analítica (Bioprecisa, modelo FA2104N), com resolução de 0,0001 g e 

capacidade máxima de 210 g. Para a medição do pH das soluções foi utilizado um 

pHmetro (Hanna, modelo pH20/21). As soluções das amostras obtidas no 

procedimento de extração foram homogeneizadas com um agitador tipo vórtex (B. 

Braun Biotech International, modelo Certomat MV). A centrifugação dos extratos foi 

realizada com o auxílio de uma centrífuga (Quimis, modelo Q222T). Para a filtração 

das amostras foram utilizadas seringas com capacidade de 10 mL e membrana 

filtrante para seringa em PVDF de 0,45 µm, com 25 mm de diâmetro (Allcrom). O 

preparo de soluções e lavagem das vidrarias foi feito com água ultrapura obtida a 

partir de um sistema de purificação (Millipore, modelo Milli-Q Direct-Q UV3®), com 

resistividade 18,2 MΩ cm. 

Para a determinação do teor de cinzas totais foi utilizado um forno tipo mufla 

(Quimis, modelo Q318S). Neste procedimento foram utilizados cadinhos de 

porcelana com capacidade de 30 mL. Durante toda a realização do estudo foram 

utilizadas diversas vidrarias como béqueres, balões volumétricos de 10 a 2000 mL, 

tubos de polipropileno com capacidade de 15 e 50 mL (Sarstedt, Alemanha) e 
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micropipetadores automáticos com capacidade variável de 10 a 1000 µL (Labmate, 

Polônia). 

 

3.2 Reagentes 
 

Todas as soluções aquosas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram 

preparadas em água ultrapura com reagentes de elevada pureza. As soluções de 

referência de F, Cl, Br e I foram preparadas a partir da dissolução dos sais KCl 

(Merck, Alemanha), NaF (Merck), KBr (Merck) e KI (Merck) em solução de 

(NH4)2CO3 50 mmol L-1. Estas soluções foram utilizadas para as curvas de 

calibração preparadas a partir da diluição sucessiva das soluções estoque e também 

nos ensaios de recuperação realizados durante a otimização e validação do método. 

A solução de (NH4)2CO3, 50 mmol L-1, utilizada como solução extratora, foi 

preparada a partir da dissolução do respectivo sal (Sigma-Aldrich, Alemanha) em 

água ultrapura. O TMAH 25% (m/v) (Sigma Aldrich) também foi avaliado como 

solução extratora. Carbonato de sódio (Merck) e NaHCO3 (Merck) foram avaliados 

como solução extratora e utilizados para o preparo da fase móvel. O H2SO4 (Merck) 

foi utilizado para regeneração da coluna supressora. Os suportes sólidos avaliados 

foram Florisil 100 - 200 mesh (Sigma Aldrich), alumina (Sigma Aldrich), terra 

diatomácea (Sigma Aldrich) (obtidos comercialmente), concha de mexilhão e areia, 

sendo os dois últimos obtidos na natureza. Nitrato de amônio (Merck) foi utilizado 

como iniciador de combustão e NH4OH (Merck) como solução absorvedora na 

decomposição das amostras por MIC. Álcool etílico grau HPLC (J. T. Baker) foi 

utilizado na lavagem dos suportes sólidos. Ácido nítrico 65% (Merck) e detergente 

Extran® neutro (Merck) foram utilizados para a descontaminação e limpeza dos 

materiais utilizados neste trabalho.  

 

3.3 Descontaminação das vidrarias 
 

As vidrarias utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram 

descontaminadas com água e Extran. Em seguida, foram enxaguadas com água 

destilada e descontaminadas por imersão em um banho de HNO3 20% (v/v), por no 
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mínimo 24 h. Após este período, foram lavadas com água ultrapura e posteriormente 

secas em estufa antes da sua utilização, exceto os balões volumétricos e tubos de 

polipropileno que foram secos em temperatura ambiente. 

 

3.4 Amostras 
 

A amostra de alga do tipo Nori (Porphyra spp.) foi utilizada neste trabalho 

para os experimentos de otimização da VA-MSPD, por ser amplamente utilizada na 

culinária japonesa e de fácil aquisição no mercado local. Com as condições 

otimizadas, foram analisadas amostras de alga do tipo Wakame (Undaria 

pinnatifida), Kombu (Laminaria ochroleuca) e Hijiki (Hizikia fusiformis), as quais 

foram adquiridas em lojas virtuais especializadas. Para avaliar a exatidão do 

método, foi realizada a determinação dos halogênios no material de referência 

certificado (CRM) de folha de maçã (NIST 1515) e folha de pêssego (NIST 1547). 

 

3.4.1 Tratamento preliminar das amostras 
 

Foram adquiridos entre 26 e 100 g de cada uma das espécies de algas. As 

amostras foram inicialmente cortadas à mão, acondicionadas em recipientes de 

polipropileno e submetidas a congelamento em ultrafreezer a temperatura de -80 °C 

por 24 h. Após serem retiradas do ultrafreezer, as amostras foram liofilizadas por 48 

h e, para facilitar a próxima etapa (moagem), foram homogeneizadas com o auxílio 

de um triturador de alimentos. Em seguida, as amostras foram moídas em moinho 

com almofariz e pistilo motorizado e, em seguida, peneiradas com peneira de 0,841 

mm (20 mesh) para a uniformidade da amostra. É importante salientar, que os 

componentes do moinho foram descontaminados em banho de HNO3 20% por 24 h 

antes e depois da sua utilização e entre os diferentes tipos de amostras utilizadas. 

Posteriormente, as amostras foram identificadas e armazenadas em frascos de 

polipropileno. 

 

 

 



 47 

 

 

 

3.4.2 Determinação do teor de cinzas 
 

A determinação do teor de cinzas nas amostras foi baseada no método oficial 

(AOAC 930.05, 2005) da Associação Oficial de Químicos Analíticos (AOAC) descrito 

para plantas, a fim de caracterizar a amostra quanto à sua composição inorgânica. 

Neste procedimento, 2 g de amostra das algas Nori, Wakame, Hijiki e Kombu foram 

pesadas (em triplicata) em cadinhos de porcelana, os quais foram colocados no 

interior de um forno tipo mufla até atingir a temperatura de 200 °C. Em seguida as 

amostras foram submetidas a um programa de aquecimento que consistiu em uma 

rampa de aquecimento de 200 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 200 °C h-1, 

até atingir a temperatura de 600 °C, a qual permaneceu por 3 h. Depois de retirados 

da mufla, os cadinhos foram colocados em dessecador para resfriamento (até a 

temperatura de equilíbrio com o ambiente) e em seguida foram pesados até massa 

constante. O teor de cinzas foi calculado em porcentagem através da relação entre a 

massa inicial de amostra e a massa de cinzas obtida após o procedimento, conforme 

a equação a Equação 1. 

 

                                      Equação 1 

 

Onde: mc e ma representam as massas de cinzas e de amostra, descontadas 

da massa do cadinho, respectivamente.  

 

3.4.3 Caracterização por Microscopia Eletrônica de Varredura 
 

Para uma melhor compreensão da morfologia das amostras e suportes 

sólidos em estudo, foram feitas análises por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). As análises foram realizadas em um microscópio eletrônico de varredura 

(Jeol, modelo SM 6610 LV Scanning Electron Microscope) localizado no Centro de 

Microscopia Eletrônica da Região Sul (CEME-Sul) da FURG. 
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3.5 Decomposição das amostras por MIC 
 

Para a comparação dos resultados, foi feita a determinação de F, Cl, Br e I 

por ICP-MS, após decomposição da amostra de alga Nori por MIC. 

Aproximadamente 300 mg de amostra (em triplicata) foram pesados e prensados na 

forma de comprimidos utilizando uma prensa hidráulica (pressão de 3 ton por 1 min). 

Os comprimidos foram colocados sobre suportes de quartzo contendo um disco de 

papel filtro embebido em 50 µL de NH4NO3 6 mol L-1. Em seguida, os suportes de 

quartzo foram inseridos em frascos de quartzo contendo 6 mL de NH4OH 100  

mmol L-1 (solução absorvedora), os quais foram fechados, inseridos em um rotor e 

pressurizados com 20 bar de O2. O programa de irradiação consistiu em uma etapa 

de 5 min com irradiação a uma potência de 1400 W e uma etapa de 20 min de 

resfriamento (até 50 ºC), sem irradiação. Após a MIC, os digeridos foram recolhidos 

em frascos de polipropileno e avolumados a 15 mL com água ultrapura. 

 

3.6 Determinação de halogênios por ICP-MS e ISE 
 

Para a determinação de Cl, Br e I, foi utilizada a técnica de ICP-MS, 

empregando um espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado 

(Perkin Elmer, modelo Elan DRC II) equipado com um nebulizador concêntrico, 

câmera de nebulização ciclônica e tocha de quartzo. Na Tabela 3, estão 

apresentadas as condições operacionais do ICP-MS. 

 
Tabela 3. Parâmetros operacionais para a determinação de Cl, Br e I por ICP-MS. 

Parâmetro ICP-MS 

Potência do gerador de RF (W) 1400 

Vazão de Ar: principal (L min-1) 15 

 auxiliar (L min-1) 1,2 

 nebulização (L min-1) 1,11 

Elemento monitorado 35Cl 
79Br 
127I 
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A determinação de F foi feita em um potenciômetro digital (Metrohm, modelo 

781 pH/Ion Meter) equipado com um eletrodo de íon seletivo (ISE) para fluoreto 

(Metrohm). As determinações de Cl, Br e I por ICP-MS e F por ISE foram realizadas 

no Laboratório de Análises Químicas Industriais e Ambientais (LAQIA) da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).  

 

3.7 Extração dos halogênios empregando a VA-MSPD 
 

O método de extração empregando a VA-MSPD consistiu na pesagem da 

amostra (entre 0,1 e 1,0 g) e do suporte sólido (entre 0,25 e 1,0 g), sendo estas 

quantidades transferidas para almofariz de vidro e maceradas (entre 1 e 5 min) 

usando um pistilo também de vidro. Em seguida, a mistura foi transferida, com 

auxílio de espátula, para tubos de polipropileno (PP) de 15 mL, onde foram 

adicionados 10 mL de (NH4)2CO3 50 mmol L-1 como solução extratora. O volume 

desta solução foi dividido em duas partes: i) 5 mL foram adicionados diretamente no 

tubo de PP de 15 mL e ii) 5 mL foram adicionados no almofariz, com o objetivo de 

lavar a superfície, realizando a transferência quantitativa da mistura para o tubo de 

PP de 15 mL. A mistura resultante (amostra, suporte sólido e solução extratora) foi 

agitada/homogeneizada em vórtex por 1 min e centrifugada por 5 min a 8000 rpm. 

Após estas etapas, o sobrenadante foi retirado com auxílio de uma pipeta de 

Pasteur e transferido para um novo tubo de PP de 15 mL. Por fim, o extrato final foi 

filtrado em filtros de seringa com membrana de 0,45 µm, transferido para frascos de 

amostragem e introduzido no equipamento de IC. Na Figura 7, estão representadas 

as etapas envolvidas na extração por VA-MSPD. 
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Figura 7. Esquema das etapas envolvidas na extração por VA-MSPD. 

 
 

3.8 Avaliação dos principais parâmetros da VA-MSPD 
 

A fim de obter a melhor eficiência na VA-MSPD para os analitos em estudo, 

foram avaliados alguns dos principais parâmetros, os quais incluem o tipo de suporte 

sólido e solução extratora, massa de amostra, massa de suporte sólido e tempo de 

maceração na extração dos halogênios. 

 

3.8.1 Avaliação do tipo de suporte sólido 
 

Para a extração dos halogênios foram avaliados 5 suportes sólidos, incluindo 

os suportes sólidos verdes, obtidos de fontes renováveis, como a concha de 

mexilhão e areia. A concha de mexilhão foi obtida a partir da moagem e secagem de 

conchas de mexilhão coletadas no Canal São Gonçalo e na Lagoa Mirim, na cidade 
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de Rio Grande - RS (ROMBALDI et al., 2015). A areia foi coletada na Praia de 

Bojuru, na cidade de São José do Norte - RS (SANTOS et al., 2019). Além dos 

suportes sólidos naturais, também foram avaliados suportes sólidos comerciais 

comumente utilizados na MSPD, como a terra diatomácea, florisil e alumina. Vale 

ressaltar ainda, que também foi avaliada e extração sem a presença de suporte 

sólido. 

 

3.8.2 Avaliação do tipo de solução extratora 
 

Visando selecionar a solução extratora mais eficiente para a extração de F, 

Cl, Br e I na VA-MSPD, foram avaliadas água, solução contendo carbonato de sódio 

3,2 mmol L-1 e bicabornato de sódio 1,0 mmol L-1 , carbonato de amônio 50 mmol L-1 

e hidróxido de tetrametilamônio (TMAH) 25% (m/v). O volume foi fixado em 10 mL 

conforme a capacidade do tubo de amostra do auto amostrador (aproximadamente 

11 mL). Foram observadas as condições que proporcionaram maiores valores de 

recuperação e melhor resolução dos picos cromatográficos na separação dos 

halogênios, até o momento. 

 

3.8.3 Avaliação da massa de suporte sólido 
 

Após a definição do tipo de suporte sólido e solução extratora, foi avaliada a 

massa de suporte sólido. Foram avaliadas as massas de 0,25; 0,50 e 1,0 g, sendo 

todas as medidas em triplicata. Além disso, foram realizados experimentos sem a 

utilização do suporte sólido. 

 

3.8.4 Avaliação do tempo de maceração 
 

Devido à complexidade da estrutura das algas, os halogênios podem 

permanecer fortemente ligados à matriz e apresentar baixa eficiência de extração. A 

maceração na presença do suporte sólido quebra a estrutura da matriz e aumenta a 

superfície de contato, o que facilita a extração. Assim, foram realizados 
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experimentos utilizando 1, 3 e 5 min de tempo de maceração. Além disso, também 

foi avaliada a extração sem maceração. 

 

3.8.5 Avaliação da massa de amostra 
 

A massa de amostra (0,10 e 0,25 g) foi avaliada, de acordo com o 

procedimento representado na Figura 7. Todas as medições foram feitas em 

triplicata e a massa de amostra escolhida foi a que apresentou maiores 

recuperações. Além disso, estes experimentos também foram utilizados para avaliar 

a robustez do método. 

 

3.9 Descontaminação dos suportes sólidos 
 

Durante a avaliação do tipo de suporte sólido na VA-MSPD, foram avaliados 

procedimentos de descontaminação a fim de reduzir os valores dos brancos 

analíticos, onde foi avaliado o uso de água ultrapura, álcool etílico 20% e (NH4)2CO3 

50 mmol L-1, conforme o procedimento: pesou-se 10 g de suporte sólido em tubos de 

polipropileno de 50 mL e adicionou-se 20 mL de água ultrapura. Em seguida, agitou-

se em vórtex por 3 min e centrifugou-se por 5 min a 6000 rpm. O procedimento foi 

repetido por 5 vezes e em cada uma das vezes, o sobrenadante foi filtrado em 

membrana de 0,45 µm e analisado por IC. Repetiu-se o mesmo procedimento de 

limpeza com álcool etílico 20% e (NH4)2CO3 50 mmol L-1. O suporte sólido foi 

colocado em placa de Petri e seco em estufa durante 24 h em temperatura de 50 ºC.  

 

3.10 Determinação de halogênios por IC 
 

Após passar pelo procedimento de extração, as amostras foram analisadas 

por IC seguindo os parâmetros instrumentais recomendados pelo fabricante para a 

determinação de ânions. As condições operacionais estão apresentadas na Tabela 4 

e foram ajustadas antes da determinação. Outros parâmetros envolvendo a 

separação dos halogênios, como o tempo de separação e a concentração da fase 
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móvel foram otimizados a fim de obter a melhor separação cromatográfica com o 

menor tempo de análise. 
 

Tabela 4. Condições instrumentais utilizadas para a determinação de F, Cl, Br e I por IC. 

Parâmetro Descrição 
a Coluna 1 a Metrosep A Supp 5 – 150 
b Coluna 2 b Metrosep A Supp 5 – 250 
a Pré-coluna a Metrosep A Supp 4/5 Guard columm 

Eluente Na2CO3 3,6 mmol L-1 e 
NaHCO3 3,4 mmol L-1 

Vazão do sistema  0,7 mL min -1 

Volume de injeção 20 µL 

Pressão do sistema 12 a 13 MPa 

Detector 850 Professional - IC Detector 

Amostrador automático 881 Compact autosampler 
a Utilizada nos experimentos de otimização da separação cromatográfica e nos experimentos iniciais 

de otimização da MSPD (tipo de suporte sólido e tipo de solução extratora). 
b Utilizada nos últimos experimentos de otimização da MSPD (massa de suporte sólido, tempo de 

maceração e massa de amostra) e para a validação do método.  
 

3.11 Otimização da separação cromatográfica 
 

Para otimizar a separação de F, Cl, Br e I por IC, a avaliação da separação 

cromatográfica foi realizada com soluções de referência injetadas separadamente no 

cromatógrafo, bem como uma mistura dos halogênios. Para a identificação dos 

tempos de retenção, foram preparadas soluções nas concentrações de 1,0 e 5,0 mg 

L-1 a partir da dissolução dos sais dos analitos em (NH4)2CO3 50 mmol L-1. Além 

disso, também foram adicionadas concentrações conhecidas das soluções de 

referência no extrato da VA-MSPD para verificar o comportamento dos halogênios 

na presença da matriz. Para identificar os tempos de retenção, foi observado o 

acréscimo de sinal analítico com a concentração. É importante salientar que na 

Tabela 4, estão apresentadas duas colunas cromatográficas com tamanhos 
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diferentes (150 e 250 mm). A coluna de 150 mm foi utilizada durante a otimização da 

VA-MSPD. Em função do desgaste da coluna de 150 mm, foi utilizada uma segunda 

coluna de 250 mm durante os experimentos finais da otimização da MSPD e durante 

a etapa de validação do método. 

A fase móvel empregada na cromatografia por troca aniônica é uma solução 

com propriedades tamponantes, escolhida de acordo com a compatibilidade com o 

trocador iônico. Neste trabalho, foram avaliadas as soluções tampão da fase móvel 

nas contrações de Na2CO3 1,8 mmol L-1 e NaHCO3 1,7 mmol L-1; Na2CO3 2,7 mmol 

L-1 e NaHCO3 2,55 mmol L-1; Na2CO3 3,2 mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1 e Na2CO3 

3,6 mmol L-1 e NaHCO3 3,4 mmol L-1. As soluções da fase móvel foram preparadas 

diariamente em um balão volumétrico de 1 L a partir da dissolução dos respectivos 

sais em água ultrapura e desgaseificadas por 24 min em banho ultrassônico. Os 

valores de pH das soluções tampão da fase móvel foram determinados em pHmetro 

digital. 

 

3.12 Análise estatística 
 

Todos os tratamentos de dados referentes à avaliação dos parâmetros da 

MSPD e durante a validação do método foram realizados com o auxílio do programa 

Microsoft Excel 2010. Alguns dos tratamentos estatísticos foram realizados com 

auxílio do programa InStat, GraphPad versão 3.10. Durante a otimização da VA-

MSPD e na comparação dos resultados obtidos na validação do método, foi utilizado 

o teste t-student para a comparação entre duas médias considerando um nível de 

significância de 95%. Para a comparação entre três ou mais médias, foi utilizada a 

análise de variância (ANOVA), optando-se pelo teste de múltiplas comparações de 

Tukey-Kramer, com nível de confiança de 95%. Além disso, também foi utilizado o 

teste Z para eliminação de outliers. 

 

3.13 Validação do método 
 

A validação analítica é a avaliação sistemática de um método por meio de 

ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidências objetivas de que 
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os requisitos específicos para seu uso pretendido sejam atendidos. A validação deve 

ser realizada a fim de garantir que as características de desempenho do método 

sejam atendidas e demonstrar que estas características estejam coerentes sob as 

condições nas quais este será aplicado (ANVISA, 2017). Assim, as características 

de desempenho avaliadas foram linearidade, efeito de matriz, limite de detecção 

(LOD), limite de quantificação (LOQ), exatidão, precisão e robustez. 

 

3.13.1 Limites de detecção e quantificação 
 

O LOD de um procedimento analítico corresponde a menor concentração do 

analito presente na amostra que pode ser detectada, mas não necessariamente 

quantificada sob as condições experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017; 

INMETRO, 2018). Quando são realizadas medições em amostras com baixos níveis 

do analito é importante saber qual o menor valor de concentração do analito ou da 

propriedade que pode ser detectada pelo método (INMETRO, 2018). O LOQ é a 

menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantificada com precisão e 

exatidão aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017; 

INMETRO, 2018).  

O LOD e o LOQ foram estimados a partir dos parâmetros da curva de 

calibração, considerando a estimativa do sinal analítico a partir da equação de 

regressão, a qual apresenta um erro padrão e o produto deste erro pelo valor 

apropriado do parâmetro t da distribuição de Student permite calcular o intervalo de 

confiança da curva de calibração. O método de estimativa do LOD e LOQ baseado 

em parâmetros da curva de calibração apresenta maior confiabilidade estatística, 

pois leva em consideração o intervalo de confiança da regressão, além de ser um 

método robusto. O LOD e o LOQ neste caso é definido como a concentração 

mínima de um composto que pode ser detectado e quantificado, respectivamente, 

com 99% ou 95% de intervalo de confiança (RIBEIRO e FERREIRA, 2008). 
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3.13.2 Linearidade 
 

A linearidade de um procedimento analítico é a sua capacidade (dentro de 

uma dada faixa) em obter respostas às quais são diretamente proporcionais à 

concentração do analito na amostra. Deve-se avaliar a relação linear em toda a faixa 

estabelecida para o método, o intervalo entre a menor e a maior concentração do 

analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento analítico tem um 

nível aceitável de precisão, exatidão e linearidade (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).  

A linearidade do método foi avaliada através de uma curva de calibração 

externa (preparada em (NH4)2CO3 50 mmol L-1) e uma curva de adição de padrão, 

na qual foram adicionadas concentrações conhecidas das soluções de referência em 

amostras de alga do tipo Nori (Porphyra spp.), antes da extração. Em ambas as 

curvas, as faixas de concentração avaliadas foram de 0,1 a 5,0 mg L-1 para F, de 1,0 

a 100,0 mg L-1 para Cl e de 0,1 a 10,0 mg L-1 para Br e I. A partir destas curvas, foi 

avaliada a correlação linear através das equações de regressão e os seus 

respectivos coeficientes de determinação (R2). 

 

3.13.3 Efeito de matriz 
 

O efeito de matriz é caracterizado como o efeito dos componentes da matriz 

na resposta analítica, o qual ocorre especialmente em matrizes complexas. O estudo 

da influência do efeito de matriz ocorre por meio da comparação entre os 

coeficientes angulares das curvas de calibração construídas com soluções de 

referência preparadas no solvente apropriado e no extrato da amostra (ANVISA, 

2017; INMETRO, 2018). Esta influência pode ser observada com o aumento ou 

diminuição da resposta do detector, em comparação com a resposta produzida pelas 

soluções (SANTE, 2017). A ausência de interferentes na matriz é indicada pelo 

paralelismo aproximado das curvas de regressão linear e avaliação estatística 

adequada. Caso exista diferença entre as inclinações das duas curvas, é observado 

efeito de matriz e a curva de calibração deve ser preparada na matriz (ANVISA, 

2017; INMETRO, 2018). 
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Desta maneira, as mesmas curvas de calibração que foram utilizadas na 

avaliação da linearidade, também foram utilizadas na avaliação do efeito de matriz, o 

qual foi determinado pela comparação entre os coeficientes angulares 

(sensibilidade) das curvas de calibração preparadas na matriz e no solvente, 

conforme a Equação 2. 

 

                                                                    Equação 2 

 

Onde: EM(%) representa o efeito de matriz, em porcentagem; Sm e Ss 

representam os coeficientes angulares das curvas de calibração por adição de 

padrão (preparada na matriz) e por calibração externa (preparada em solução de 

NH4CO3 50 mmol L-1), respectivamente.  

De acordo com Economou et al. (2009), considera-se o efeito de matriz nas 

seguintes faixas: baixo (-20% < EM < 20%); médio (-50% < EM < -20% ou 20% > 

EM > 50%) e alto (EM < -50% ou EM > 50%). 

 

3.13.4 Exatidão e precisão 
 

A exatidão de um método analítico deve ser avaliada por meio do grau de 

concordância entre os resultados individuais do método em estudo em relação a um 

valor aceito como verdadeiro (ANVISA, 2017). Para a determinação da exatidão, 

considera-se a abordagem mais adequada de acordo com o método analítico e a 

disponibilidade de materiais, podendo ser avaliada através do uso de CRM, ensaios 

de recuperação, comparação entre técnicas distintas e comparação com métodos de 

referência/oficiais.   

A exatidão do método proposto foi avaliada por meio de ensaios de 

recuperação, aplicação do método proposto em CRMs de folhas de maçã (NIST 

1515) e folhas de pêssego (NIST 1547), além da comparação dos resultados obtidos 

pelo método proposto com os obtidos por ICP-MS após decomposição das amostras 

por MIC. Todas as determinações foram realizadas em triplicata e avaliadas de 

acordo com as concordâncias entre os valores obtidos pelo método proposto com os 

valores certificados pelos CRMs e com o método de referência (MIC/ICP-MS). 
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A precisão expressa a concordância entre os resultados obtidos por meio de 

ensaios independentes executados sob as mesmas condições, conforme o método 

analítico (ANVISA, 2017). As três maneiras mais comuns de expressá-la são por 

meio da repetibilidade, precisão intermediária e da reprodutibilidade, sendo 

usualmente demonstrada pela dispersão dos resultados, calculando-se o desvio 

padrão relativo (RSD) da série de medições (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). A 

precisão do método proposto foi avaliada pela repetibilidade, utilizando como critério 

o desvio padrão relativo (RSD) entre as medições. 

3.13.5 Robustez 
 

A robustez é um parâmetro que indica a capacidade do método em não ser 

afetado por pequenas e deliberadas variações das condições analíticas (ANVISA, 

2017). A robustez fornece uma indicação da confiança do método durante uma 

aplicação rotineira, sendo um procedimento opcional dentro dos estudos de 

validação, muitas vezes estando mais associado a estudos de otimização 

(INMETRO, 2018).  

A robustez do método foi avaliada através da utilização de diferentes valores 

de massa de amostra (0,1 e 0,25 g), observando o efeito desta variável através de 

ensaios de recuperação. Convém salientar ainda, que quanto mais robusto for um 

método, maior é a confiança com relação à sua precisão (INMETRO, 2018). 

 

3.14 Tratamento de resíduos 
 

Os resíduos gerados durante o desenvolvimento desse trabalho foram 

armazenados em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas 

pela Comissão de Resíduos da FURG, sendo posteriormente guardados em local 

adequado para posterior recolhimento pela Instituição e envio a uma empresa 

contratada com o objetivo de realizar o seu tratamento. 
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4. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  

 

4.1 Tratamento preliminar das amostras 
 

Embora as amostras tenham sido adquiridas na forma de folhas secas, elas 

foram liofilizadas para garantir a eliminação total de água. Com o objetivo de garantir 

a homogeneidade das amostras, foi realizado um teste inicial em que uma pequena 

porção da amostra foi triturada em processador de alimentos e macerada com gral e 

pistilo, porém a maceração não foi eficiente, e a amostra permaneceu heterogênea. 

Portanto, as amostras foram moídas em almofariz e pistilo motorizado e, em 

seguida, peneiradas. O aspecto físico das amostras trituradas e moídas, após terem 

sido submetidas à liofilização pode ser observado na Figura 8. 

 
Figura 8. Amostras de alga trituradas (a) e após moagem e peneiramento (b). 

 
 

 

4.2 Determinação do teor de cinzas 
 

A fim de obter informações acerca da composição inorgânica das amostras, 

foram determinados os teores de cinzas presentes nas diferentes espécies de algas. 

Na Tabela 5, estão mostrados os resultados obtidos neste trabalho em comparação 

 

b a 
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com os valores reportados na literatura para as mesmas espécies de algas 

estudadas. 

 
Tabela 5. Determinação do teor de cinzas (%) em amostras de algas e a comparação com trabalhos 

da literatura. 

Algas (espécie) Neste 
trabalho 

RUPÉREZ, 
2002 

RIOUX; 
BEAULIEU; 
TURGEON, 

2017 

SÁNCHEZ-
MACHADO 
et al., 2004 

Nori (Porphyra spp.) 9,3 ± 0,21 20,6 ± 0,16 7,0-21,0 19,1 ± 0,61 

Wakame (Undaria pinnatifida) 27,6 ± 0,00 39,3 ± 0,24 27,0-40,0 31,2 ± 0,22 

Kombu (Laminaria ochroleuca) 24,4 ± 0,02 37,6 ± 0,40 15,0-45,0 29,5 ± 1,05 

Hijiki (Hizikia fusiforme) 19,5 ± 0,39 - - - 
 

De acordo com os teores de cinzas determinados, foram obtidos valores entre 

9,3 e 27,6%. Essa diferença deve-se à composição química das algas marinhas que 

pode variar de acordo com as espécies, maturidade, habitat e condições ambientais 

(TABOADA; MILLÁN; MIGUEZ, 2013).  

A espécie de alga Undaria pinnatifida apresentou o maior teor de cinzas 

(27,6%), enquanto que a espécie Porphyra spp., o menor valor (9,3%). 

Considerando que a espécie Porphyra spp., é uma microalga conhecida 

popularmente como Nori e as demais espécies apresentadas, são macroalgas, esta 

diferença pode ser explicada pelo fato da composição elementar inorgânica de 

microalgas (excluindo diatomáceas) geralmente ser muito inferior comparado às 

macroalgas (TIBBETTS; MILLEY; LALL, 2015). Outro fato que pode justificar os 

resultados apresentados, é que a Porphyra spp., é uma espécie de alga vermelha, 

enquanto que as espécies Undaria pinnatifida, Laminaria ochroleuca e Hizikia 

fusiforme são algas marrons, as quais são mais abundantes em cinzas.  

Esses resultados estão de acordo com os reportados na literatura e foram 

semelhantes aos obtidos por SÁNCHEZ-MACHADO et al. (2004), os quais 

determinaram o teor de cinzas em algas da espécie Porphyra spp. (19,1%), Undaria 

pinnatifida (31,2%) e Laminaria ochroleuca (29,5%). RIOUX; BEAULIEU e 

TURGEON (2017) compararam a composição de diferentes espécies de algas 
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marinhas e observaram que os valores de cinzas variam entre 7,0 e 21,0% para a 

alga Porphyra spp., entre 27,0 e 40,0% para a alga Undaria pinnatifida e entre 15 e 

45% para a alga Laminaria ochroleuca. Também é possível observar na Tabela 5, 

que no trabalho de RUPÉREZ (2002) os valores de cinzas estiveram de acordo com 

essa faixa de porcentagem. Além disso, a maioria das espécies analisadas 

apresentou um elevado teor de cinzas o que comprova que elas são uma boa fonte 

de minerais. 

 

4.3 Caracterização por microscopia eletrônica de varredura 
 

A caracterização por MEV foi utilizada para obter informações acerca da 

morfologia das amostras e dos suportes sólidos utilizados neste estudo. As imagens 

destes materiais foram geradas com ampliação do microscópio de 500x e 3000x 

conforme a Figura 9.  
 

Figura 9. Imagens obtidas por MEV para as amostras Nori (A), Kombu (B), Hijiki (C), Wakame (D); os 

suportes sólidos areia (E), alumina (F), concha de mexilhão (G), florisil (H) e terra 

diatomácea (I). 
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Através das imagens obtidas pelas análises por MEV, pode-se observar que 

as amostras apresentaram formas irregulares com superfície rugosa e variabilidade 

de tamanho. Todos os suportes sólidos apresentam partículas de característica 

heterogênea e formas irregulares. A areia, a concha de mexilhão e o florisil 

apresentaram partículas com superfícies mais polidas e menos porosas. Já a 

alumina e a terra diatomácea apresentaram partículas com superfícies mais porosas, 

com uma elevada superfície de contato. As partículas de terra diatomácea 

apresentam um formato peculiar por ser uma rocha sedimentar biogênica formada a 

partir da deposição dos restos microscópicos das carapaças de algas diatomáceas 

(CPRM, 2020). O florisil, dentre os materiais testados foi o que apresentou partículas 

mais pontiagudas.   
 

4.4 Otimização da separação cromatográfica 
 

A fase móvel usualmente empregada na cromatografia de íons é uma solução 

com propriedades tamponantes, escolhida de acordo com a compatibilidade com o 

trocador iônico, selecionado conforme os analitos que se pretende determinar. 

Geralmente, para a determinação de halogênios por cromatografia de íons, utiliza-se 

como fase móvel uma solução com Na2CO3 3,2 mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1 , 

(CAUDURO et al., 2019; MESKO et al., 2020), a qual foi avaliada inicialmente.  

Para avaliar a condição ideal de fase móvel para a separação dos halogênios, 

foi feita a sobreposição dos cromatogramas de uma solução aquosa contendo 20 mg 

L-1 dos halogênios e dos extratos oriundos da VA-MSPD (com e sem a adição de 20 

mg L-1 dos halogênios). As condições da VA-MSPD foram fixadas utilizando 0,25 g 

de amostra de alga Nori e 1,0 g de terra diatomácea como suporte sólido. Esta 

condição da VA-MSPD foi utilizada inicialmente por apresentar boa recuperação dos 

analitos em experimentos preliminares. Na Figura 10, estão apresentados os 

cromatogramas utilizando a condição de fase móvel recomendada pelo fabricante.  
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Figura 10. Otimização da separação de F, Cl, Br e I por IC utilizando a fase móvel Na2CO3 3,2  

mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1. Condições: 0,25 g de amostra; 1,0 g de terra 

diatomácea (suporte sólido); 5 min de maceração; 10 mL de (NH4)2CO3 50 mmol L-1, 1 

min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: Metrosep A Supp 5 – 150. 

  

Na condição de fase móvel representada pela Figura 10, observa-se que a 

separação cromatográfica para os halogênios não foi completa para F, Cl e I, pois na 

comparação dos cromatogramas, ambos apresentaram picos cromatográficos 

adjacentes aos sinais dos analitos, comprometendo a seletividade. Por outro lado, 

este problema não foi verificado para o Br. Apesar de alguns ânions eluírem com 

tempos de retenção próximos aos dos analitos, com ajustes da força iônica do 

eluente ou do seu pH, é possível otimizar a separação cromatográfica. Assim, foram 

avaliadas outras proporções entre Na2CO3 e NaHCO3 nas soluções tampão da fase 

móvel. Cabe destacar, que para estes experimentos e para os demais experimentos 

realizados durante a otimização da VA-MSPD, foi utilizada uma coluna 

cromatográfica modelo Metrosep A Supp 5 - 150, com 150 mm de comprimento, 4,0 

mm de diâmetro interno e 5 µm de diâmetro de partícula. Posteriormente, foram 

avaliadas as proporções: Na2CO3 1,8 mmol L-1 e NaHCO3 1,7 mmol L-1; Na2CO3 2,7 

mmol L-1 e NaHCO3 2,55 mmol L-1; e Na2CO3 3,6 mmol L-1 e NaHCO3 3,4 mmol L-1, 

como mostrado na Figura 11. 

 

 

 

Solução de F, Cl, Br e I 20 mg L-1 

Extrato da VA-MSPD 

Extrato da VA-MSPD (contendo 
F, Cl, Br e I 20 mg L-1) 
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Figura 11. Otimização da separação de F, Cl, Br e I por IC utilizando eluentes contendo Na2CO3 1,8 

mmol L-1 e NaHCO3 1,7 mmol L-1 (A), Na2CO3 2,7 mmol L-1 e NaHCO3 2,55 mmol L-1 (B) e 

Na2CO3 3,6 mmol L-1 e NaHCO3 3,4 mmol L-1 (C). Condições: 0,25 g de amostra; 1,0 g de 

terra diatomácea como suporte sólido; 5 min de maceração; 10 mL de (NH4)2CO3, 50 

mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: Metrosep A Supp 5 - 150. 
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De acordo com a análise dos cromatogramas da Figura 11, representando as 

proporções de fase móvel Na2CO3 1,8 mmol L-1 e NaHCO3 1,7 mmol L-1 e Na2CO3 

2,7 mmol L-1 e NaHCO3 2,55 mmol L-1 com força iônica 0,0071 e 0,01065 mol L-1, 

respectivamente, foi possível observar baixa seletividade para todos os halogênios, 

indicando baixa eficiência na separação cromatográfica. No entanto, a análise do 

cromatograma evidencia uma melhora na separação dos picos para a condição de 

fase móvel utilizando Na2CO3 3,6 mmol L-1 e NaHCO3 3,4 mmol L-1 (força iônica de 

0,0142 mol L-1). Observou-se que a variação da concentração de Na2CO3 e NaHCO3 

e, consequentemente, o aumento da força iônica do eluente, influenciou na 

seletividade dos picos cromatográficos, principalmente para Br e I. Além disso, o 

aumento da força iônica da fase móvel proporcionou menor interação dos 

halogênios com a fase estacionária, diminuindo os tempos de retenção e, 

consequentemente o tempo de análise. Portanto, a fase móvel contendo Na2CO3 3,6 

mmol L-1 e NaHCO3 3,4 mmol L-1 foi escolhida para os experimentos posteriores. 

 

 

4.5 Avaliação dos principais parâmetros da VA-MSPD 
 
4.5.1 Avaliação do tipo de suporte sólido 

 

A natureza do suporte sólido é um parâmetro importante que afeta a eficiência 

da extração no desenvolvimento da MSPD (PENG et al., 2016). Durante o 

procedimento de mistura, o suporte sólido é utilizado não apenas para a adsorção e 

rompimento da estrutura física da matriz visando a separação dos analitos, mas 

também para a dispersão da amostra (CAO et al., 2016).  

Neste trabalho, foram avaliados cinco suportes sólidos com diferentes 

propriedades físicas e químicas. Cabe salientar, que durante todo o 

desenvolvimento do método foi utilizada a alga do tipo Nori. Além disso, com a 

finalidade de verificar o efeito do suporte sólido na extração por VA-MSPD, a 

maceração da amostra foi realizada com e sem a presença dos suportes sólidos. Os 

suportes sólidos selecionados foram alumina, florisil e terra diatomácea, 

tradicionalmente utilizados na MSPD, assim como a areia e concha de mexilhão 
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como suportes sólidos verdes. Na Figura 12, estão apresentados os resultados 

obtidos em função da intensidade de sinal relativo (ISR) dos halogênios para cada 

suporte sólido avaliado. 

 
Figura 12. Avaliação do tipo de suporte sólido representada pela intensidade de sinal relativo (ISR) 

(%) (n=3). As barras de erro representam o RSD (%). Condições: 0,25 g de amostra (com 

adição de 100 µg g-1 dos halogênios); 5 min de maceração; 1,0 g de suporte sólido; 10 mL 

de (NH4)2CO3 50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: 

Metrosep A Supp 5 - 150. 

 
 

Os resultados demonstram a intensidade de sinal (área integrada de cada 

pico cromatográfico) relativa à maior área obtida, para cada tipo de suporte sólido, 

em porcentagem. Comparando a areia e a concha de mexilhão (suportes sólidos 

verdes), é possível perceber que a areia apresentou melhores resultados com ISR 

na faixa de 82 a 91%. Já a concha de mexilhão esteve entre 53 e 96%, com baixa 

eficiência especialmente na extração de Br (53%) e I (60%). Em relação aos 

suportes sólidos tradicionais, o mesmo pode ser observado para a alumina que 

esteve entre 60 e 89%, apresentando valores inferiores também para Br e I (ambos 

com 60%). No entanto, no experimento realizado sem a utilização do suporte sólido 

foram obtidos valores de ISR entre 76 e 100%, valores semelhantes aos obtidos 
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com a terra diatomácea (entre 66 e 92%). Os bons resultados verificados para a 

maioria dos halogênios, sem o uso de suporte sólido pode estar associado à 

composição inorgânica da alga Nori, verificada através da determinação do teor de 

cinzas (9,3%). A presença de minerais na forma de óxidos pode auxiliar no processo 

de maceração e extração na VA-MSPD, mesmo sem a presença de suporte sólido. 

Embora tenham sido observados valores promissores de ISR para a maioria dos 

halogênios, os resultados para I evidenciam uma eficiência de extração inferior à 

areia e florisil (entre 96 e 100%), mostrando o efeito do suporte sólido durante a 

maceração para este elemento. Na comparação entre a ISR do I entre a condição 

onde não foi utilizado suporte sólido com a condição onde foi utilizado florisil, houve 

diferença significativa (p < 0,05) entre os resultados. As maiores eficiências de 

extração foram obtidas para florisil e areia. Embora os valores de ISR tenham sido 

superiores para florisil, não houve diferença significativa (p < 0,05) na comparação 

com a areia.  

  A areia utilizada neste trabalho já tem sido empregada em outros trabalhos 

que estudaram a MSPD para a extração de pesticidas em frutas e vegetais 

(SANTOS et al., 2019). No trabalho de Salcedo e colaboradores (2020), este mesmo 

material foi caracterizado empregando a espectroscopia de energia dispersiva 

(EDS), a difração de raios-X (DRX) e através da determinação dos principais 

elementos por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente 

acoplado (ICP OES). A areia, que foi coletada na praia de Bojuru, no município de 

São José do Norte-RS, apresentou na sua composição, principalmente os elementos 

Al, Ca, Fe, Mn, Na, Mg, Ti e V, após determinação por ICP OES, estando presente 

em altas concentrações os elementos Ti (11,4%) e Fe (11,3%). Adicionalmente, 

através da técnica de EDS, os autores identificaram, além da presença dos 

elementos já mencionados, o elemento Si e através da técnica de DRX, a presença 

de CaO, TiO2 e Fe2O3. A presença destes elementos, principalmente na forma de 

óxidos, conferem à areia a sua propriedade abrasiva proporcionando uma ruptura 

mais eficiente da amostra, rompendo sua estrutura em partes menores, 

homogêneas e dispersas no suporte sólido. A eficiência na extração pode ocorrer, 

provavelmente, pela combinação de dois fatores: ruptura eficiente da amostra e 

interações entre o suporte sólido e a matriz, especialmente para o I, visto que o 
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efeito do suporte sólido foi observado para este elemento quando o material não foi 

usado durante a maceração. Como a areia e o florisil foram os materiais que 

forneceram os melhores resultados, para estes foi avaliado um processo de 

descontaminação, a fim de reduzir o valor dos brancos analíticos visando a posterior 

quantificação dos halogênios. 

 

4.5.1.1 Descontaminação dos suportes sólidos 
 

Para a determinação de halogênios por IC, após extração por VA-MSPD 

empregando suportes sólidos verdes, faz-se necessário a descontaminação dos 

suportes para diminuir o sinal analítico dos brancos e também de possíveis íons que 

podem estar presentes em concentrações elevadas e que possam vir a interferir na 

etapa de determinação. A descontaminação dos suportes sólidos foi realizada após 

verificar a presença de alguns halogênios nos brancos analíticos, especialmente Cl, 

além de outros íons desconhecidos que poderiam ser interferentes. É importante 

salientar, que a contaminação dos brancos não afetou a comparação entre os tipos 

de suporte sólido no experimento anterior, pois os valores dos brancos obtidos para 

cada suporte sólido foram descontados. Como soluções de limpeza foram utilizadas: 

água ultrapura, álcool etílico 20% e (NH4)2CO3 50 mmol L-1 separadamente, 

conforme descrito anteriormente. Para cada solução de limpeza foram realizadas 5 

limpezas sucessivas. Os sobrenadantes foram analisados por IC e a concentração 

de Cl determinada, de acordo com a Figura 13. 

É possível observar que a concentração de Cl diminuiu durante a limpeza 

para ambos os suportes sólidos. No entanto, os melhores resultados foram 

observados para a limpeza da areia com a solução de carbonato de amônio, visto 

que com três limpezas foi possível observar a diminuição significativa da 

concentração de Cl. Para o florisil, também houve diminuição da concentração de Cl, 

porém menor que para a areia e apenas na quarta limpeza foi possível obter uma 

concentração constante. Para todas as limpezas, o carbonato foi o solvente mais 

eficiente, promovendo a redução da concentração de Cl e diminuindo 

consideravelmente os brancos analíticos. 
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Figura 13. Estudo da concentração de Cl após 5 limpezas para florisil (A) e areia (B) com água 

ultrapura (■); (NH4)2CO3, 50 mmol L-1 (■) e álcool etílico 20% (□). Condições: 10 g de 

florisil (A); 10 g de areia (B); 20 mL de água ultrapura; (NH4)2CO3, 20 mL de 50 mmol L-1; 

20 mL de álcool etílico 20%; 3 min de agitação em vórtex e centrifugação por 5 min a 

6000 rpm. Coluna cromatográfica: Metrosep A Supp 5 - 150. 
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Para uma melhor visualização dos resultados, foram feitas análises de 

brancos com os suportes sólidos descontaminados e com os suportes supostamente 

contaminados, de acordo com a Figura 14.  

A 

B 
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Figura 14.Cromatogramas para areia (A) e florisil (C), ambos antes da descontaminação e para a 

areia (B) e florisil (D), após a descontaminação. 

 

 

Os cromatogramas representam os brancos para a areia e florisil, antes e 

após a descontaminação com as 5 limpezas sucessivas com carbonato de amônio 

50 mmol L-1. A partir dos cromatogramas, foi possível observar uma redução de 

99.86% e 97.64% na área do Cl para areia e florisil respectivamente, assim como a 

redução de outros íons interferentes para os suportes sólidos descontaminados, 

diminuindo o valor dos brancos para os experimentos posteriores. Após a 

descontaminação dos suportes sólidos, foi feito um ensaio de recuperação para 

comparar a areia e o florisil, conforme a Figura 15. 

Um aspecto observado a partir dos ensaios de recuperação foi a baixa 

recuperação obtida para o F. Sabe-se que a maioria dos suportes sólidos 

empregados neste trabalho são constituídos a base de óxidos e no caso do florisil, o 

SiO2 é predominante na sua composição. O íon fluoreto é um poderoso ânion 

complexante capaz de formar fluoretos estáveis e fluorocomplexos com muitos 

elementos, especialmente elementos que formam óxidos refratários como Si, Sn, Ti, 

Zr, Hf, Nb e Ta (KRUG, 2008). Outro aspecto interessante, é que a areia de Bojuru 

 C                                                                                   D 

Areia depois 

A                                                                                   B 
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possui TiO2 como um dos seus principais componentes (SALCEDO, et al., 2020). 

Portanto, as baixas recuperações de F obtidas nestas condições, podem estar 

associadas com uma possível interação entre o halogênio e a superfície da areia e 

florisil, dificultando a extração para a solução de NH4(CO3)2.  

Ao realizar o teste comparativo de significância estatística, não houve 

diferença significativa para os valores de recuperação para a areia e o florisil para 

nenhum dos halogênios. Como o objetivo do trabalho é o desenvolvimento e 

validação de um método empregando a VA-MSPD para a extração de halogênios, 

que seja eficiente, simples, rápido, de baixo custo e que atenda os princípios da 

Química Analítica Verde, a areia foi selecionada como suporte sólido para os 

experimentos posteriores.  

 
Figura 15. Recuperações dos halogênios utilizando areia e florisil como suporte sólido (n=3). As 

barras de erros representam o RSD(%). Condições: 0,25 g de amostra (com adição de 

2000 µg g-1 dos halogênios); 5 min de maceração; 1,0 g de suporte sólido; 10 mL de 

(NH4)2CO3 50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: Metrosep 

A Supp 5 - 150. 

 

 

Em outros trabalhos, a areia tem sido avaliada como suporte sólido na MSPD, 

como no trabalho de Santos et al. (2019), os quais utilizaram a areia do mar como 

suporte sólido alternativo para extrair pesticidas de frutas e vegetais para posterior 
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determinação por GC-MS e LC-MS/MS. Dawidowicz e Rado (2010) avaliaram a 

substituição do C18 pela areia para a extração de óleo essencial a partir de hortelã, 

sálvia, camomila, manjerona, segurelha e orégãos para posterior determinação por 

GC-MS e GC-FID. Os autores compararam os resultados com a extração com 

líquido pressurizado (PLE) mostrando que a MSPD com areia é adequada para a 

extração de óleos essenciais de ervas. Outra aplicação da areia é a sua utilização 

como suporte sólido na MSPD para a extração de espécies de As em frutos do mar 

visando a determinação por LC-ICP-MS (MOREDA-PINERO et al., 2008). 

 

4.5.2 Avaliação do tipo de solução extratora 
 

As soluções extratoras avaliadas foram água, solução de Na2CO3 3,2  

mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1, carbonato de amônio 50 mmol L-1 e TMAH 50% 

(m/v), de acordo com a Figura 16.  

 
Figura 16. Recuperações dos halogênios utilizando como solução extratora água ( ■ ); Na2CO3 3,2 

mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1 ( ■ ) e (NH4)2CO3 50 mmol L-1 ( ■ ). As barras de erros 

representam o RSD(%) (n = 3). Condições: 0,25 g de amostra (com adição de 2000 µg g-1 

dos halogênios); 1,0 g de areia; 5 min de maceração; 10 mL de solução extratora e 1 min de 

agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: Metrosep A Supp 5 - 150. 
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A natureza da solução extratora é um dos principais parâmetros da MSPD, 

pois é fundamental que a solução tenha maior afinidade pelos analitos, do que a 

afinidade existente entre os analitos e o conjunto matriz e suporte sólido. Embora 

alguns trabalhos reportem o uso do TMAH como solução empregada na extração 

assistida por micro-ondas (MAE) de Br e I em algas (ROMARÍS-HORTAS et al.,  

2011), e a sua utilização como solução extratora de halogênios utilizando 

aquecimento convencional (MESKO et al., 2010), no presente trabalho o extrato 

apresentou uma coloração escura intensa, mesmo com a filtração. Portanto, optou-

se por não analisar extrato por IC a fim de garantir a integridade do instrumento. 

Para as demais soluções avaliadas, observou-se que a influência da solução 

de (NH4)2CO3 é significativa principalmente para o F (70%). As recuperações 

utilizando (NH4)2CO3 estiveram entre 70 e 117%. Na avaliação da água como 

solução extratora, as recuperações estiveram na faixa de 52 a 134% e para o F 

(52%), houve diferença significativa (p < 0,05) em comparação com as demais 

soluções. A solução tampão de Na2CO3 3,2 mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1 foi 

avaliada por estar na mesma concentração da fase móvel recomendada pelo 

fabricante. No entanto, a recuperação variou de 53 a 93% e para o F (53%), houve 

uma significativa diferença (p < 0,05) na comparação com a recuperação obtida com 

a utilização de (NH4)2CO3 (70%). Portanto, a solução de (NH4)2CO3 50 mmol L-1 foi 

escolhida para os próximos experimentos. O carácter alcalino da solução aumenta a 

capacidade de extração, como já observado em alguns trabalhos da literatura para a 

extração alcalina de halogênios, principalmente soluções de TMAH (ROMARÍS-

HORTAS et al., 2009; 2011; 2012). Da mesma forma, soluções absorvedoras de 

NH4OH, (PICOLOTO et al., 2014), solução de Na2CO3 e NaHCO3 (TAFLIK et al., 

2012), e (NH4)2CO3 (COELHO JUNIOR et al., 2017) também tem sido utilizadas na 

MIC. Mesko et al. (2014), determinaram Br e I por ICP-MS em alga marinha 

comestível empregando a MIC para a decomposição das amostras e a solução de 

(NH4)2CO3 foi utilizada como solução absorvedora. Também é possível encontrar 

procedimentos baseados no uso de água (RONDAN et al., 2019), e soluções 

ligeiramente ácidas (YANG et al., 2014; BADOCCO et al., 2016).  
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4.5.3 Avaliação da massa de suporte sólido 
 

Barker (2007) recomenda a razão 1:4 como a ideal para o desenvolvimento 

da MSPD. No entanto, não existe uma proporção definida entre a quantidade de 

amostra e quantidade de suporte sólido, assim como também não há definição para 

o tempo de maceração. Esses fatores dependem do tipo de analito e da natureza da 

matriz. A otimização da massa de areia foi feita utilizando a alga Nori, 0,25 g de 

massa de amostra, 5 min de maceração e a massa de areia foi avaliada entre 0,25 e 

1,0 g, nas proporções de 1:1; 1:2; 1:3 e 1:4, de acordo com a Figura 17.  

 
Figura 17. Recuperação dos halogênios utilizando diferentes massa de areia. As barras de erros 

representam o RSD(%) (n = 3). Condições: 0,25 g de amostra (com adição de 1500 µg g-1 

de F, 2000 µg g-1 de Cl, 250 µg g-1 de Br e I); 5 min de maceração; 1,0 g de areia; 10 mL 

de (NH4)2CO3, 50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: 

Metrosep A Supp 5 - 250. 

 

 

Para o F, as maiores recuperações foram obtidas para as massas de areia de 

0,25 g (95%) e 1,00 g (91%) em comparação com os valores de 0,50 g (76%) e 0,75 

g (65%). Já o Cl apresentou recuperações aceitáveis (entre 88 e 122%), e 

praticamente não houve diferença significativa entre as condições avaliadas. Para o 

Br e I foram verificados comportamentos semelhantes ao F, onde as condições de 
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0,25 e 1,0 g apresentaram os maiores valores de recuperação em comparação às 

demais condições. Este comportamento é difícil de explicar, pois parece haver uma 

tendência na diminuição da recuperação, para todos os halogênios, até 0,75 g. No 

entanto, as recuperações aumentam com 1,0 g e são muito semelhantes à condição 

na qual foi utilizada 0,25 g. Considerando a variabilidade na composição das 

matrizes de algas, optou-se por utilizar a maior massa de suporte sólido avaliada 

(1,0 g), a fim de garantir a dispersão e a quebra da estrutura física da matriz. Além 

disso, na condição em que foi utilizado 0,25 g de areia, o RSD para o Br foi muito 

elevado (12,4%)  

 

4.5.4 Avaliação do tempo de maceração 
 

Os tempos de maceração avaliados foram 1, 3 e 5 min, utilizando 0,25 g de 

amostra e 1,0 g de areia. Na Figura 18, estão apresentadas as recuperações para 

os tempos de maceração avaliados. 

 
Figura 18. Recuperação dos halogênios utilizando 1 min ( ■ ), 3 min ( ■ ) e 5 min ( ■ ) de maceração. 

As barras de erros representam o RSD(%) (n=3). Condições: 0,1 g de amostra (com 

adição de 1500 µg g-1 de F, 2000 µg g-1 de Cl, 250 µg g-1 de Br e I); 1,0 g de areia; 10 mL 

de (NH4)2CO3, 50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: 

Metrosep A Supp 5 - 250. 
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Como pode ser observado, foram obtidas as maiores recuperações para a 

maioria dos halogênios quando foi utilizado o maior tempo de maceração, 5 min. No 

tempo de 1 min de maceração, o F (66%) não apresentou bons resultados de 

recuperação, o que pode ser explicado pelo fato de 1 min não ser tempo suficiente 

para a quebra da estrutura física da amostra e dispersão da matriz. Para Cl, Br e I, 

neste mesmo tempo de maceração, as recuperações foram aceitáveis, na faixa de 

95 a 103%. Em relação ao tempo de 3 min, as recuperações não apresentaram 

diferença significativa em comparação com o tempo de 5 min. Além disso, é 

importante notar que as recuperações para F foram mais baixas quando comparada 

com as recuperações dos demais halogênios para os três tempos avaliados. Em 

virtude do que pode ser observado, foi considerado o tempo de 5 min para os 

experimentos posteriores, visando a garantia da completa homogeneização da 

amostra e rompimento da estrutura da matriz. 

 

4.5.5 Avaliação da massa de amostra 
 

Os métodos de preparo de amostras baseados em extração, são suscetíveis 

à presença de interferentes nos extratos e massas de amostra elevadas podem 

produzir extratos com maior concentração de interferentes e comprometer a vida útil 

dos equipamentos de quantificação. Por outro lado, menores massas de amostra 

podem prejudicar os LODs do método. Com o intuito de verificar a possibilidade de 

reduzir a massa de amostra, foram empregadas as quantidades de 0,1 e 0,25 g de 

amostra para 1,0 g de areia, na proporção de 1:10 e 1:4 entre massa de amostra e 

massa de areia, de acordo com a Figura 19. 

Comparando os valores de recuperação obtidos para 0,1 e 0,25 g de amostra, 

nota-se que para todos os halogênios, não foi verificada diferença significativa. 

Portanto, optou-se em utilizar 0,1 g de amostra visando um extrato com uma menor 

quantidade de íons interferentes e, consequentemente, um menor consumo de filtros 

para a limpeza dos extratos. Adicionalmente, a condição de 0,1 g de amostra 

forneceu menores RSDs (inferiores a 2,4%). Também é importante salientar, que a 

concentração de halogênios em amostras de alga estão, geralmente, na ordem de 
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µg g-1 e a utilização de menores valores de massa de amostra não comprometem a 

aplicação do método.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

 
Figura 19. Recuperação dos halogênios utilizando 0,1 g de amostra ( ■ ) e 0,25 g de amostra ( ■ ). As 

barras de erro representam RSD(%) (n=3). Condições: amostra com adição de 1500 µg g-1 

de F, 2000 µg g-1 de Cl, 250 µg g-1 de Br e I; 5 min de maceração; 1,0 g de areia; 10 mL de 

(NH4)2CO3, 50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. Coluna cromatográfica: Metrosep 

A Supp 5 - 250. 

 

 
Alguns autores utilizaram diferentes proporções de massa de amostra e 

suporte sólido sem comprometer a eficiência da extração, como observado no 

trabalho de DAWIDOWICZ e RADO (2010), que empregaram a MSPD como método 

de preparo de amostras e utilizando 0,2 g de amostra, com uma proporção de 1:24 

entre amostra e suporte sólido na determinação de óleos essenciais por GC-MS e 

GC-FID (DAWIDOWICZ e RADO, 2010). Duarte et al. (2013), utilizaram a proporção 

de 0,2 g de amostra para 0,5 g na proporção 1:2,5 de suporte sólido para a 

determinação de espécies de mercúrio em amostras de peixe por GC-MS. 

Após a otimização da VA-MSPD como método de preparo de amostras para a 

posterior determinação de halogênios por IC, as condições otimizadas foram: 0,1 g 

de amostra; 1,0 g de areia (descontaminada) como suporte sólido, 5 min de 

maceração e 10 mL de (NH4)2CO3 50 mmol L-1 como solução extratora. Na Figura 

20, está demonstrado um fluxograma que resume a VA-MSPD otimizada. 
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Figura 20. Fluxograma da VA-MSPD otimizada. 

 
 

4.6 Validação do método 
 
4.6.1 Linearidade e efeito de matriz 
 

A linearidade do método foi avaliada utilizando curvas de calibração na faixa 

de concentração de 0,1 a 5,0 mg L-1 para F, de 1,0 a 100,0 mg L-1 para Cl e de 0,1 a 

10,0 mg L-1 para Br e I em amostras de alga do tipo Nori. Estas faixas de 

concentração estão de acordo com as concentrações dos halogênios comumente 

encontradas em amostras de algas. O estudo foi realizado tanto com curvas de 

calibração externa em solução de (NH4)2CO3 50 mmol L-1, como com curvas de 
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adição de padrão, através da adição dos analitos na amostra, antes da extração com 

as condições da VA-MSPD otimizadas, ambas na mesma faixa de concentração, 

com no mínimo 5 níveis de concentração. Na Figura 21, estão apresentadas as 

curvas de calibração externa e de adição de padrão e na Tabela 6 os parâmetros de 

regressão das curvas de calibração. 

 
Figura 21. Curvas de calibração externa ( ■ ) e por adição de padrão ( ▲ ) para F, Cl, Br, I. 

Condições: 0,1 g de amostra; 1,0 g de areia; 5 min de maceração; 10 mL de (NH4)2CO3, 

50 mmol L-1 e 1 min de agitação em vórtex. coluna cromatográfica: Metrosep A Supp 5 - 

250. 

 

  

  
 

F Cl 

Br I 
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Tabela 6. Parâmetros de regressão para as curvas de calibração externa e de adição de padrão. 

Elementos 
Faixa de 

concentração 
(mg L-1) 

Curva de calibração 
externa R2 Curva de adição de 

padrão R2 

F 0,1-5,0 y = 0,3216x - 0,0301 0,9978 y = 0,3067x + 0,8896 0,9954 

Cl 1,0-100,0 y = 0,2412x - 0,3061 0,9987 y = 0,2382x + 20,827 0,9967 

Br 0,1-10,0 y = 0,0847x - 0,0133 0,9983 y = 0,0828x + 0,0581 0,9985 

I 0,1-10,0 y = 0,0443x - 0,0045 0,9992 y = 0,0373x + 0,0066 0,9982 

 

Os coeficientes de determinação (R2) foram maiores que 0,9954 para ambas 

as curvas de calibração, o que é considerado adequado para a linearidade da curva 

de calibração segundo as orientações da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA, 2017) e do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 

(INMETRO, 2018), os quais estabelecem como parâmetro de linearidade os 

coeficientes de determinação maiores ou iguais a 0,99 e 0,90, respectivamente. 

Portanto, para ambas as curvas de calibração, o método mostrou-se linear dentro 

dos intervalos de concentração estudados.  

 O efeito de matriz também foi avaliado por meio das curvas de calibração 

anteriormente demonstradas, através da comparação dos coeficientes angulares 

das duas curvas de calibração. Com isso, foi possível verificar a influência dos 

componentes da matriz na possibilidade de supressão ou enriquecimento de sinal no 

sistema de detecção. Com o intuito de minimizar qualquer efeito na variação da 

resposta instrumental, as curvas analíticas foram preparadas no mesmo dia. Na 

Figura 21, estão mostradas as mesmas curvas apresentadas anteriormente, mas 

com as curvas de adição de padrão com os valores dos sinais analíticos subtraídos 

dos valores dos sinais dos analitos presentes nas amostras para uma melhor 

comparação visual da inclinação das duas curvas.  

Pode-se verificar através da comparação do coeficiente angular das duas 

curvas que não há influência dos componentes da matriz no sistema de detecção 

para F, Cl, Br e I, pois praticamente não existe diferença nas inclinações das duas 

curvas. A presença do efeito de matriz na determinação dos analitos pode ser 

observada de forma positiva (enriquecimento de sinal) ou negativa (supressão de 

sinal) (LANÇAS, 2009). Utilizando as equações propostas por Economou et al. 
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(2009) para a quantificação do efeito de matriz, observa-se que houve baixo efeito 

de matriz, com valores de -3,28% para F, -3,40% para Cl, -0,121% para Br e -13,6% 

para I. Estes valores são considerados efeitos de matriz baixos.  

Na literatura não há discussão a respeito do efeito de matriz para a 

determinação de halogênios em amostras de algas por IC. No entanto, os efeitos de 

matriz mostraram-se baixos, não ocasionando prejuízos para a quantificação dos 

halogênios, a qual foi realizada através de curva de calibração externa preparadas 

em solução de carbonato de amônio 50 mmol L-1. 

 

4.6.2 Limite de detecção e quantificação 
 

Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos a partir dos parâmetros da 

curva de calibração externa, utilizando o intervalo de confiança de 99%. Foram 

preparadas curvas de calibração nas faixas de concentração variando entre 0,1 e 

2,5 mg L-1 para todos os halogênios, utilizando 5 pontos, em triplicata para cada 

ponto, conforme a Tabela 7.  

 
Tabela 7. Resultados determinados para o LOD e LOQ do instrumento e do método. 

Halogênios LODa (mg L-1) LODb (µg g-1) LOQc (mg L-1) LOQd (µg g-1) 

F 0,27 27 0,33 33 

Cl 0,26 26 0,32 32 

Br 0,19 19 0,24 24 

I 0,28 28 0,35 35 
aLOD do instrumento; bLOD do método; cLOQ do instrumento; dLOQ do método  

 

Os valores de LOD do método estiveram entre 19 e 28 µg g-1 e os valores de 

LOQ entre 24 e 35 µg g-1. Estes valores estão de acordo com as faixas de 

concentração determinadas nas amostras, permitindo a quantificação da maioria dos 

elementos nas amostras analisadas. Após a definição dos valores de LOQ 

instrumental, este foi inserido como o primeiro ponto das curvas de calibração 

externa utilizadas nos experimentos posteriores.  
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4.6.3 Exatidão e precisão 
 

A exatidão e precisão do método foi avaliada de três formas: i) através da 

aplicação do método otimizado em CRMs de folhas de maçã (NIST 1515) e folhas 

de pêssego (NIST 1547); ii) através da comparação de métodos utilizando como 

método comparativo a determinação dos halogênios por ICP-MS e ISE, após 

decomposição das amostras por MIC e iii) através de ensaios de recuperação 

utilizando a amostra de alga Nori. A precisão foi avaliada em termos de 

repetibilidade. 

 

4.6.3.1 Análise dos CRMs 
 

Na Tabela 8, estão apresentadas as concentrações determinadas e 

certificadas para os CRMs, após determinação dos halogênios por IC e extração por 

VA-MSPD. 

 
Tabela 8. Determinação dos halogênios por IC, após extração por VA-MSPD em CRMs (resultados 

expressos como média ± desvio padrão, em µg g-1, n = 3) 

Elemento 

NIST 1547 NIST 1515 

Valor 
determinado 

Valor 
certificado 

Valor 
determinado 

Valor 
certificado 

Cl 364 ± 20 361 ± 14 562 ± 41 582 ± 15 

Br < 24 11 < 24 1,8 

I < 35 0,3 < 35 0,3 
  

Para a concentração de F não foi possível avaliar a exatidão com os CRMs, 

pois estes continham apenas as concentrações certificadas para Cl e informadas 

para Br e I. De acordo com os resultados, é possível observar que após a extração e 

quantificação, os valores para Cl apresentaram boa concordância (101% para NIST 

1547 e 97% para NIST 1515) com os valores de referência, com RSDs inferiores a 

6%. Além disso, também não foi verificada diferença significativa entre os valores 
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determinados e de referência. Para Br e I, os valores determinados estiveram abaixo 

do LOQ do método e não foi possível comparar com os valores de referência. Por 

isso, foram avaliadas outras duas formas de avaliação da exatidão e precisão. 

 

4.6.3.2 Comparação de métodos 
 

O método comparativo consistiu na determinação de Cl, Br e I por ICP-MS e a 

determinação de F por ISE em amostras de alga Nori, após decomposição por MIC. 

Estes resultados foram comparados com os obtidos pelo método proposto neste 

estudo. Na Tabela 9, estão apresentados os resultados obtidos pelos dois métodos. 

 
Tabela 9. Estudo de comparação de métodos utilizando o método proposto (VA-MSPD/IC) para a 

determinação de F, Cl, Br e I e o método comparativo (MIC/ISE para F e MIC/ICP-MS para 

Cl, Br e I) (resultados expressos como média ± desvio padrão, em µg g-1, n = 3). 

Elemento Método 
proposto 

Método 
comparativo* 

F 161 ± 4 129 ± 1 

Cl 6528 ± 300 6310 ± 230 

Br 60 ± 4 55 ± 3 

I < 35 37 ± 1 

* Método empregando MIC-ISE para F e MIC-ICP-MS para Cl, Br e I. 

 

A partir da comparação dos métodos, foi possível observar que os valores 

obtidos pelo método proposto foram concordantes para a maioria dos halogênios 

(concordância entre 103 e 124%), com RSDs inferiores a 6,5%. Para o F (124%), o 

valor obtido pelo método proposto foi ligeiramente superior ao obtido pelo método 

comparativo, mas para os demais elementos determinados não houve diferença 

significativa nos resultados obtidos, enquanto que para o I os valores ficaram abaixo 

do LOQ para o método proposto. 
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4.6.3.3 Ensaios de recuperação  
 

Os ensaios de recuperação foram realizados através da adição de 

concentrações conhecidas dos halogênios em amostras de alga Nori, nas 

concentrações de 200 µg g-1 para F; 2500 µg g-1 para Cl e 100 µg g-1 para Br e I. 

Após 24 h, as amostras foram submetidas a extração pelo método proposto nas 

condições otimizadas. É importante ressaltar, que estas concentrações adicionadas 

foram escolhidas com base nas concentrações comumente encontradas na literatura 

para amostras de alga. Na Tabela 10, estão apresentados os resultados para os 

ensaios de recuperação. 
 
Tabela 10. Ensaio de recuperação com a determinação de halogênios por IC, após extração por 

MSPD (resultados expressos como média ± desvio padrão, em µg g-1, n = 3). 

Elemento Valor adicionado Valor 
determinado Recuperação (%) 

F 
0 161 ± 4 108 

200 378 ± 46  

Cl 
0 6528 ± 300 93 

2500 8853 ± 790  

Br 
0 60 ± 4 100 

100 160 ± 8  

I 
0 < 35 92 

100 92 ± 10  
 

Os valores obtidos para os ensaios de recuperação de F, Cl, Br e I estiveram 

entre 92 e 108%, com RSDs inferiores a 12%, sendo considerados valores 

aceitáveis para a avaliação da exatidão e precisão do método. 
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4.6.4 Determinação dos halogênios em amostras de algas 
 

As condições da MSPD foram otimizadas para a amostra de alga Nori e, 

posteriormente, o método foi aplicado em amostras de algas Wakame, Kombu e 

Hijiki. Os valores de concentração estão apresentados na Tabela 11.  

 
Tabela 11. Determinação de halogênios por IC, após extração por MSPD em amostras de algas 

comestíveis (resultados expressos como média ± desvio padrão, em µg g-1, n = 3). 

Amostras F Cl Br I 

Nori 161 ± 4 6528 ± 300 60 ± 4 < 35 

Wakame < 33 101596 ± 11263 129 ± 18 < 35 

Kombu < 33 93692 ± 9755 395 ± 64 3542 ± 432 

Hijiki 427 ± 32 29707 ± 2013 99 ± 3 61 ± 11 
 

 

De acordo com os resultados, é possível perceber bastante diferença nas 

concentrações de F, Cl, Br e I para as espécies de algas analisadas. Essa diferença 

na composição nutricional entre as espécies de algas pode ser justificada pela 

influência das condições ambientais, origem geográfica e tempo de colheita 

(ROMARÍS-HORTAS et al., 2012). O Cl foi o elemento que apresentou maiores 

concentrações em todas as espécies, sendo a menor concentração observada na 

alga Nori, uma espécie de alga vermelha, enquanto que as espécies Wakame, 

Kombu e Hijiki são algas marrons. Em geral, o teor de I é mais baixo nas algas 

verdes e vermelhas do que nas algas marrons (ROMARÍS-HORTAS et al., 2009). 

Entre as algas marrons, a Wakame é a espécie que possui um teor mais baixo de I 

(MOURITSEN e MOURITSEN, 2013), o que está de acordo com os valores 

encontrados para I neste estudo, visto que a concentração de I nas algas Wakame 

esteve abaixo do LOQ. 

 ROMARÍS-HORTAS et al. (2009), determinaram a concentração de Br e I em 

diferentes espécies de algas comestíveis colhidas na Galiza (Noroeste da Espanha) 

e observaram que as maiores concentrações desses elementos foram encontradas 

nas algas Kombu, o que está de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, 
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pois as maiores concentrações de Br (395 µg g-1) e I (3542 µg g-1) determinadas 

pelo método proposto foram encontradas nesta espécie. Para a alga Nori, os autores 

obtiveram valores entre 59 e 116 µg g−1 para Br e entre 35 e 102 µg g−1 para I. Em 

comparação com os resultados obtidos pelo método proposto, as concentrações 

destes elementos estão de acordo, 60 µg g−1 para Br e menor que o LOQ (35 µg g−1) 

para I.  

 

4.6.5 Robustez 
 

A robustez foi avaliada durante a etapa de otimização da extração por MSPD, 

avaliando a massa de amostra com os valores de 0,1 e 0,25 g. Os resultados 

mostraram que para todos os halogênios em estudo, as recuperações não foram 

influenciadas pela massa de amostra e não foi observada diferença significativa 

entre os resultados, mostrando que o método é robusto frente a variações de massa 

de amostra. 
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5. CONCLUSÕES 

 

  

O método de preparo de amostras empregando a VA-MSPD mostrou-se 

adequado para a determinação de F, Cl, Br e I por IC em algas comestíveis do tipo 

Nori (Porphyra spp.), Wakame (Undaria pinnatifida), Kombu (Laminaria ochroleuca) 

e Hijiki (Hizikia fusiformis). Os principais parâmetros da VA-MSPD foram avaliados e 

foram obtidas recuperações quantitativas para todos os halogênios.  

A proposta do uso da areia como suporte sólido, um material natural, em 

combinação com a extração alcalina na VA-MSPD, mostrou-se eficiente para a 

extração dos halogênios em amostras de algas, contribuindo com os princípios da 

Química Analítica Verde e com redução do custo do procedimento. Mostra-se assim, 

que é possível utilizar um suporte sólido verde, como a areia, na VA-MSPD para a 

determinação de F, Cl, Br e I em diferentes espécies de algas, com eficiência de 

extração comparável com suportes sólidos comerciais. 

Através do estudo da linearidade e do efeito de matriz, foi possível comparar 

as curvas de calibração externa com as curvas de adição de padrão, verificando 

baixo efeito de matriz. Os LODs do método foram de 27, 26, 19 e 28 µg g-1 para F, 

Cl, Br e I, respectivamente, enquanto que os LOQs foram de 33, 32, 24 e 35 µg g-1 

para F, Cl, Br e I, respectivamente. O procedimento de extração apresentou exatidão 

e precisão adequada na análise dos CRMs, na comparação entre métodos e nos 

ensaios de recuperação. 

Desta forma, o método proposto contribuiu com o desenvolvimento de 

métodos de preparo de amostras para a determinação de halogênios de forma 

inédita, visto que é a primeira aplicação da VA-MSPD para a extração de halogênios 

em amostras de algas, além de propor a utilização de um suporte sólido verde, a 

areia. Além disso, o método apresentou também vantagens como eficiência na 

extração, simplicidade na operação, baixo custo, redução de etapas, diminuição da 

massa de amostra e o emprego de soluções aquosas de extração, atendendo aos 

princípios da Química Analítica Verde. 
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