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PLE, Extragao com liquido pressurizado, do inglés pressurized liquid extraction
SD, destilagao a vapor, do inglés steam distillation

SPE, extragcao em fase sélida, do inglés solid-phase extraction

SS-HR-CS GF MAS, espectrometria de absor¢ao molecular de alta resolugdo com fonte

continua com vaporizagao em forno de grafite com amostragem de sélidos, do inglés



36.

37.

38.

39.

40.

XVi

solid sampling-high resolution-continuum source molecular absorption spectrometry

grafite furnace molecular spectrometry
TMAH, hidréxido de tetrametilamdnio, do inglés, tetramethylammonium hydroxide

TXRF, espectrometria de fluorescéncia de raios-X de reflexdo total, do inglés total

reflection X-ray fluorescence spectrometry
UAE, extragdo assistida por ultrassom, do inglés ultrasound-assisted extraction

UHPLC-UV, cromatografia a liquido de ultra alta performance acoplada ao detector por
ultravioleta, do inglés ultra-high performance liquid chromatography with ultraviolet

detection

VA-MSPD, dispersdo da matriz em fase sdélida assistida por vortex, do inglés vortex

assisted-matrix solid-phase dispersion
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RESUMO

Titulo: Determinacdo de halogénios em algas comestiveis empregando a
dispersao da matriz em fase soélida assistida por vértex e deteccdao por
cromatografia de ions

Autor: Maiara Helena de Melo Malinowski

Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

Este estudo propde, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método
analitico empregando a dispersdo da matriz em fase sélida assistida por vortex (VA-
MSPD) combinada com a extragao alcalina de halogénios (F, Cl, Br e I) em amostras
de algas comestiveis para posterior determinagao por cromatografia de ions (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 solugé&o de (NH4).CO3; 50 mmol
L™ como solugdo extratora, 0,1 g de amostra, 1 g de areia e 5 min de maceragdo.O
método foi linear dentro da faixa avaliada (R? > 0,99) para todos os elementos e néo
foi observado efeito de matriz. Os limites de detecgédo (LOD) do método foram de 37,
36, 26 e 39 ug g para F, Cl, Br e |, respectivamente. A exatidao foi avaliada por
meio de ensaios de recuperagao (entre 92 e 108%), através da aplicacédo do método
em materiais de referéncia certificados de folhas de macga (NIST 1515) e folhas de
péssego (NIST 1547) (com concordéancias de 101% e 97% com os valores
certificados, respectivamente) e através da comparacao dos resultados com os
obtidos por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
ap6s combustao iniciada por micro-ondas (MIC), onde n&o foi verificada diferenca
significativa entre os resultados. O método proposto mostrou-se eficiente para a
extragcdo de halogénios em diferentes espécies de algas, apresentando vantagens
como simplicidade e baixo custo, além do emprego de um material oriundo de fontes
renovaveis como suporte soélido (areia), contribuindo com os principios da Quimica

Analitica Verde.

Palavras-chave: Halogénios, algas comestiveis, VA-MSPD, cromatografia de ions.
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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 1) 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™ (NH4),CO5 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 (R? > 0.99) for all elements and no matrix effect was observed.
The detection limits (LOD) of the method were 37, 36, 26, and 39 ug g™ for F, Cl, Br,
and |, 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.



1. INTRODUGAO

As algas s&o organismos fotossintéticos que habitam diversos ambientes e
desempenham uma série de papeéis ecologicos, sendo objeto de pesquisas para
uma gama de aplicagbes, desde remediagdo de aguas residuais, producado de
biocombustiveis, aplicagdes terapéuticas e na industria de cosméticos (GULERI e
TIWARI, 2020). Entre muitos aspectos, as algas sao ideais para a nutricdo humana,
pois contém especialmente minerais e vitaminas, além de proteinas, iodo e acidos
graxos poli-insaturados essenciais (PEREIRA, 2011; PEREIRA, 2020).

As algas fazem parte da dieta nutricional, sendo consumidas em diversos
paises. A importancia de determinar halogénios em algas se deve pelo fato desses
elementos apresentarem efeitos que podem ser essenciais a saude humana,
enquanto que concentragdes elevadas podem causar efeitos adversos, ocasionando
problemas a saude. Diante da importancia relacionada a determinacdo de
halogénios em alimentos, técnicas de quantificagdo como a cromatografia de ions
(IC) (RONDAN et al., 2019), o eletrodo ion seletivo (ISE) (MENDES et al., 2020), a
espectrometria de emissao Optica 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 absorgao
molecular de alta resolugdo com fonte continua com vaporizagédo em forno de grafite
(HR-CS GF MAS) (MACHYNAK et al., 2016) tém sido reportadas na literatura.
Entretanto, a maioria destas técnicas necessita da aplicacdo de uma etapa de
preparo de amostras para converter os halogénios em sua forma livre e eliminar
possiveis interferéncias.

Os métodos de preparo de amostras nessas matrizes requerem a destruicao
da matéria organica com a decomposicdo completa da matriz ou a extracdo das
espécies idnicas em uma fase aquosa (FRENZEL e MICHALSKI, 2016). Métodos de
preparo de amostra empregando extragéo alcalina (CAO et al., 2016), bomba de
combustédo, sistema Trace O-mat, frasco de Schoniger (MESKO, 2008), piroidrolise
(TAFLIK et al., 2012) e a combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) (MESKO et al.,



2020) sao alguns exemplos que tém sido empregados para a determinagcdo de
halogénios em alimentos. Entretanto, dependendo do método aplicado, algumas
dificuldades podem ser observadas para a determinacdo de halogénios, como a
perda dos analitos por volatilizagdo e os riscos por contaminagdo (ANTES et al.,
2010). Além disso, alguns métodos necessitam de instrumentagdo especifica de
custo relativamente elevado.

A tendéncia da Quimica Analitica € o desenvolvimento de métodos simples,
pouco morosos, que sejam capazes de reduzir o consumo de reagentes e que
possuam um numero reduzido de etapas (CAPRIOTTI et al., 2015; WIANOWSKA e
GIL, 2019). Nesse sentido, a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) pode ser
uma alternativa interessante para ser utilizada como método de preparo de amostras
visando a posterior determinagdo de halogénios. Suas caracteristicas incluem
simplicidade, custo relativamente baixo e robustez em comparagdo com outros
métodos de preparo de amostras (CAPRIOTTI et al., 2015; CAO et al., 2016). Além
disso, recentemente alguns estudos tém reportado a utilizacdo de suportes solidos
verdes na MSPD, como materiais que estao disponiveis no ambiente, com eficiéncia
comparavel a suportes solidos comerciais, possibilitando o isolamento seletivo de
uma variedade de compostos em diferentes matrizes, incluindo tecidos de plantas e
animais (WIANOWSKA e GIL, 2019). Suportes solidos verdes, como quitosana, terra
diatomacea e casca de mexilhdo tém demonstrado eficiéncia para a extragao de
biocidas em amostras de peixes (VIEIRA et al., 2018). A areia também ¢é eficiente
como suporte solido alternativo para extrair pesticidas em amostras de frutas e
vegetais (SANTOS et al., 2019) e espécies de arsénio em frutos do mar (MOREDA-
PINEIRO et al., 2008).

Devido a essas caracteristicas, a MSPD tem sido utilizada em um grande
numero de aplicagdes visando a determinagdo de compostos organicos. No entanto,
poucos estudos tém sido reportados na literatura a respeito da aplicacdo da MSPD
para extragdo de elementos, especialmente os halogénios. Portanto, este trabalho
propde, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método analitico empregando a
dispersao da matriz em fase solida assistida por vértex (VA-MSPD) como método de
preparo de amostras visando a determinagao de F, Cl, Br e | em amostras de algas

comestiveis por cromatografia de ions (IC).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Algas

2.1.1 Aspectos gerais

O termo “algae” aparece pela primeira vez em 1753, para designar uma
categoria sistematica de plantas. Essa categoria reunia as algas, alguns liquens e
briofitas. As algas constituem um grupo de organismos com ampla diversidade de
formas, funcbes e estratégias de sobrevivéncia e que ndao tem origem monofilética.
Podem ser classificadas como organismos fotossintéticos, que variam de
unicelulares a pluricelulares. A ampla diversidade desses organismos inclui formas
procarioticas, representadas pelas cianobactérias, bem como formas eucaridticas,
englobando organismos autotréficos, heterotréficos e multicelulares (BICUDO e
MENEZES, 2010).

As algas sdo encontradas em quase todos os lugares que possam lhes
oferecer luz para a realizagdo do processo de fotossintese (EL GAMAL, 2010). Sao
organismos predominantemente aquaticos, embora possam ser encontradas em
ambientes tao diversificados como: areias do deserto, neve, troncos de arvores, pele
de animais terrestres, paredes e solos umidos. As algas aquaticas podem ocorrer
em agua doce, estuarina, marinha ou hipersalina. Algumas podem tolerar uma
grande variacado de salinidade e temperatura. Nestes ambientes aquaticos as algas
sdo as principais produtoras de matéria organica (produtores primarios), servindo de
alimento aos consumidores primarios (herbivoros) (GUERRA et al., 2011).

As algas podem ser classificadas quanto ao tamanho em dois principais
grupos, as microalgas (microscopicas) e as macroalgas (macroscopicas) (EL
GAMAL, 2010; SASSO et al.,, 2012; PEREIRA, 2016). As microalgas podem
apresentar dimensdes a partir de 3 ym e as macroalgas podem atingir varios 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



complexidade e organizagao dos tecidos. Estas algas constituem a base da cadeia
alimentar marinha sustentando varias comunidades de animais bentdnicos
(invertebrados, como alguns ourigos-do-mar e/ou gastrépodes e vertebrados como
peixes herbivoros) e que também acabam encontrando refugio de predadores. Em
relacdo as microalgas, estas constituem o fitoplancton, vivendo em aguas
superficiais e suspensas na coluna de agua, restritas a zona eufética e
eventualmente formando a base da cadeia alimentar marinha (PEREIRA, 2016).

A coloragao caracteristica das algas é devido a combinagdo dos diferentes
pigmentos fotossintéticos presentes nas células (MOURITSEN e MOURITSEN,
2013; PEREIRA, 2016). As macroalgas tém cores extremamente variadas, porém
todas elas possuem clorofila. Esses pigmentos estédo localizados nos cloroplastos e
sdo responsaveis pela cor verde da maioria das plantas (PEREIRA, 2016). Embora a
classificagdo das algas tenha evoluido, estas sao classificadas como pertencentes a
trés grupos principais com base em sua pigmentagdo dominante: marrom
(Phaeophyceae), verde (Chlorophyta) e vermelho (Rhodophyta) (MOURITSEN e
MOURITSEN, 2013). As algas verdes tém pigmentos a base de clorofila a, b e
carotenoides, enquanto que as algas vermelhas possuem clorofila, carotenoides e
algumas ficobilinas. Ja os pigmentos das algas marrons sdo compostos por clorofila
a, c e carotenoides (PEREIRA, 2016).

2.1.2 Composic¢ao quimica

A composig¢ao das algas varia entre as espécies e também em resposta a
fatores ambientais (BARBOT et al., 2016). Entre esses fatores destacam-se a
localizacdo geografica, temperatura da estagdo, salinidade, luz e nutrientes
(YOGANANDHAM et al., 2019; TURAN e CIRIK, 2018). Um exemplo da influéncia
das mudangas sazonais na composi¢cao das algas pode ser observado nas
macroalgas, que durante o periodo do verdo produzem maiores quantidades de
solidos volateis e acgucar, enquanto na primavera geram menos solidos volateis e
mostram um maior teor de proteinas e minerais (BARBOT et al., 2016).

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

proteinas, iodo e acidos graxos poli-insaturados essenciais, bem como uma



abundancia de fibras alimentares soluveis e insoluveis, com poucas calorias
(PEREIRA, 2020). O conteudo dos minerais pode chegar a 40%, as algas acumulam
ions metalicos presentes na agua salgada e concentram essas substancias na forma
de sais (YOGANANDHAM et al.,, 2019). Conforme a Organizagdo das Nagodes
Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO), as algas contribuem muito para o
valor nutricional devido a sua rica composicado 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 clorofitas Dunaliella e
Chlorella. A Spirullina é utilizada como fonte de proteinas, pois possui todos os
aminoacidos essenciais; o acido gamalinolénico, um acido graxo usado para tratar e
prevenir a osteoporose, além da ficocianina, um corante natural utilizado em
industrias alimenticias e vitamina B12. A Chlorella € outra microalga rica em
proteinas, sais minerais e vitaminas B, C, A e E e ¢é utilizada também no tratamento
de ulceras e como antioxidante para combater radicais livres. A Dunaliella é rica em
B-caroteno, precursor da vitamina A.

Apesar das suas propriedades benéficas, as algas também podem apresentar
alguns aspectos negativos. O primeiro € que algumas algas ou os seus produtos sao
téxicos para os animais, como é o caso de envenenamento de animais em cultivo
pela cianoficea Microcystis. A cianoficea Lyngbya pode atuar como causadora de
um tipo de dermatite de contato (GUERRA et al., 2011). Outro fato que merece
atencao € que as algas podem mudar a cor da agua na medida em que crescem em
abundancia, o que pode prejudicar significativamente o uso recreativo dos sistemas
aquaticos. As toxinas de algas verde-azuladas estdo contidas nas células vivas e
serao liberadas por decomposicdo celular. A eutrofizacdo € uma preocupagao
fundamental no manejo de todos os corpos d'agua e alguns estudos tém sido
desenvolvidos em lagos, para prever os efeitos da carga de nutrientes na biomassa
fitoplanctonica. A proliferacédo de algas verde-azuladas € um risco ambiental que
prejudica a qualidade da agua em lagos, reservatorios e rios (OMAR, 2010). Cabe
destacar ainda que, a eutrofizagdo dos corpos d’agua cobertos por uma espessa

massa de algas filamentosas, provoca uma barreira entre a agua e a atmosfera, que



especialmente a noite, desenvolve uma condi¢ao anaerobica provocando a morte de
animais por falta de oxigénio (GUERRA et al., 2011).

2.1.3 Aplicagbes

Os paises asiaticos, especialmente a China e o Japdo, sdo conhecidos por
serem grandes consumidores de algas marinhas. No entanto, as algas passaram a
ser utilizadas em uma diversidade de paises com diferentes finalidades (LEANDRO;
PEREIRA; GONCALVES, 2020). Devido ao seu grande valor nutricional, as algas
podem ser usadas, direta ou indiretamente, para nutricdo humana e animal (gado)
ou agricultura (biofertilizantes) (PEREIRA, 2016). Muitas espécies de algas,
principalmente marrons e vermelhas sao utilizadas na alimentagdo humana e uma
das mais importantes é a Porphyra spp., conhecida como Nori, sendo largamente
cultivada para utilizacdo na culinaria oriental, especialmente no preparo de sushi e
temaki (GUERRA et al, 2011). Algumas das algas marrons utilizadas como
alimentos sdo a Wakame, Kombu e Hijiki (SHANNON e ABU-GHANNAM, 2019).
Para o consumo humano sao utilizadas como suplemento nutricional, devido aos
elevados teores de proteinas, polissacarideos e conteudo de vitaminas. Além disso,
algumas espécies destacam-se por apresentar caracteristicas econdmicas de
interesse para a industria.

Dentre as diversas aplicagdes, destaca-se a sua utilizagdo na industria
farmacéutica, pois algumas espécies produzem compostos bioativos como
antioxidantes e antibidticos. Por serem organismos fotossintéticos e possuir clorofila,
podem ser usadas como alimentos e em cosméticos (SIMOES et al., 2016). Além
disso, outros estudos indicam o uso das algas para o fornecimento alternativo de
energia renovavel (ANSARI et al., 2020; MO et al., 2015; DASAN et al., 2019). Estes
organismos possuem o0leos ou lipidios que podem ser extraidos e convertidos em
biocombustiveis (SIMOES et al., 2016; ANSARI et al., 2018). Algumas aplicacbes

biotecnoldgicas das algas podem ser observadas na Figura 1.



Figura 1. Algumas aplicagdes biotecnoldgicas das algas.
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As microalgas sofrem influéncia das variacbes nas condigdes ambientais
(ROSSI et al.,, 2020). Devido a este comportamento, € possivel controlar a
composi¢cdo bioquimica e o crescimento de algas, com foco em compostos
especificos e altas produtividades (CHOUDHARY et al., 2020). A microrremediagéo
€ uma das aplicagdes de micro e macroalgas no tratamento de residuos e aguas
residuais (PHANG et al., 2015). O potencial de remediar aguas residuais € devido ao
seu mecanismo e estratégia de adaptagao, podendo utilizar macro e micro nutrientes
das aguas residuais e assimila-los em sua biomassa (MARELLA et al, 2020). A
biomassa por sua vez, pode ser utilizada como fonte de producdo de
biocombustiveis, cosméticos, produtos quimicos, 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 agua e
monitoramento ecoldgico para avaliar o status ambiental (OMAR, 2010), além de
oferecer uma abundancia de compostos bioativos que fornece potenciais
bioquimicos e fisiolégicos unicos. Um destes potenciais € o antienvelhecimento, pois

sao ricas em concentragao de caroteno e vitamina E, que auxiliam na prevencao do



cancer e no envelhecimento prematuro da pele, além da estimulagdo do sistema
imunolégico (GULERI e TIWARI, 2020).

2.2. Halogénios

2.2.1 Propriedades

Os halogénios sdo ndo metais pertencentes ao grupo 7 da tabela periddica.
Cada atomo apresenta configuragao eletrénica nsznp5, com um elétron a menos que
0 gas nobre subsequente. Os elementos deste grupo apresentam propriedades
semelhantes entre si, mas mudam a medida que aumenta o numero atémico
(HOLMAN e STONE, 2001). A similaridade esta relacionada com o arranjo de 7
elétrons na camada externa da estrutura atbmica de cada um dos elementos do
grupo. Em solugdo aquosa, os halogénios formam ions negativos simples,
chamados de halogenetos. Esses ions formam facilmente compostos ibnicos com
praticamente todos os metais. Com excegao do fluor, os halogénios podem formar
ions negativos poliatdbmicos ou complexos (HALKA e NORDSTROM, 2010).

A alta eletronegatividade € uma das principais caracteristicas dos halogénios,
sendo o fluor o elemento de maior eletronegatividade deste grupo (GREENWOQOD e
EARNSHAW, 2012). Devido a sua alta eletronegatividade, os atomos dos
halogénios possuem uma alta afinidade eletrébnica (HALKA e NORDSTROM, 2010).
As principais propriedades dos halogénios estdo descritas na Tabela 1.

Os halogénios formam moléculas diatbmicas volateis, nas quais as
temperaturas de fuséo (Ts) e ebulicdo (T¢) aumentam com o numero atébmico (LEE,
1999). O fluor € um gas que condensa em um liquido amarelo palido (Te =-187 °C) e
o cloro € um gas amarelo esverdeado (T, = -35 °C). Ja o bromo apresenta-se como
um liquido castanho-avermelhado (T, = 59 °C) que no estado gasoso adquire
coloragao alaranjada e o iodo € um sélido cinza-escuro, que sublima rapidamente
sem se liquefazer, a pressao atmosférica e entra em ebulicdo a 183 °C (RUSSEL,
1994). Os halogénios tém poucos isétopos que ocorrem naturalmente. O cloro
possui dois isétopos naturais, o *Cl (75,77%) e o *'Cl (24,23%), assim como o



bromo, com o "°Br (50,69%) e o %'Br (49,31%). O fltor ("°F) e o iodo ('?’l) possuem

apenas um isétopo natural.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos halogénios.

Propriedades F Cl Br I
Numero atdmico 9 17 35 53
Numero de is6topos 1 2 2 1
Massa atémica (u) 19,00 35,45 79,90 126,9
Configuracdo eletronica [He]2s?2p® [Ne]3s?3p® [Ar]3d"%4s?4p®  [Kr]4d'°5s%5p°
Temperatura de fusao (°C) -223 -102 -7,3 114
Temperatura de ebulicdo (°C) -187 -35 59 183
Afinidade eletrénica (kJ mol'1) 332,6 3487 3245 295.3
Energia de ionizacao (kJ mol'1) 1680,6 1255,7 11427 1008,7
Eletronegatividade 4.1 2,8 2,7 2,2

2.2.2 Aspectos gerais, ocorréncia e abundancia

Os compostos contendo halogénios desempenharam um papel importante no
desenvolvimento da quimica experimental e tedérica. O nome "halogénio" 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 a sua reatividade, os halogénios ndo ocorrem no estado elementar
livre, mas sdo difundidos e abundantes na forma de seus ions (LEE, 1999;
GREENWOOD e EARNSHAW, 2012; DOWNS e ADAMS, 2017). Contudo, sao
encontrados na crosta terrestre na forma de compostos, com excegéo do astato (At)
que é radioativo e tem meia vida curta. O F e o Cl sdo os elementos razoavelmente
abundantes, enquanto que o Br e o | s&o relativamente raros (LEE,1999).

O fluor é o 13° elemento em abundéncia nas rochas da crosta terrestre,
ocorrendo em concentragdes de aproximadamente 544 mg kg (GREENWOOD e
EARNSHAW, 2012). A principal fonte de F € um mineral conhecido como fluorita

(CaFy). Entretanto, outro mineral bastante conhecido ¢é a fluorapatita
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[3(Ca(P0Oy),.CaF,], amplamente utilizada como matéria-prima para obtencao de
fésforo (LEE,1999).

O cloro é o 20° elemento mais abundante nas rochas, ocorrendo na
concentragdo de aproximadamente 126 mg kg'1, enquanto que o bromo é o 46°,
ocorrendo na concentragdo de aproximadamente 2,5 mg kg' (GREENWOOD e
EARNSHAW, 2012). A maior fonte natural de Cl e Br € o mar, considerando que de
1 a 9% do CI encontra-se na forma de cloreto de sodio (NaCl) e aproximadamente
0,0065% ¢é a concentracéo de Br. As salmouras naturais s&o 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 € minerado como sal-gema (NaCl)
acompanhado de KCI e de MgCl,, e outra parte € obtida pela evaporagao da agua
do mar ao sol. A agua do mar contém em média aproximadamente 15000 ppm de
NaCl (LEE,1999). Por outro lado, a quantidade de fluoretos na agua do mar é muito
baixa, em torno de 1,2 ppm devido & grande concentracdo do ion calcio (Ca**) e a
insolubilidade do fluoreto de caélcio (CaF;) (LEE,1999; GREENWOOD e
EARNSHAW, 2012).

O iodo também ocorre como iodato (I03°) e € o elemento consideravelmente
menos abundante entre os halogénios, sendo o 60° em ordem de ocorréncia, na
concentracéo de aproximadamente 0,46 ppm nas rochas terrestres (GREENWOOD
e EARNSHAW, 2012). Este elemento esta presente na dgua do mar em pequenas
concentragbes (~0,05 ppm), mas sao 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
concentragdes de ions iodeto ('), tornou-se mais conveniente (LEE,1999; DOWNS e
ADAMS, 2017). Apesar de serem substituidas, as algas marinhas continuam sendo
usadas para a obtengdo de iodo no Japao. Adicionalmente, ostras, esponjas e
alguns peixes também podem bioacumular iodo em seus sistemas. Os ions |" e |03
na agua do mar entram no ciclo metabdlico da maior parte da flora e fauna marinhas
(DOWNS e ADAMS, 2017).
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2.2.3 Saude e metabolismo
2.2.3.1 Fluor

O ion fluoreto é um elemento crucial na nutrigho humana (LA GUARDIA e
GARRIGUES, 2015). A ingestao de fluoreto em baixas concentracbes tem efeitos
benéficos na reducido da incidéncia de carie dentaria, fortalecendo o esmalte dos
dentes. Para a prevencéo de deficiéncias de fluor algumas a¢des de saude publica
incluem a utilizagdo da fluoretacdo da agua potavel ou, quando isso ndo é possivel,
através da fluoretacédo do sal ou do leite e através do uso de produtos para cuidados
dentarios que contenham fluoreto (WHO, 2002; WHO, 2019). Na agua potavel, o
flior é considerado um componente benéfico em niveis de cerca de 0,7 mg L™". No
entanto, efeitos negativos também podem ser observados apds exposi¢cao
prolongada a altas concentracbes de fluoreto, como danos ao sistema esquelético
(fluorese esquelética), interferéncia na funcdo renal, além de prejudicar o
aprendizado e a memoédria (LA GUARDIA e GARRIGUES, 2015). O valor de
referéncia para o fluor na agua fluoretada ndo se deve exceder a concentragdo de
1,5 mg L'1, com base no risco de fluorose dentaria e fluorose esquelética em niveis
progressivamente mais altos de ingestdo. Concentracdes na faixa de 1,5a 4 mg L™
resultam em fluorose dentaria, valores mais altos (entre 4 e 10 mg L™") podem causar
fluorose esquelética (KRAWCZYK-CODA e STANISZ, 2017). A ingestdo de
concentracdes iguais ou superiores a 5,0 mg kg~ corporal corresponde a dose
provavelmente téxica (BRASIL, 2009).

A agua potavel ainda € a principal fonte de ingestdo desse elemento desde
que a maioria dos alimentos possui baixas concentragdes de fluor, com excegao de
peixes marinhos, lagosta, caranguejo, camardo e alguns chas. A absorgcéo de
fluoreto presente em alimentos é cerca de 50 a 80% em comparagao a absorgao por
ingestdo de agua potavel. O fluoreto ingerido a partir de alimentos e agua é
absorvido eficientemente no estdbmago e no intestino delgado se n&o houver
regulacdo. Se ingerido em grandes quantidades, o corpo pode ser submetido a
intoxicagao por fluoreto (LA GUARDIA e GARRIGUES, 2015).
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2.2.3.2 Cloro

O cloreto é o principal constituinte da agua do mar (SAIZ-LOPEZ e VON
GLASOW, 2012). No corpo humano, o cloreto possui uma fungédo reguladora do
equilibrio acido-base, sendo um constituinte do acido estomacal e um regulador do
equilibrio hidrico 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 nao
intracelular (dentro das células). No entanto, nos eritrocitos (gldbulos vermelhos), o
cloreto atravessa a membrana celular rapidamente para estabelecer um equilibrio
entre o conteudo celular e os fluidos extracelulares para ajudar a minimizar as trocas
de fluidos. A capacidade do cloreto de passar rapidamente dos eritrocitos para o
plasma sanguineo (conhecido como desvio de cloreto) aumenta a capacidade do
sangue de transportar grandes quantidades de diéxido de carbono aos pulmdes. O
cloreto também é necessario para a produgao de acido cloridrico pelo estdmago.
Esse acido € necessario para a absor¢gao adequada da vitamina B12 e ferro, para a
ativacao da enzima que decompde o amido e para suprimir o crescimento de micro-
organismos que entram no estbmago com a alimentacdo (ENSMINGER e
ENSMINGER,1993). O contetido de cloreto no tecido humano é de 1,1 g kg™ de
peso corporal e a concentragdo plasmatica varia de 98 a 106 mmol L' (BELITZ e
GROSCH, 2013).

As doses diarias de Cl seguras e adequadas variam em fungéo da idade, para
criangas até 6 meses o valor recomendado é de 180 mg, de 6 meses até 1 ano, o
recomendado € 300 mg, ja para criangas 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. Deficiéncias graves podem resultar em alcalose (excesso de
alcalis no sangue), caracterizada por falta de ar, caimbras musculares, falta de
apetite e, ocasionalmente, convulsdes. E importante salientar, que o excesso de
ions cloreto no organismo € improvavel quando os rins estdo funcionando
adequadamente (ENSMINGER e ENSMINGER, 1993).
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2.2.3.3 Bromo

O bromo tem um mecanismo de acdo desconhecido. Este elemento é
considerado nao essencial para a saude, pois acredita-se que, as espécies
bromadas, especialmente o ion bromato, BrO3, é cancerigeno (ROMARIS-HORTAS
etal., 2012).

A atuacdo do bromo no desempenho de qualquer fungdo essencial em
animais, plantas ou micro-organismos ainda nao tem sido conclusivamente
demonstrada (PAVELKA, 2012). Existem incertezas quanto ao papel fisiolégico do
bromo no corpo humano, pois ndo ha consenso sobre a sua necessidade para
manter uma boa nutrigdo ou uma vida saudavel (DOLPHIN et al., 2013), mas alguns
estudos tém associado o excesso ou a deficiéncia desse elemento a disturbios em
humanos (MESKO et al., 2016). No entanto, a organizacdo mundial da saude
recomenda a ingestdo de 0,4 mg kg™ de bromo por dia (WHO, 2018).

Alguns estudos tém reportado a presenca de Br em tecidos humanos de
individuos 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 responsavel pelos niveis
elevados de Br nos tecidos humanos (DOLPHIN et al. 2013).

O brometo inorganico (Br) é a forma iénica do bromo, o qual pode exercer
efeitos observados por alguma interferéncia na agéo de outros halogénios, como o
cloreto e iodeto. Na glandula tireoide, ao contrario de outros 6rgaos e tecidos, o
comportamento biolégico do brometo é mais semelhante ao comportamento
biolégico do iodeto, e ndo do cloreto (PAVELKA, 2012). O bromo pode reduzir a
absorcdo de iodo pela tireoide, de modo a inibir competitivamente a absorcdo de
iodeto pela glandula (PAVELKA, 2004; PAVELKA, 2009).

2.2.3.4 lodo

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

componente fundamental dos horménios tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina
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(T4) (BRASIL, 2006; CARVALHO e DUPUY, 2017; LA GUARDIA e GARRIGUES,
2015). A maior concentragcado de iodo no corpo humano esta presente na glandula
tireoide, a qual contém de 70 a 80% do conteudo total de iodo (de 15 a 20 mg)
(WHO, 2019). As fungbes dos hormonios tireoidianos incluem o controle do
crescimento, desenvolvimento e alguns processos metabdlicos no corpo. Esses
horménios sdo necessarios para o0 desenvolvimento fisico e intelectual, o
funcionamento dos musculos e tecidos nervosos, o sistema circulatorio, a regulagéo
do calor e da energia do corpo e o metabolismo de todos os nutrientes
(LIMCHOOWONG et al., 2017).

A ingestdo de iodo recomendada pela OMS é de 150 pg dia™ para adultos e
adolescentes a partir de 13 anos, 200 ug dia” para mulheres durante a gravidez e
lactacéo, 120 g dia™ para criangas de 6 a 12 anos e 90 Mg dia™” para criangas de 0
a 59 meses de idade (WHO, 2004; RISHER e KEITH, 2009).

A deficiéncia de iodo na nutricdo humana resulta em disturbios de deficiéncia
de iodo (IDDs), como o hipotireoidismo, que ocorre quando a produgao do hormdnio
pela tireoide estd abaixo do normal. Por outro lado, um excesso de horménios
ocasiona o hipertireoidismo (WHO, 2004). A deficiéncia de iodo pode levar a varias
anormalidades clinicas, incluindo retardo mental, surdez, crescimento atrofiado e
problemas neuroldgicos (LIMCHOOWONG et al., 2017).

O iodeto pode ser adicionado ao sal de cozinha (100 ug de iodeto de potassio
por grama de cloreto de sédio) para garantir uma ingestao 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 pg kg”') e as algas marinhas (0,1-

0,2% em massa).

2.3 Técnicas analiticas empregadas na determinag¢ao de halogénios

Entre as principais técnicas analiticas que tém sido empregadas para a
determinacdo de halogénios em diferentes matrizes destacam-se as
espectrométricas, as potenciométricas e as cromatograficas. Dentre os métodos

existentes na literatura, a determinacédo pode ser realizada usando tanto a analise
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direta da amostra solida ou apds o emprego de um meétodo de preparo de amostras
a fim de introduzir a amostra no instrumento na forma de solucéo.

Entre as técnicas de analise direta de amostras sélidas destacam-se a analise
por ativagdo neutrébnica (NAA) (HOU et al., 1997; HOU e YAN, 1998; HOU et al.,
1998), a fluorescéncia de raios-X de reflexdo total (TXRF) (DIMITRAKAKIS et al.,
2009; VANDER HOOGERSTRAETE et al., 2014) e a espectrometria de absorgéo
molecular de alta resolugdo com fonte continua com vaporizagdo em forno de grafite
com amostragem de soélidos (SS-HR-CS GF MAS) (FLOREZ e RESANO, 2013;
BECHLIN et al., 2017; CACHO et al., 2018).

Entre as técnicas analiticas que demandam a analise da amostra na forma de
solucdo destacam-se as titulométricas (KUHN et al., 1998), a potenciometria com
eletrodo de ion-seletivo (ISE) (KUHN 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 emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
(FLORES et al., 2008; ANTES et al., 2010; DRUZIAN et al., 2019), a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) (ROMARIS-HORTAS et al., 2012), a
cromatografia a liquido de alta eficiéncia com detecgao por ultravioleta (LC-UV)
(NITSCHKE e STENGEL, 2015), a cromatografia de ions com deteccdo por
condutividade (IC-CD) (KUHN et al., 1998; FLORES et al., 2008; PEREIRA et al.,
2008; HOFMANN et al., 2016), além da cromatografia de ions com detecgao por
espectrometria de massa (IC-MS) (MESKO et al., 2020). Técnicas como ICP OES,
ICP-MS e SS-HR-CS GF MAS, sado capazes de fornecer menores LODs quando
comparadas com as técnicas cromatograficas, especialmente a IC. Entretanto, essas
técnicas utilizam instrumentacao de custo relativamente elevado quando comparada
com a cromatografia de ions, que apresenta baixo custo de aquisicdo e manutencgao
e, dependendo da concentracdo dos analitos nas amostras, podem ser interessantes

para a determinagao de halogénios.
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Neste sentido, a técnica de IC, em especial a IC-CD, € uma alternativa para a
determinacédo de halogénios, apresentando algumas vantagens que incluem
determinacdes simultaneas de ions, baixa quantidade de amostra necessaria para a
analise, a opgéao de varios modos de deteccdo, boa seletividade e sensibilidade
(dependendo do sistema de deteccdo) (MICHALSKI et al., 2020).

2.3.2 Cromatografia de ions

2.3.2.1 Historico

A cromatografia de ions é resultado da fusdo de duas areas de
desenvolvimento da quimica: a cromatografia e a troca iénica. O trabalho de Adams
e Holmes (1935) foi um marco importante, pois foram os primeiros a demonstrar a
possibilidade de trocadores de ions baseados em polimeros organicos, a partir da
reacao de fendis e derivados com formaldeido. Além dos avangos na separagao,
outro acontecimento importante para o sucesso da cromatografia foi o
desenvolvimento simultdneo de detectores automatizados (SMALL, 2013). No
entanto, haviam problemas de detecgcao para a analise de muitos ions inorganicos
devido a falta de um detector universal.

Apo6s alguns anos, no final de 1971 foram iniciadas as primeiras pesquisas a
fim de utilizar a detecgdo condutométrica como meio universal de quantificacdo de
ions inorganicos e organicos. Esse trabalho foi desenvolvido por Small, Stevens e
Bauman, mas foi apenas em 1975 que o primeiro relatério da pesquisa foi divulgado
pelos autores (SMALL, 2013). Nesta data, a cromatografia de ions foi introduzida
como um novo método analitico, evoluindo de um esquema de detecg¢ao para alguns
anions e cations inorganicos para uma técnica analitica versatil capaz de determinar
uma diversidade de espécies ibnicas (WEISS, 2016).

A andlise de ions inorganicos utilizando a detecgdo por condutividade
apresenta duas vantagens. A primeira € que todos os ions sdo eletricamente
condutores, de modo que a deteccdo por condutividade € universal. A segunda é
que esses detectores sao relativamente simples de construir e operar (HADDAD et

al., 2003). Entretanto, a unica limitagdo € a alta condutancia dos eluentes, que foi
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superada com uma coluna supressora posicionada apos a coluna analitica trocadora
de ions (SMALL, 2013; HADDAD et al., 2003; SKOOG et al., 2006).

Ainda no inicio do ano de 1975, a Dow Chemical Company patenteou a nova
técnica, concedendo a licenga a Dionex Corporation para fabricar e comercializar o
instrumento que ficou conhecido como cromatografo de ions e o primeiro
cromatografo de ions foi apresentado no Simpdsio da American Chemical Society
(ACS) na cidade de Chicago (SMALL et al.,1975; SMALL, 2013).

2.3.2.2 Principio basico

A cromatografia de ions é uma subdivisdo da cromatografia liquida
(COLLINS, et al., 2006). E uma técnica analitica utilizada para a separacéo e
determinacdo de solutos ibnicos por meio do equilibrio de troca iénica (HADDAD e
JACKSON,1990). O principio basico fundamenta-se no mecanismo de troca ibnica,
onde a retencao dos analitos é baseada na atracao eletrostatica reversivel entre os
ions presentes na fase mével e os grupos funcionais ionizaveis de carga oposta
presentes na fase estacionaria (LANCAS, 2009). Na Figura 2, pode ser visualizado
um esquema com 0s mecanismos da cromatografia ibnica para a determinagéo de
anions e cations, respectivamente.

Os trocadores anidnicos normalmente sao constituidos por grupos de aménio
quaternario, enquanto que os trocadores catidnicos constituem grupos de acido
sulfénico (EITH et al., 2006). Os trocadores catidnicos, com sitios carregados
negativamente, sdo utilizados na separagado de cations, e os trocadores aniénicos,
que tém sitios ativos carregados positivamente, sao utilizados na separacdo de
anions. A fase mobvel é, geralmente, uma solugdo idbnica com propriedade
tamponante, escolhida de forma a ser compativel com o tipo de trocador usado
(COLLINS, 2006). Carbonato e/ou bicarbonato de so6dio sdao os eluentes
frequentemente utilizados para a separacao de anions, equanto que acidos minerias,
como o acido cloridrico € o eluente comumente utilizado na separagao de cations
(PAULL e MICHALSKI, 2018), conforme representado na figura 2. O ion do eluente
origina o contra-ion de carga oposta nas proximidades do grupo funcional, tornando

as cargas eletricamente neutras (EITH et al., 2006).
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Figura 2. Esquema dos mecanismos da cromatografia idbnica para a determinagado de anions e
cétions.

RESINA-N"R; E" + A" RESINA-N"R; A" + E
RESINA-N" R; HCO; + Na* A” < RESINA-N" R; A"+ Na* HCO;~
TROCA ANIONICA

RESINA-SO; E™ + A" 5 RESINA-SO; A" +E”
RESINA-SO; H* + A" CI” 5 RESINA-SO; A"+ H' CI”
TROCA CATIONICA

A: ions dos analitos E: ions do eluente (HCO; /H")

O processo de troca ibnica ocorre na condicdo de equilibrio, sendo a
separagao dos ions determinada por suas diferentes afinidades em relagédo aos
grupos funcionais da fase estacionaria (WEISS, 2016). Quando as amostras contém
dois ou mais ions a serem separados, estes substituem os ions do eluente, ficando
retidos por um determinado tempo na carga fixa antes que sejam novamente
trocados pelo ion do eluente, que por sua vez promove a eluicdo desses ions (EITH
et al., 2006). O ion presente na amostra que possuir menor afinidade pelo grupo
funcional, se movera mais rapidamente pela coluna, enquanto que o ion que possuir
maior afinidade ira interagir de forma mais intensa com a fase estacionaria, ficando
mais tempo retido na coluna (FRITZ e GJERDE, 2009).

2.3.2.3 Sistema cromatografico

A configuragao basica do instrumento de cromatografia de ions é constituida,
essencialmente, por um eluente (fase movel), uma bomba de alta pressdo, um
amortecedor, um auto amostrador (valvula de inje¢do), uma pré-coluna (coluna

guarda), uma coluna analitica, uma coluna supressora, um detector e um sistema de
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processamento de dados (BHATTACHARYYA e ROHRER, 2012). Na Figura 3,

estdo demonstrados os principais componentes de um cromatografo de ions.

Figura 3. Principais componentes de um cromatografo de ions.
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Fonte: Adaptado de Metrohm.

Na separagao por troca ibnica, o papel do eluente € competir pelos ions de
interesse com os ions presentes na fase estacionaria e separar a mistura dos ions
de interesse em sinais bem definidos. O eluente usado na cromatografia de troca
ibnica geralmente consiste em uma solu¢do aquosa de um sal adequado ou uma
mistura de sais, com uma pequena porcentagem de solvente organico sendo as
vezes adicionada. A mistura de sais pode ser uma solugdo tampao, ou um tampao
separado pode ser adicionado ao eluente, se necessario (HADDAD e JACKSON,
1990). Uma grande variedade de critérios pode ser utilizada para a escolha de um
sistema de eluicdo adequado. Algumas caracteristicas importantes devem ser
consideradas na escolha do eluente, como: compatibilidade com o sistema de
deteccao; natureza quimica e concentracdo do ion presente no eluente; pH;
capacidade tamponante, bem como o conteudo de solvente orgéanico
(modificadores) (HADDAD e JACKSON,1990; EITH et al., 2006).

A bomba impulsiona a fase movel através do sistema cromatografico (WEISS,
2016). Para obter resultados cromatograficos reproduziveis, a bomba deve ser
completamente inerte, robusta e capaz de fornecer elevada precisdo e exatidao.

Normalmente, sdo empregadas bombas de pistdo unico ou duplo. Um amortecedor
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de pulso € usado para suavizar o pico de pressao no pico do ciclo de bombeamento
e para fornecer um fluxo de eluente quando a bomba esta recarregando. A vazao do
eluente € geralmente controlada pelo motor da bomba velocidade, embora existam
algumas bombas, onde a vaz&o é controlada pela distdncia do curso do pistdo
(FRITZ e GJERDE, 2009).

A valvula de injegao possui duas conexdes até o “loop” por onde a amostra é
injetada no sistema cromatografico. A amostra é transportada para a coluna
cromatografica pela fase movel, apos a troca de posicdo da valvula de injegcéo
(WEISS, 2016).

A coluna guarda ou pré-coluna é constituida pelo mesmo material da coluna
cromatografica e funciona como uma protegdo para a coluna de cromatografica
contra a contaminacdo de amostras ou eluente, aumentando a durabilidade da
coluna cromatografica e praticamente nao influencia do desempenho da separagao
(FORTI e ALCAIDE, 2012). Ja a coluna cromatografica é a parte mais importante do
sistema cromatografico, pois é onde ocorre a separagao dos analitos. A escolha de
uma fase estacionaria adequada e as condigdes cromatograficas determinam a
qualidade da analise (WEISS, 2016).

O sistema supressor tem como principal fungao reduzir quimicamente a alta
condutividade de fundo dos eletrdlitos no eluente e converter os ions presentes na
amostra em uma forma mais condutora (WEISS, 2016). Este sistema aumenta a
sensibilidade da técnica, aumentando a detectabilidade dos ions de interesse, por
meio da conversdo dos ions do eluente em espécies moleculares e os ions de
interesse como acidos ou bases que sdo monitorados utilizando um detector de
condutividade.

Para a separacao de anions € utilizada uma coluna supressora com trocador

catiénico na forma acida, conforme representado pelas reagdes a seguir:

Reacdo 1: RESINA-SO; H® + Na* HCO3;™ = RESINA-SO3 Na® + H,CO3
Reacdo 2: RESINA-SO; H" + Na®* A” 5 RESINA-SO3; Na™ + H" A~

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

pelo ion H*, e assim, neutralizando o ion HCO3™. A" representa os ions de interesse
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que tornam-se mais condutivos. Na separacao de cations € utilizada uma coluna
supressora com trocador aniénico na forma basica, conforme representado pelas

reagdes a seguir:

Reacdo 3: RESINA-N" OH™ + H" CI” 5 RESINA-N* CI” + H,0
Reacdo 4: RESINA-N" OH™+ A* CI” 5 RESINA-N" CI” + A" OH~

Para o mecanismo de troca para cations, a coluna supressora remove 0s
anions presentes no eluente, trocando-os pelo ion OH", e assim, neutralizando o ion
H*. A* representa os ions de interesse que tornam-se mais condutivos.

O detector € um dispositivo capaz de registrar a passagem, em fluxo, de um
composto presente no eluente (FORTI e ALCAIDE, 2012). Assim, os analitos sao
detectados pelo sistema de deteccédo e podem ser quantificados. O desempenho do
detector é avaliado de acordo com alguns critérios: linearidade, sensibilidade,
resolucao (volume da célula do detector), ruido (limite de detecgéo). O detector mais
utilizado na cromatografia de ions 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 sensiveis, sao
universais para as espécies carregadas e, como regra, respondem de uma forma
previsivel as alteracbes na concentracdo. Além disso, esses detectores sdo de
operacgao simples, de baixo custo de construcdo e de manutencgao, faceis de serem
miniaturizados e, geralmente, operam por longos periodos sem necessitar de
manutengao (SKOOG et al., 2006). No entanto, outros tipos de detectores podem
ser empregados, como 0s amperomeétricos e potenciométricos. Outras possibilidades
incluem as deteccdes espectroscopicas, como a fotometria e a fluorescéncia (EITH,
2006). Além disso, recentemente tem sido empregada a cromatografia idbnica com
sistema de deteccao compreendendo o detector condutimétrico e a deteccédo por
espectrometria de massa no mesmo instrumento, na técnica de cromatografia de
ions com deteccdo por condutividade e espectrometria de massas (IC-CD-MS)
(MESKO et al., 2020).

As vantagens mais importantes da cromatografia ibnica sdo: uma ampla gama

de aplicagdes; boa exatidao e precisdo; hardware bem desenvolvido; muitas op¢des
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de deteccao; alta seletividade e eficiéncia de separagao; boa tolerancia as matrizes
da amostra e baixo custo de operacdo. Além disso, € uma técnica amplamente
aceita como método de referéncia padrao para varios analitos em diferentes
matrizes (MICHALSKI, 2006, MICHALSKI, 2009; KONCZYK et al., 2019). Entretanto,
a IC é uma técnica que nao possibilita a andlise direta de amostras sélidas e
necessita de um método de preparo de amostra prévio que seja eficiente, capaz de
isolar os analitos de forma seletiva, visando a minimizagao de interferéncias durante
a analise cromatografica. A seguir, serdo revisados os principais métodos de
preparo de amostras que tém sido reportados na literatura para a determinagao de

halogénios em diferentes amostras.

2.4 Preparo de amostras

O preparo de amostra é uma etapa determinante em uma analise quimica,
onde a amostra é submetida a um pré-tratamento adequado para posterior
determinacdo por uma técnica analitica. Esta etapa € necessaria para converter a
amostra representativa, em uma forma possivel de ser analisada para que os
analitos possam ser determinados com exatidao e precisdao (KRUG, 2010; HARRIS,
2008). O preparo da amostra apresenta alguns objetivos tipicos, como a remogao de
possiveis interferéncias, o isolamento do(s) analito(s), aumentando assim a
seletividade do método e, quando possivel, o aumento da concentragcdo do(s)
analito(s) em etapas de pré-concentracao(FRENZEL e MICHALSKI, 2016). No
entanto, qualquer que seja o método de preparo deve-se levar em consideragao a
natureza da amostra, do analito a ser determinado e a sua concentragdo, além da
técnica de determinacao e da precisao e exatidao desejadas (KRUG, 2010).

A preservagao da amostra garante que esta mantenha as suas caracteristicas
fisicas e quimicas, para que a analise possa representar com fidelidade o objeto em
estudo (MITRA e BRUKH, 2003). No que se refere a determinagao de halogénios, a
maioria das técnicas de determinagao disponiveis necessitam que a amostra esteja
na forma de solucao para que os analitos possam ser detectados sem a presencga de
interferéncias (MELLO et al., 2013; KRUG, 2010).
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Nao existe um método de preparo de amostras que seja universal.
Geralmente, um método adequado deve ser eficiente, evitando erros sistematicos
provenientes de contaminagao, perda por volatilizagdo ou digestdo incompleta, além
de ser reprodutivel, apresentar baixos limites de detecc¢édo, ser seguro e, sempre que
possivel, simples e rapido (KRUG, 2010). Entretanto, a perda dos analitos por
volatilizacado e os riscos por contaminagédo sdo algumas dificuldades que podem ser
observadas na determinacéo de halogénios (ANTES et al., 2010). Estas dificuldades
estdo associadas a complexidade de muitas matrizes, como amostras bioldgicas,
geolodgicas, medicamentos, alimentos, entre outras, onde os halogénios devem ser
convertidos em uma forma quimica nao volatil. Além disso, € importante observar
que os reagentes utilizados no preparo também n&o devem interferir na etapa de
determinacao (MELLO, et al. 2013). Assim, os métodos de preparo de amostras que
visam a determinacao de halogénios requerem o completo isolamento das espécies

de interesse, a partir da matriz.

2.4.1 Métodos de preparo de amostras para a determinagéo de halogénios

Diversos métodos de preparo de amostras tém sido relatados na literatura
visando a decomposi¢cado da matriz e dissolugdo dos halogénios em uma solugéo ou
a sua extracado a partir de diferentes tipos de amostras. Dentre os métodos mais
utilizados para a determinagdo de halogénios, destacam-se a piroidrolise, os
métodos de extragdo e os métodos a base de combustdo. A seguir, estdo descritos
alguns dos principais métodos de preparo de amostras comumente aplicados para a

posterior determinagao de halogénios.

2.4.1.1 Piroidrolise

A piroidrolise, também conhecida como hidrélise em alta temperatura é um
método de preparo de amostras que tem sido amplamente utilizado para separar
halogénios, boro e enxofre de matrizes solidas, especialmente rochas minerais,
carvao combustivel e outras matrizes de dificil decomposicdo (MISHRA et al., 2018).

E considerado um método de preparo muito eficiente para a determinacdo de
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halogénios, fornecendo solugdes adequadas para a andlise através de técnicas
como ICP-MS, ICP OES e técnicas cromatograficas. A grande vantagem do método
€ a efetiva separagcdo dos analitos a partir da matriz, minimizando possiveis
interferéncias durante a etapa de determinagdao (MULLER et al., 2016)

A piroidrolise baseia-se na formagdo de compostos volateis presentes em
uma amostra devido a hidrolise dos elementos, a altas temperaturas (na faixa de
900 a 1200 °C) e na presenca de vapor d’agua. A agdo combinada de calor e vapor
em altas temperaturas produz compostos volateis dos analitos, que no caso dos
halogénios, sao convertidos em seus Oxidos e subsequentemente em seus
respectivos acidos, sendo hidrolisados e carregados por um gas transportador que
pode ser ar, oxigénio ou argdnio até um condensador. Apos a condensagdo, 0s
analitos sdo absorvidos em uma solugcdo adequada, podendo ser uma solugao
alcalina, no caso de halogénios. No entanto, a determinacédo de flior ndo requer
solucdes alcalinas, e agua pode ser usada ou mesmo nenhuma solugao pode ser
necessaria (MELLO et al., 2013). Esse método fornece uma solugéo quase isenta de
reagentes e possui a capacidade de separar os analitos diretamente das amostras
sélidas sem realizar a sua dissolugao (MISHRA e JEYAKUMAR, 2018).

Na literatura, destacam-se alguns estudos com a aplicagdo da piroidrélise
como método de preparo para posterior determinacdo de halogénios, como a
determinacao de fluoreto em carvdo com determinacao por ISE (DRESSLER et al.,
2003), a determinagdo de bromo e iodo em particulas transportadas pelo ar
(PICOLOTO et al., 2014) e em amostras de tecido e parede celular de alga
Laminaria digitata (KUPPER et al., 2013) por ICP-MS. Em outros estudos foram

127 & | em solos e amostras de farinha de trigo integral, algas e turfa

determinados
com determinagdo por espectrometria de massa com acelerador (AMS) e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (HEROD et
al., 2014), além da determinagcdo de iodo usando cromatografia de ions com

deteccao ultravioleta (IC-UV) para analise de alimentos (SHINODA et al., 2012).
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2.4.1.2. Combustao

Os métodos de decomposi¢cao por combustdo podem ser classificados em
sistemas abertos e fechados. A combustao realizada em sistemas abertos, como a
combustdo em forno tipo mufla apesar de ser relativamente simples, apresenta
limitagbes, pois alguns elementos podem ser perdidos por volatilizagdo (KRUG,
2010). A fim de evitar esse problema, os métodos de combustdo realizados em
sistemas fechados passaram a ser investigados, como a decomposi¢gao com frascos
de Schoniger, o emprego das bombas de combustéo e, recentemente, o método de
preparo que combina a combustdo em sistema fechado com o emprego da radiagéo
micro-ondas, a combustao iniciada por micro-ondas (MIC) (MESKO et al., 2016).

Os métodos de combustdo usando frasco de Schoniger e a bomba de
combustdo, também apresentam algumas limitagdes, como baixa massa da
amostra, baixo rendimento e seguranga, 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 principio basico da MIC envolve a
combustdo da amostra em frascos de quartzo fechados e pressurizados com
oxigénio, onde a etapa de ignigdo é realizada através da interagdo da radiagéo
micro-ondas com uma solugdo de NH4sNO3; 6 mol L™ (agente de ignicdo), a qual é
adicionada em um disco de papel filtro posicionado na base de um suporte de
quartzo. A amostra na forma de comprimido € colocada sobre o suporte e a
combustdo da amostra se da apos a irradiagdo das micro-ondas (KRUG, 2010;
MELLO, et al., 2013).

A MIC ganhou destaque e tem sido utilizada em muitos estudos para a
determinacao de halogénios, principalmente para a analise de alimentos, como pode
ser observado no trabalho de Hartwig et al. (2014), os quais realizaram um estudo
sistematico da decomposicdo de amostras de camardo e suas partes para a
determinacao de Br e | por ICP-MS. Da mesma forma, os elementos Br e | também
foram determinados em amostras de mel por ICP-MS (COSTA et al., 2015). O
método também foi utilizado para a determinacdo de Br e | em plantas medicinais
por ICP-MS (NASCIMENTO et al., 2017), e para a determinagao 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 determinagcdo de Br e | em diferentes tipos de algas marinhas
comestiveis por ICP-MS, mostrando que o método é adequado para a
decomposicdo das amostras e dissolugcdo dos analitos utilizando uma solugado de
(NH4).CO3 150 mmol L™ como solugdo absorvedora (MESKO et al., 2014).

2.4.1.3 Extracao alcalina

A extracdo é um método simples e eficiente que tem sido utilizado em
diversas aplicagdes envolvendo a determinacdo de halogénios. Este método esta
baseado na extragdo utilizando solugdes acidas ou alcalinas, agua ou solvente
organico. No entanto, a maneira mais convencional no procedimento de extragcao
para a determinagao de halogénios, baseia-se no uso de solugdes alcalinas. Entre
estas, solucdes de hidréxido de amoénio, hidroxido de sodio, hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH) e amina terciaria soluvel em agua (CFA-C) tém sido
reportadas para a diluigdo ou dispersdo da amostra em meio alcalino (MELLO et al.,
2013).

ROMARIS-HORTAS et al. (2009), utilizaram o método de extracdo assistida
por micro-ondas (MAE) para a determinagdo simultdnea de bromo e iodo por ICP-
MS em amostras de algas usando TMAH. Os autores avaliaram diferentes massas
de amostra e combinagdes de volumes de TMAH para a extragcao de Br e iodo,
permitindo o uso de grandes quantidades de amostra, possibilitando melhores
limites de deteccdo. Porém, os métodos de extragdo ndo eliminam totalmente a
matriz, apresentando elevados teores de carbono residual, o que pode ser um
problema na determinagao 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 determinacdo de halogénios em diversas matrizes e,
principalmente, em amostras de algas. Na Tabela 2, estdo apresentados alguns
trabalhos descritos na literatura que fazem a determinacao de halogénios.



Tabela 2. Métodos de preparo de amostra aplicados para a determinacao de halogénios.
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Elementos (ou

Técnica de

Amostras .. Preparo de amostra . Limite de detecgao (LOD) Referéncia
espécies) determinacéo

Algas
Porphyra spp. (Nori)

Palmaria (Dulse)
Undaria pinnatifida (Wakame) MAE (250 mg de amostra, I 2 -1 ]

. . Brel 10 mL de agua ultrapura ICP-MS :25ngg ROMARIS-HORTAS et al.,
Himanthalia elongata e 10 mL de TMAH como Br: 20 ng g 2009
(Espaguete do mar) solugao extratora)

Laminaria ochroleuca (Kombu)
Ulva Rigida (Alface do mar)
Brele MSPD (massa de suporte
Y sélido (areia ou silica gel) BIK
Laminaria ochroleuca (Kombu) e?::grlﬁcs)’ ge e amostra ndo informado; ICP-MS N&o informado MOREDA 2P(I)§9E IRO et al.,
antiménio® 25 ml de agua ou MeOH
como solugéo extratora)
Himanthalia elongata
(Espaguete do mar)
Laminaria saccharina (Kombu Decomposigao por via F:0,002mgL” . o
doce) F,Cl, Bre seca (500 mg de amostra, ) ) -1 GOMEZ-ORDONEZ et al.,
Bifurcaria bifurcata outros ions 50 mL de agua como IC-CD Cl- 0,002 mg L_1 2010
solugao extratora) Br: 0,006 mg L
Mastocarpus stellatus
Gigartina pistillata
Himanthalia elongata Brel MAE (100 mg de amostra, ICP-MS Br:19,9ngg” ROMARIS-HORTAS et al.,




(Espaguete do mar)

Saccorhiza polyschides
(Furbelows)

Palmaria palmata (Dulse)
Porphyra umbilicalis (Nori)
Laminaria ochroleuca (Kombu)
Undaria pinnatifida (Wakame)
Himanthalia elongata
(Espaguete do mar)

Ulva rigida (Alface marinha),

Spirulina platensis (Spirulina)

10 mL de agua ultrapura
e 10 mL de TMAH como
solucao extratora)

l: 246 ngg

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

Brel

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

solucao extratora)

IC-ICP-MS

Br:83ngg”’
l:23ngg"

ROMARIS-HORTAS et al.,
2012

Palmaria palmata (Dulse)
Porphyra umbilicalis (Nori)
Ulva rigida (Alface marinha)

Laminaria ochroleuca (Kombu)

MAE (0,2 g de amostra,

10 mL de agua ultrapura

e 10 mL de TMAH como
solucao extratora)

ICP-MS

24,6 ng g'1

ROMARIS-HORTAS et al.,
2013




Undaria pinnatifida (Wakame)

Piroidrélise (100 mg de

Nao informado

S amostra, 500 mg de \/_205, KUPPER et
Laminaria digitate Brel 7 mL de uma solugao ICP-MS
contendo TMAH 0,5% e al., 2013
Na2803 0,005%)
Undaria pinnatifida (Wakame) Extracdo (3 g de amostra IO 0.07 ua kg™
L | e perclorato com12 ug L ' de padrao i 4:U,07 ug kg
Lammarlajaponlc? (Kombu) (CIO.) interno NaCI'80, e 20 mL IC-MS/MS I No informado YANG et al., 2014
Porphyra sp. (Nori) de acido acético 1%)
Porphyra spp. (Nori) MIC (500 mg de amostra, Br: 0.011 p
r: 0,
Hizikia fusiforme (Hijiki) Brel 6 mL de (NH,),COs5 150 ICP-MS H99 MESKO et al., 2014
mmol L~ como solugao 1:0,010 ug g
Undaria pinnatifida (Wakame) absorvedora)
MAE (100 mg de amostra, ’
o . 10 mL de agua ultrapura . ROMARIS-HORTAS et al.,
Porphyra umbilicalis (Nori) I e 10 mL de TMAH como ICP-MS Nao informado 2014
solucao extratora)
Decomposigao por via
Varias espemes.de | seca (200 mg dg amostra LC-UV 0,2 ng pL'1 NITSCHKE e STENGEL,
macroalgas e microalgas e 2,5mL de dgua e 2015
CH;0H)
UAE® (0,5 g de amostra
lodeto de com 50 mL de 4gua e 5
Kelp potassio (KI), 3-  mL de HDTA 25% (m/m)) Kl: 3,7 ngmL™
Porphyra spp. (Nori) lodo-l-tirosina - MSPD (50 mg de amostra UHPLC-UV MIT:9,1 ng mL" CAO et al., 2016
e (MIT)e 3,5- e 50 mg de suporte sélido p
Undaria Pinnatifida (Wakame) diiodo-I-tirosina (SBA-15) 0.4 mL de IL DIT: 16,7 ng mL
(DIT) [C12mim] Br 200 mmol L

como solvente de eluigéo)




Sargassum muticum

Digestéo por via umida
(300 mg de amostrae 5 g

3,9 mg kg'1

o . I de HNOs/ HCI; digeridos ICP-MS BADOCCO et al., 2016
Undaria pinnatifida diluidos com &gua e
NH,;SCN)
Laminaria angustata (Hidaka-
Kombu)
o . I MIC (550 mg de amostra, p
Hizikia fusiforme (Hijiki) Clos 6 mL de (NH,),CO; 150 C.CD Cl: 11 mg kg COELHO JUNIOR et al.,
Undaria pinnatifida (Wakame) mmol L™ como solugdo S:9,1 mg kg™ 2017
Laminaria japonica (Kombu) absorvedora)
Porphyra spp. (Nori)
Decomposigéo por via
seca (10-12 g de amostra
dissolvidas em agua; 25
Und i (Wak mL de CHCI;, ? mL de
ndaria pinnatifida (Wakame - i i ]
e p ( ) | H;SOsSmoll eSmL — Titulometria de Nao informado GONZALEZ et al., 2019
Laminaria ochroleuca (Kombu) de peroxido de hidrogénio  oxidagao-redugao
a 30% adicionados na
matéria organica e
titulados com Na,S,03
0,1N)
Alimentos
MIC (500 mg de amostra
Figado bovino, amido de e 6mL de gNH4)2C03 50
milho, leite em po e farinha de I mmol L™ ou 6mL de ICP-MS 0,0007 pg g™ MESKO et al., 2010
trigo TMAH 56 mmol L™ como
solugdo absorvedora)
Suplemento mineral F,Brel Piroidrolise (30-150 mg ISE e N&o informado TAFLIK et al., 2012

de amostra, 450 mg de




V5,05, e 8mL divididos em ICP-MS
dois frascos, um com 5
mL e outro com 3 mL de
Na2CO3/NaHC03 50
mmol L™" como solugéo
absorvedora)
MIC (500 mg de amostra Cl:1,25ugg”
Soja e seus produtos Cl, Br, el © 6mL_d1e NH,OH 109 ICP-MS Br:0,03ug g’ BARBOSA et al., 2013
mmol L " como solugéo »
absorvedora) 1: 0,002 ug g
MIC (500 mg de amostra Br: 0.12 »
r-0,12ugg
Camaréo e suas partes Brel e 6mL de NH,OH 50 ICP-MS § HARTWIG et al., 2014
mmol L ' como solu¢éo l: 0,001 ug g
absorvedora)
MIC (1000 mg de amostra 1
6mL de NH,OH 50 Br:34ng g
Mel Brel ©omt e T o7 ICP-MS g COSTA et al., 2015
mmol L ' como solugao 1:6,0ng g
absorvedora)
MIC (700 mg de amostra ;
6mL de NH,OH 25 Br: 0,007 pg g°
Leite em pé Brel © ol fe W4T 29 ICP-MS g PICOLOTO et al., 2015
mmol L ' como solu¢éo I: 0,003 ug g
absorvedora)
MIC (500 mg de amostra ;
= ; Br: 0,02 i
Camardo cru e cozido e suas Brel e 6 mL de NFLOH 59 ICP-MS Ho S MESKO et al., 2016
partes (tecido e casca) mmol L ' como solugéo l: 0,01 ug g'1
absorvedora)
. ~ MIC (350 mg de amostra Br: 0.039 -
Ovo em po e fragdes (clara de i -00o9 g g
ovo e gema de ovo) Br, el e 6 mL de NH,OH 50 ICP-MS 0,015 pg g” TORALLES et al., 2017

mmol L™ como solugéo




absorvedora)

MIC (1000 mg de amostra Br: 7,6 ng g'1
. e 6 mL de NH,OH 25 I:0.76 ng "'
Farinhas Br, el mmol L' como solugao ICP-MS ) 99 SILVA et al., 2017
absorvedora)
MIC (1000 mg de amostra 1
e 6 mL de NH,OH 50 Br: 0,004 mg kg’
Arroz Brel mmol L' como solugéo ICP-MS 10,0008 mg kg™ RONDAN et al., 2018
absorvedora)
MIC (500 mg de amostra Cl: 10 mg kg
Cereais e leguminosas CleS e 6 mL de agua como IC-CD _ 4 RONDAN et al., 2019
solugao absorvedora) S:9mg kg
F: 4,9 mgkg”
MIC (350 mg de amostra . 1
Ovo em po integral e fragoes e 6(mL degNH OH 50 Cl: 16,1 mg kg
(clarade ovoempéegemade F,Cl, Br,leS -1 ! N IC-CD-MS Br: 1,5 mg kg™ MESKO et al., 2020
. mmol L ' como solugéo ’
ovo em po) I 0.12 ka!
absorvedora) -U,12mg kg
S:3,9mg kg'1
MIC (1000 mg de amostra
Farinhas com e sem gluten CleS e 6 mL de agua como IC-CD Nao informado MESKO et al., 2020
solugao absorvedora)
F:1,3mg kg'1
MIC (800 mg de amostra Cl: 15 mg kg’
e 6 mL de NH,OH 50 ) A
Mel F,Cl,Br,leS mmol L~ como solucao IC-CD-MS Br: 0,21 mg kg1 MESKO et al., 2020
absorvedora) I: 0,067 mg kg’

S:6,9mg kg'1




Outras amostras

Piroidrélise ]
(2000 mg de amostra, 2g F-0,030Lgg ;
de V,0s, Cl: 0,043 g g
Argila F,Cl,Brel Ve @ IC-CD y PENG e WU, 2013
Na,CO4/NaHCO; 5,4/5,1 Br: 0,09 yg g
mmol L™" como solugdo :0,13 ug g
absorvedora)

F: 18 mg kg ! para IC-CD e

MIC (100 mg de amostra 47 mg kg ™" para ISE

Cimento FeCl e 6 mL de agua como ISE e IC-CD _ p
solugdo absorvedora) Cl: 99 mg kg para IC-CDe
165 mg kg~ para ISE

PEREIRA et al., 2016

MIC (100 mg de amostra
e 6 mL de NH,OH 25 ou

Solo F,Cl, Brel 1 IC-CD e ICP-MS N&o informado PEREIRA et al., 2017
100 mmol L ' como
solucao absorvedora)
MIC (1000 mg de amostra
6 mL de NH,OH 50 .
Plantas medicinais Brel 5 mt de N ICP-MS Nao informado NASCIMENTO et al., 2017

mmol L™" como solugéo
absorvedora)

MAE (150 mg de amostra
e2mLde TMAH e 10 mL . .
Plantas | . ) ICP-MS 3-20ngg” JERSE et al.,, 2018
de agua (1:5), como

solucao extratora)

MIC (300 mg de amostra
e 6 mL de NH,OH 50 ICP-MS Nao informado COUTO et al., 2018
mmol L™" como solugdo

Br e alguns

Solos e plantas .
metais




absorvedora)

MIC (300 mg de amostra
e 6 mL de NH,OH 100

Cabelo Humano F,Cl,Br,leS -1 ~ IC-MS e ICP-MS Nao informado MESKO et al., 2019
mmol L ' como solugao
absorvedora)
SD° (600 mg de amostra Cl:0,5pugL”
Concentrados de cobre F e Cl ( 9 IC-CD 4 MUHAMMAD et al., 2020
e 10 mL de NaOH 0,1 M) F:0,2 ugL
MIC (1000 mg de amostra
e 6 mL de NH3 25 mmol -
Plantas medicinais F -1 8o ISE 0,75ugg ! MENDES et al., 2020
L " como solugao
absorvedora)

® Espécies de arsénio determinadas por LC-ICP-MS e espécies de Sb determinadas por LC-HG-AFS.
® UAE, extragao assistida por ultrassom.

°SD, destilagdo a vapor.
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Na literatura € possivel encontrar diversos trabalhos sobre a determinacéo de
halogénios em diferentes tipos de alimentos e em diversos materiais, contudo, ainda
sdo poucos os trabalhos envolvendo a determinagao de halogénios em amostras de
algas. Percebe-se que entre os halogénios, o | é o elemento de grande destaque,
seguido do Br e pouca informacgao tem sido reportada a respeito da concentragao de
F e Cl em algas. Em relagao aos métodos de preparo de amostras, a decomposi¢ao
por via seca e a extracdo por MAE tem sido comumente aplicada para a
determinacdo de halogénios em amostras de algas, enquanto que a piroidrolise e a
MSPD tem sido pouco investigadas para essas amostras. Outros trabalhos tém
abordado principalmente a MIC como método de preparo de amostras para
alimentos.

A maioria dos métodos de preparo de amostras, como alguns métodos de
decomposicdo e métodos de extracao, sao eficientes, ou seja, capazes de fornecer
recuperacgoes quantitativas dos halogénios. Além disso, alguns métodos como a MIC
sao métodos com operacao relativamente simples. Entretanto, € importante salientar
algumas desvantagens como a possibilidade de perda dos halogénios e risco de
contaminagao na decomposigao por via seca em forno tipo mufla, a baixa frequéncia
analitica e a inseguranca dos métodos como os frascos de Schoniger e bomba de
combustdo, além dos cuidados que devem ser observados em relagdo as
temperaturas do reator e do gerador de vapor na piroidrélise, assim como a
necessidade de utilizagdo de instrumentacao 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 € uma etapa critica nos
procedimentos analiticos, além de ser considerada uma das etapas mais relevantes
€ morosas em uma analise. Sao desejaveis métodos que sejam simples, de baixo
custo, rapidos, que empreguem pequenas quantidades de solventes, além de
solventes cada vez menos téxicos e, principalmente, que sejam compativeis com as
técnicas de determinagdo (MITRA e BRUKH, 2003). Em virtude disso, inumeros
esforgos tém sido realizados para melhorar o desempenho analitico, desenvolvendo
e otimizando novos meétodos de preparo de amostra.

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

atraido a atengao dos pesquisadores, especialmente no contexto de sua aplicacao
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para a extragdo de compostos organicos, € a dispersao da matriz em fase sodlida
(MSPD). A escolha de um sorvente (ou suporte solido) apropriado na MSPD fornece
a possibilidade de isolamento seletivo de compostos a partir de varias 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 rapido e ambientalmente amigavel (SANTOS et al., 2019).

2.5 Dispersao da matriz em fase soélida

2.5.1 Principios basicos

A MSPD foi introduzida por Barker et al. (1989), como uma nova abordagem
para o isolamento de drogas e seus metabdlitos em tecidos (musculo bovino), a fim
de eliminar as dificuldades apresentadas pela complexidade da matriz, contendo
quantidades significativas de tecidos, proteinas, lipidios entre outros componentes.
Desde entdo, a técnica vem ganhando destaque na comunidade cientifica para
extragao/isolamento de compostos em diversas matrizes.

O principio basico da MSPD baseia-se na mistura de uma amostra viscosa,
sélida ou semissolida com um sdlido (suporte solido) de caracteristica abrasiva em
sua superficie, como suportes solidos a base de silica ou o seu derivado
funcionalizado com grupos octadecilsilano (C18). Estes suportes solidos sao os
mesmos utilizados em cartuchos empregados na extragdo em fase solida (SPE),
mas com funcionalidades diferentes. Na SPE, estes materiais sdo aplicados para
adsorcao dos analitos presentes em amostras liquidas. Por outro lado, na MSPD, o
suporte solido € macerado juntamente com a amostra para facilitar a liberagdo dos
analitos (BARKER, 2000; BARKER, 2007).

Uma caracteristica importante da MSPD consiste na forga mecanica utilizada
durante a maceragcéo da amostra juntamente com o suporte soélido. Esta maceragao
pode ser realizada com auxilio de almofariz (gral) e pistilo de porcelana, agata ou
vidro, com o objetivo de promover a ruptura da estrutura fisica da amostra e a

dispersdo dos componentes em particulas de menor tamanho, diminuindo deste
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modo, a interagdo entre o analto e os demais constituintes da amostra
(WIANOWSKA e GIL, 2019).

A dispersao é realizada por um tempo suficiente para que ocorra a completa
homogeneizagao e, assim, a amostra e o suporte sélido formam uma mistura, que &
empacotada em uma coluna vazia (seringas ou cartuchos de SPE), na qual é
colocada uma frita (filtro de polietileno) antes e apds o empacotamento (CALDAS et
al., 2013). A ultima etapa consiste na eluigdio dos analitos sob vacuo
(alternativamente o solvente €& evaporado para concentrar os analitos)
(WIANOWSKA e GIL, 2019). Na Figura 4, estao representadas as etapas envolvidas
na MSPD original.

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

Espatula

// Compressio
/ do material
a3 Transferéncia
Pistilo g damistura

Almofariz ¥

Seringa usada
como coluna
na MSPD

Maceragao

Suporte sélido Frita

Eluigéo dos analitos

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

Na etapa de eluicdo da MSPD os analitos podem ficar retidos no cartucho
enquanto os demais constituintes sao eluidos em uma etapa de lavagem e, s6 apos,
os analitos sao eluidos com um solvente adequado. Ou ainda, os componentes da
matriz podem ser seletivamente retidos no cartucho e os analitos eluidos
diretamente. No entanto, alguns problemas podem comprometer a eficiéncia do

método. Na etapa de empacotamento do cartucho, por ser um processo manual,
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existe um problema associado a formagao de caminhos preferenciais na mistura que
compde o recheio, o que pode afetar a precisdo do método. Devido a esses fatores,
a MSPD vem sofrendo modificagcdes, buscando minimizar diferengas entre as
extracdes, eluir preferencialmente os analitos em detrimento dos interferentes
presentes na matriz e diminuir o numero de etapas envolvidas, tornando o método

mais simples e rapido.

2.5.2 Modificagdes da MSPD

Entre as modificacbes reportadas na literatura para o aprimoramento da
técnica, destacam-se abordagens alternativas da MSPD utilizando ultrassom, micro-
ondas, campo magnético e vortex, visando reduzir custos, tempo e reagentes. Além
disso, os esforcos também tém sido voltados ao estudo de uma variedade de
suportes solidos (ou sorventes), como o uso de suportes solidos alternativos, sejam
eles naturais ou sintéticos, contribuindo para a diminuicdo do custo de analise e
cumprindo os requisitos da Quimica Analitica Verde (GAC) (CALDAS et al., 2013).
Com base nas propriedades dos analitos e na complexidade da amostra, varios
suportes solidos tem sido utilizados, desde materiais classicos comerciais, como
C18 e C8, alumina, florisil e silica (CAPRIOTTI et al., 2010), até suportes solidos
verdes como areia, quitosana, quitina e concha de mexilhdo (CALDAS et al., 2013;
ROMBALDI et al., 2015; HERTZOG et al., 2015; VIEIRA et al., 2018).

2.5.2.1 Dispersao da matriz em fase solida assistida por vortex

Sebastia et al. (2010) propuseram uma modificagdo na MSPD para a extragao
de aflatoxinas. Neste trabalho, os autores substituiram a etapa de transferéncia e
empacotamento da mistura em cartuchos de SPE pela transferéncia direta para
tubos de vidro de fundo cénico com o solvente de eluicdo, seguido da agitagao e
posterior centrifugagdo. Na Figura 5, estdo representadas as etapas envolvidas na
MSPD modificada.
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Figura 5. MSPD modificada.
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Fonte: Adaptado de (CALDAS et al., 2013).

A etapa de eluigdo em coluna substituida pela agitacdo em voértex foi
desenvolvida com o objetivo de propiciar a extragdo quantitativa dos analitos a partir
de matrizes complexas em um menor tempo de extragdo, além de reduzir o
consumo de solvente (TU e CHEN, 2018). Com o menor consumo de solvente,
consequentemente uma menor quantidade de amostra é necessaria para a extragao
quantitativa das espécies de interesse (WIANOWSKA e GIL, 2019).

Outra vantagem do uso do vortex inclui a eliminagcdo da etapa de
empacotamento da amostra (apdés maceragdo com o suporte sélido), visto que nesta
etapa podem ocorrer erros de precisdao do método devido ao empacotamento
manual. Também é possivel melhorar a eficiéncia de extragao, pois ha um aumento
do tempo de contato da amostra com o solvente, além de promover uma menor
exposicao dos analistas a solventes organicos e reagentes toxicos (CALDAS et al.,
2013). A partir desta modificagao, Caldas et al. (2013), desenvolveram um método
empregando a MSPD com a modificagao da etapa de empacotamento pela etapa de
agitacdo em vortex para a extragao de residuos de pesticidas a partir de figado de
peixe e hepatopancreas de siri com determinagao por cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS) e os autores adotaram a denominagédo de
dispersao da matriz em fase soélida assistida por vortex (VA-MSPD). Desde entao, a
VA-MSPD tem sido investigada para uma série de aplicacoes.
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2.5.2.2 MSPD e a Quimica Analitica Verde

A busca por acgbes sustentaveis na Quimica tem sido guiada pela Quimica
Verde, através do desenvolvimento de métodos, sinteses e processos que visam a
protecao do meio ambiente. Especialmente na area de Quimica Analitica, existem os
12 principios da GAC (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESSNIK, 2013), os quais

estao descritos a seguir:

1) Priorizar técnicas de analise direta para evitar o preparo de amostra;
2) Reduzir o tamanho e numero de amostras;

3) Realizar medigdes in situ;

4) Integrar processos e operagoes analiticas visando reduzir o consumo de energia
e reagentes;

5) Automatizar e miniaturizar os métodos;

6) Evitar derivatizagao;

7) Reduzir o volume de residuos e dispor adequadamente aqueles que sao gerados;

8) Priorizar métodos multianalito ou multiparametro;

) Priorizar o uso de reagentes de fontes renovaveis;

)
)
)
)
9) Minimizar o uso de energia;
0
1) Eliminar ou substituir reagentes toéxicos;
2

1
1
12) Aumentar a seguranca do operador.

O emprego de suportes sélidos disponiveis no meio ambiente (verdes), a
dispensa de utilizagdo de energia como radiagdo micro-ondas e ultrassom, a
seguranga do operador, a minimizagao de etapas na VA-MSPD, a possibilidade de
utilizacao de pequenas massas de amostras (possibilidade de miniaturizagao), o que
leva a redugdo no consumo de reagentes e geragao de residuos, além da utilizagao
de solugdes/solventes menos agressivos ao meio ambiente sdo caracteristicas que

contemplam uma boa parte dos principios da GAC e fazem da MSPD, uma

interessante alternativa para o desenvolvimento de métodos analiticos mais verdes.
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2.5.2.2 Aplicagdes da MSPD

A MSPD possui uma vasta aplicagdo como método de preparo de amostras
visando a determinagdo de compostos organicos. Entre os trabalhos envolvendo
amostras de algas, destaca-se o trabalho realizado por Garcia-Rodriguez et al.
(2012), os quais empregaram a MSPD (formato original) para a extracdo de 17
pesticidas em amostras de algas marinhas. A extragcdo consistiu na maceragao de 1
g de amostra com 4 g de sulfato de sddio anidro (0,4 g de negro de fumo grafitado e
3,6 g de florisil como adsorventes de limpeza) e a determinacéo foi realizada por
GC-MS. O método estabelecido foi aplicado na determinagdo de pesticidas em 5
amostras comerciais de algas comestiveis e 6 amostras de algas marinhas.

Outros estudos envolvendo a aplicagcdo da MSPD para a determinagao de
compostos organicos em alimentos utilizando suportes solidos alternativos também
tém sido investigados. Rombaldi et al. (2015), avaliaram pela primeira vez a
utilizacao de conchas de mexilhdo dourado como suporte sélido na VA-MSPD para a
extragdo de residuos de 11 pesticidas e 9 produtos farmacéuticos e de cuidado
pessoal em amostras de tecido de mexilhdo dourado. Os resultados mostraram que
a concha de mexilhdo € um material eficaz permitindo a determinagao dos analitos,
com recuperagcdes meédias variando de 61 a 107% e RSDs inferiores a 18%. A
determinacao foi realizada por cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS). Hertzog et al. (2015), utilizaram a VA-MSPD para
a extragao de 15 produtos farmacéuticos em amostras de peixes e determinagao por
LC-MS/MS. Os melhores resultados foram obtidos com 0,5 g de terra de
diatomacea, 0,5 g de sulfato de sddio e 5 mL de metanol. As recuperacdes analiticas
variaram de 58 a 128% com RSDs inferiores a 15%.

Em relacdo a determinagdo de compostos inorganicos (metais, espécies
metalicas ou ndo metais) poucos trabalhos tém investigado a MSPD como método
de preparo de amostras. A MSPD tem sido empregada para a analise de especiacao
quimica em amostras biolégicas. Como exemplo, destaca-se a determinacédo de
espécies de arsénio em frutos do mar por cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS),
utilizando areia como suporte solido na MSPD tradicional (MOREDA-PI El RO et al.,
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2009). A analise de especiagao de mercurio também foi investigada para a extragao
de espécies de mercurio (CHsHg® e Hg®") em tecidos de peixe por MSPD
(modificada através do uso de vortex) utilizando SiO, como suporte solido e
determinacao das espécies por GC-MS (DUARTE et al., 2013). Recentemente,
outros estudos tém investigado a aplicagao de nanotubos de carbono como suporte
solido na MSPD para a determinagdo de espécies de merctrio (CHsHg* e Hg®") em
orgaos (CHEN et al., 2017) e tecidos de peixes (DENG et al., 2015).

No que diz respeito a determinacao de halogénios, existe apenas um trabalho
na literatura para determinagdo de iodo e suas espécies. Cao et al. (2016),
realizaram um estudo utilizando a MSPD miniaturizada para a microextracdo de iodo
inorganico e aminoacidos a base de iodo em amostras de algas marinhas. A
determinacdo foi realizada por cromatografia a liquido de ultra alta eficiéncia
acoplada ao detector por ultravioleta (UHPLC-UV). Os melhores resultados foram
obtidos utilizando peneira molecular (SBA-15) como suporte sélido e o liquido iénico
(brometo de 1-dodecil-3-metilimidazdlio) na concentracdo de 200 mmol L' como
solvente de eluicdo. O método proposto foi aplicado com sucesso na microextracéao
de iodeto de potassio, 3-iodo-I-tirosina e 3,5-diiodo-I-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 determinagédo de compostos inorganicos tem se
mostrado promissora e com potencial para ser utilizada como método de preparo de
amostras visando a determinacdo de halogénios em amostras de algas comestiveis,
devido a sua simplicidade, seletividade, rapidez, custo reduzido e pela possibilidade

de empregar materiais naturais como suportes solidos verdes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Instrumentagao

A determinagao dos halogénios foi realizada em um cromatégrafo de ions
(Metrohm, modelo IC compacto Pro 881) equipado com amostrador automatico
(Metrohm, modelo 863 Compact Autosampler) com capacidade para 36 amostras,
conforme a Figura 6. O cromatégrafo possui uma célula de ultra filtracdo equipada
com um filtro de membrana de acetato de celulose com tamanho de poro de 0,2 um,
bomba quaternaria, sistema de desgaseificagdo de eluente, forno de coluna, sistema
de supressao quimica (Metrohm Suppressor Module, MSM) e de CO; (Metrohm CO.

Suppressor, MCS), em combinagdo com um detector digital de condutividade.

Figura 6. Cromatografo de ions utilizado na determinacao dos halogénios.

Durante a otimizagdo da VA-MSPD, para a separagao dos anions (fluoreto,
cloreto, brometo e iodeto), foi empregada uma coluna cromatografica de troca
aniénica (150 mm x 4.0 mm d.i., 5 ym de didmetro de particula) de alcool polivinilico
com grupos de amdnio quaternario (Metronm, modelo Metrosep A Supp 5 - 150) e
uma coluna-guarda (5 mm x 4.0 mm d.i., 5 ym de didmetro de particula) com o

mesmo material de preenchimento da coluna de troca anidnica (Metrohm, modelo
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Metrosep A Supp 5 Guard/4.0). Para os ultimos experimentos de otimizagado da
MSPD e para a validagao do método foi utilizada uma coluna cromatografica (250
mm X 4.0 mm d.i., 5 ym de didmetro de particula) com o mesmo material de
preenchimento da primeira coluna de troca aniénica (Metrohm, modelo Metrosep A
Supp 5 - 250). Para todos os experimentos, a alga de amostragem usada foi de 20
uL. A fase movel foi composta por uma solugdo de Na,COs 3,6 mmol L™ e NaHCO;
3,4 mmol L™, com vazdo de 0,7 mL min™'. Para a desgaseificacdo da fase movel foi
utilizado um banho ultrassénico (Cristéfoli, modelo CUS3203B). A coluna supressora
foi regenerada durante as analises com solucdo de H,SO4 50 mmol L. A aquisigdo
e tratamento dos dados obtidos no cromatdgrafo de ions foram feitas com o auxilio
do programa MagIC NetTM, versdo 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 cominuidas em moinho com almofariz e pistilo motorizado (Marconi, modelo
MA590). A pesagem das amostras, suportes sélidos e reagentes foram feitas em
uma balanga analitica (Bioprecisa, modelo FA2104N), com resolugéo de 0,0001 g e
capacidade maxima de 210 g. Para a medi¢cao do pH das solugdes foi utilizado um
pHmetro (Hanna, modelo pH20/21). As solucbes das amostras obtidas no
procedimento de extracdo foram homogeneizadas com um agitador tipo vértex (B.
Braun Biotech International, modelo Certomat MV). A centrifugacdo dos extratos foi
realizada com o auxilio de uma centrifuga (Quimis, modelo Q222T). Para a filtragao
das amostras foram utilizadas seringas com capacidade de 10 mL e membrana
filtrante para seringa em PVDF de 0,45 pm, com 25 mm de didmetro (Allcrom). O
preparo de solugdes e lavagem das vidrarias foi feito com agua ultrapura obtida a
partir de um sistema de purificacdo (Millipore, modelo Milli-Q Direct-Q UV3®), com
resistividade 18,2 MQ cm.

Para a determinacdo 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 realizagdo do estudo foram
utilizadas diversas vidrarias como béqueres, baldes volumétricos de 10 a 2000 mL,

tubos de polipropileno com capacidade de 15 e 50 mL (Sarstedt, Alemanha) e
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micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 10 a 1000 yL (Labmate,

Polénia).
3.2 Reagentes

Todas as solugbes aquosas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram
preparadas em agua ultrapura com reagentes de elevada pureza. As solugbes de
referéncia de F, CI, Br e | foram preparadas a partir da dissolu¢ao dos sais KCI
(Merck, Alemanha), NaF (Merck), KBr (Merck) e Kl (Merck) em solugdo de
(NH4)2CO3 50 mmol L. Estas solugbes foram utilizadas para as curvas de
calibracéo preparadas a partir da diluicdo sucessiva das solucdes estoque e também
nos ensaios de recuperacgao realizados durante a otimizagao e validacido do método.

A solucdo de (NH4)>COs, 50 mmol L™, utilizada como solugéo extratora, foi
preparada a partir da dissolugdo do respectivo sal (Sigma-Aldrich, Alemanha) em
agua ultrapura. O TMAH 25% (m/v) (Sigma Aldrich) também foi avaliado como
solugdo extratora. Carbonato de sédio (Merck) e NaHCO; (Merck) foram avaliados
como solugao extratora e utilizados para o preparo da fase mével. O H,SO4 (Merck)
foi utilizado para regeneracao da coluna supressora. Os suportes solidos avaliados
foram Florisil 100 - 200 mesh (Sigma Aldrich), alumina (Sigma Aldrich), terra
diatomacea (Sigma Aldrich) (obtidos comercialmente), concha de mexilhdo e areia,
sendo os dois ultimos obtidos na natureza. Nitrato de aménio (Merck) foi utilizado
como iniciador de combustdo e NH4,OH (Merck) como solugdo absorvedora na
decomposicdo das amostras por MIC. Alcool etilico grau HPLC (J. T. Baker) foi
utilizado na lavagem dos suportes sélidos. Acido nitrico 65% (Merck) e detergente
Extran® neutro (Merck) foram utilizados para a descontaminacao e limpeza dos

materiais utilizados neste trabalho.
3.3 Descontaminagao das vidrarias
As vidrarias utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram

descontaminadas com agua e Extran. Em seguida, foram enxaguadas com agua

destilada e descontaminadas por imersdo em um banho de HNO3; 20% (v/v), por no
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minimo 24 h. Apés este periodo, foram lavadas com agua ultrapura e posteriormente
secas em estufa antes da sua utilizacdo, exceto os baldes 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 otimizagdo da VA-MSPD, por ser amplamente utilizada na
culinaria japonesa e de facil aquisigdo no mercado local. Com as condigbes
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 exatiddo do
método, foi realizada a determinagdo dos halogénios no material de referéncia
certificado (CRM) de folha de maca (NIST 1515) e folha de péssego (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 a mao, acondicionadas em recipientes de
polipropileno e submetidas a congelamento em ultrafreezer a temperatura de -80 °C
por 24 h. Apés serem retiradas do ultrafreezer, as amostras foram liofilizadas por 48
h e, para facilitar a préxima etapa (moagem), foram homogeneizadas com o auxilio
de um triturador de alimentos. Em seguida, as amostras foram moidas em moinho
com almofariz e pistilo motorizado e, em seguida, peneiradas com peneira de 0,841
mm (20 mesh) para a uniformidade da amostra. E importante salientar, que os
componentes do moinho foram descontaminados em banho de HNO3; 20% por 24 h
antes e depois da sua utilizacdo e entre os diferentes tipos de amostras utilizadas.
Posteriormente, as amostras foram identificadas e armazenadas em frascos de

polipropileno.
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3.4.2 Determinacao do teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas nas amostras foi baseada no método oficial
(AOAC 930.05, 2005) da Associagao Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) descrito
para plantas, a fim de caracterizar a amostra quanto a sua composigao inorganica.
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™,
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 equilibrio com o ambiente) e em seguida foram pesados até massa
constante. O teor de cinzas foi calculado em porcentagem através da relagdo entre a
massa inicial de amostra e a massa de cinzas obtida apés o procedimento, conforme

a equagao a Equacgao 1.
Teor de cinzas (%) = [E)xlﬂﬂ% Equacéo 1

Onde: m; e m, representam as massas de cinzas e de amostra, descontadas

da massa do cadinho, respectivamente.

3.4.3 Caracterizacao por Microscopia Eletrénica de Varredura

Para uma melhor compreensdo da morfologia das amostras e suportes
solidos em estudo, foram feitas analises por microscopia eletronica de varredura
(MEV). As anadlises foram realizadas em um microscopio eletrénico de varredura
(Jeol, modelo SM 6610 LV Scanning Electron Microscope) localizado no Centro de
Microscopia Eletrénica da Regiao Sul (CEME-Sul) da FURG.
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3.5 Decomposicao das amostras por MIC

Para a comparagao dos resultados, foi feita a determinagao de F, Cl, Br e |
por ICP-MS, apdés decomposicdo 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 hidraulica (presséo de 3 ton por 1 min).
Os comprimidos foram colocados sobre suportes de quartzo contendo um disco de
papel filtro embebido em 50 pL de NHsNO3 6 mol L™, Em seguida, os suportes de
quartzo foram inseridos em frascos de quartzo contendo 6 mL de NH,OH 100
mmol L™ (solugdo absorvedora), os quais foram fechados, inseridos em um rotor e
pressurizados com 20 bar de O,. O programa de irradiagdo consistiu em uma etapa
de 5 min com irradiacdo a uma poténcia de 1400 W e uma etapa de 20 min de
resfriamento (até 50 °C), sem irradiacdo. Apés a MIC, os digeridos foram recolhidos

em frascos de polipropileno e avolumados a 15 mL com agua ultrapura.
3.6 Determinacao de halogénios por ICP-MS e ISE

Para a determinagdo de CI, Br e |, foi utilizada a técnica de ICP-MS,
empregando um espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado
(Perkin Elmer, modelo Elan DRC II) equipado com um nebulizador concéntrico,
camera de nebulizagcdo ciclénica e tocha de quartzo. Na Tabela 3, estdo

apresentadas as condi¢cdes operacionais do ICP-MS.

Tabela 3. Parametros operacionais para a determinag¢ao de ClI, Br e | por ICP-MS.

Parametro ICP-MS
Poténcia do gerador de RF (W) 1400
Vazao de Ar: principal (L min™") 15
auxiliar (L min™") 1,2
nebulizacdo (L min™) 1,11
Elemento monitorado ol

°Br
127|
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A determinacgéo de F foi feita em um potencidémetro digital (Metrohm, modelo
781 pH/lon Meter) equipado com um eletrodo de ion seletivo (ISE) para fluoreto
(Metrohm). As determinacdes de ClI, Br e | por ICP-MS e F por ISE foram realizadas
no Laboratério de Anadlises Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.7 Extracao dos halogénios empregando a VA-MSPD

O método de extragcdo empregando a VA-MSPD consistiu na pesagem da
amostra (entre 0,1 e 1,0 g) e do suporte solido (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
auxilio de espatula, para tubos de polipropileno (PP) de 15 mL, onde foram
adicionados 10 mL de (NH4),CO3 50 mmol L™ como solugdo extratora. O volume
desta solugao foi dividido em duas partes: /) 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 superficie, realizando a transferéncia quantitativa da mistura para o tubo de
PP de 15 mL. A mistura resultante (amostra, suporte sélido e solugcado extratora) foi
agitada/homogeneizada em vértex por 1 min e centrifugada por 5 min a 8000 rpm.
ApoOs estas etapas, o sobrenadante foi retirado com auxilio 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 um, transferido para frascos de
amostragem e introduzido no equipamento de IC. Na Figura 7, estdo representadas

as etapas envolvidas na extragao por VA-MSPD.
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Figura 7. Esquema das etapas envolvidas na extragdo por VA-MSPD.

AMOSTRADEALGA SUPORTE SOLIDO
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ADICAO DIRETANA ADICAO NO ALMOFARIZ
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| (5 mL) |' '| (5 mL) |

\ Agitac&o por 1 min e centrifugacéo por 8000 rpm por 5 min |

|

Sobrenadante

FILTRACAO

DETERMINAGAOPORIC

3.8 Avaliagao dos principais parametros da VA-MSPD

A fim de obter a melhor eficiéncia na VA-MSPD para os analitos em estudo,
foram avaliados alguns dos principais parametros, os quais incluem o tipo de suporte
solido e solugdo extratora, massa de amostra, massa de suporte sélido e tempo de

maceracgao na extracdo dos halogénios.

3.8.1 Avaliacao do tipo de suporte sdlido

Para a extragao dos halogénios foram avaliados 5 suportes sélidos, incluindo
os suportes sélidos verdes, obtidos de fontes renovaveis, como a concha de
mexilhao e areia. A concha de mexilhao foi obtida a partir da moagem e secagem de

conchas de mexilhdo coletadas no Canal Sao Gongalo 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 S&o José do Norte - RS (SANTOS et al., 2019). Além dos
suportes solidos naturais, também foram avaliados suportes solidos comerciais
comumente utilizados na MSPD, como a terra diatomacea, florisil e alumina. Vale
ressaltar ainda, que também foi avaliada e extragcdo sem a presenga de suporte

solido.

3.8.2 Avaliacao do tipo de solugao extratora

Visando selecionar a solugao extratora mais eficiente para a extragao de F,
Cl, Br e | na VA-MSPD, foram avaliadas agua, solugcédo contendo carbonato de sodio
3,2 mmol L™ e bicabornato de sédio 1,0 mmol L™, carbonato de amonio 50 mmol L™
e hidroxido de tetrametilaménio (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 condi¢gdes que proporcionaram maiores valores de
recuperacao e melhor resolugdo dos picos cromatograficos na separagao dos

halogénios, até o momento.

3.8.3 Avaliacdo da massa de suporte sdlido

Apos a definicao do tipo de suporte sélido e solugcdo extratora, foi avaliada a
massa de suporte sélido. 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

utilizagdo do suporte sdlido.

3.8.4 Avaliacao do tempo de maceragao

Devido a complexidade da estrutura das algas, os halogénios podem
permanecer fortemente ligados a matriz e apresentar baixa eficiéncia de extragao. A
maceracgao na presenca do suporte solido quebra a estrutura da matriz e aumenta a

superficie de contato, o que facilta a extracdo. Assim, foram realizados
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experimentos utilizando 1, 3 e 5 min de tempo de maceracao. Além disso, também

foi avaliada a extracdo sem maceracao.

3.8.5 Avaliacdo 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 medigdes foram feitas em
triplicata e a massa de amostra escolhida foi a que apresentou maiores
recuperacoes. Além disso, estes experimentos também foram utilizados para avaliar

a robustez do método.
3.9 Descontaminagao dos suportes sélidos

Durante a avaliagao do tipo de suporte solido na VA-MSPD, foram avaliados
procedimentos de descontaminacdo a fim de reduzir os valores dos brancos
analiticos, onde foi avaliado o uso de agua ultrapura, alcool etilico 20% e (NH4)2CO3
50 mmol L', conforme o procedimento: pesou-se 10 g de suporte sélido em tubos de
polipropileno de 50 mL e adicionou-se 20 mL de agua ultrapura. Em seguida, agitou-
se em vortex 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 ym e analisado por IC. Repetiu-se o mesmo procedimento de
limpeza com alcool etilico 20% e (NH4),COs; 50 mmol L. O suporte sélido foi

colocado em placa de Petri e seco em estufa durante 24 h em temperatura de 50 °C.
3.10 Determinagao de halogénios por IC

Apos passar pelo procedimento de extragdao, as amostras foram analisadas
por IC seguindo os parametros instrumentais recomendados pelo fabricante para a
determinacao de anions. As condi¢cdes operacionais estao apresentadas na Tabela 4
e foram ajustadas antes da determinagdo. Outros pardmetros envolvendo a

separagao dos halogénios, como o tempo de separagdo e a concentragado da fase
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movel foram otimizados a fim de obter a melhor separagdo cromatografica com o

menor tempo de analise.

Tabela 4. Condigbes instrumentais utilizadas para a determinagéo de F, Cl, Br e | por IC.

Parametro Descricao

@ Coluna 1 @ Metrosep A Supp 5 - 150

® Coluna 2 ® Metrosep A Supp 5 — 250

2 Pré-coluna @ Metrosep A Supp 4/5 Guard columm

Eluente Na,CO; 3,6 mmol L' e
NaHCO; 3,4 mmol L™

Vazdo do sistema 0,7 mL min

Volume de injegao 20 pL

Pressao do sistema 12 a 13 MPa

Detector 850 Professional - IC Detector

Amostrador automatico 881 Compact autosampler

& Utilizada nos experimentos de otimizacdo da separagao cromatografica e nos experimentos iniciais
de otimizacdo da MSPD (tipo de suporte sdlido e tipo de solugéo extratora).
b Utilizada nos ultimos experimentos de otimizacdo da MSPD (massa de suporte sélido, tempo de

maceragao e massa de amostra) e para a validagdo do método.

3.11 Otimizacao da separagao cromatografica

Para otimizar a separacao de F, Cl, Br e | por IC, a avaliacido da separacao
cromatografica foi realizada com solucdes de referéncia injetadas separadamente no
cromatégrafo, bem como uma mistura dos halogénios. Para a identificagdo dos
tempos de retencéo, foram preparadas solu¢gdées nas concentragdes de 1,0 e 5,0 mg
L™ a partir da dissolugdo dos sais dos analitos em (NH4),COs 50 mmol L. Além
disso, também foram adicionadas concentracdes conhecidas das solugcbes de
referéncia no extrato da VA-MSPD para verificar o comportamento dos halogénios
na presenga da matriz. Para identificar os tempos de retengéo, foi observado o
acréscimo de sinal analitico com a concentracdo. E importante salientar que na

Tabela 4, estdo apresentadas duas colunas cromatograficas com tamanhos
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diferentes (150 e 250 mm). A coluna de 150 mm foi utilizada durante a otimizagao da
VA-MSPD. Em fungao do desgaste da coluna de 150 mm, foi utilizada uma segunda
coluna de 250 mm durante os experimentos finais da otimizagdo da MSPD e durante
a etapa de validacdo do método.

A fase mével empregada na cromatografia por troca aniénica € uma solugao
com propriedades tamponantes, escolhida de acordo com a compatibilidade com o
trocador idnico. Neste trabalho, foram avaliadas as solugbes tampao da fase moével
nas contracdes de Na,CO3 1,8 mmol L™ e NaHCO; 1,7 mmol L™"; Na,CO3 2,7 mmol
L' e NaHCO3 2,55 mmol L™"; Na,CO3 3,2 mmol L' e NaHCO3 1,0 mmol L™ e Na,CO3
3,6 mmol L' e NaHCO5 3,4 mmol L. As solucdes da fase movel foram preparadas
diariamente em um baldo volumétrico de 1 L a partir da dissolugdo dos respectivos
sais em agua ultrapura e desgaseificadas por 24 min em banho ultrassénico. Os
valores de pH das solugdes tampao da fase movel foram determinados em pHmetro

digital.
3.12 Analise estatistica

Todos os tratamentos de dados referentes a avaliagcdo dos parametros da
MSPD e durante a validagdo do método foram realizados com o auxilio do programa
Microsoft Excel 2010. Alguns dos tratamentos estatisticos foram realizados com
auxilio do programa InStat, GraphPad versao 3.10. Durante a otimizagdo da VA-
MSPD e na comparacgao dos resultados obtidos na validagao do método, foi utilizado
o teste t-student para a comparacgao entre duas médias considerando um nivel de
significancia de 95%. Para a comparagao entre trés ou mais médias, foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), optando-se pelo teste de multiplas comparagdes de
Tukey-Kramer, com nivel de confiangca de 95%. Além disso, também foi utilizado o

teste Z para eliminagao de outliers.
3.13 Validagao do método

A validacido analitica € a avaliacdo sistematica de um método por meio de

ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que
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os requisitos especificos para seu uso pretendido sejam atendidos. A validagao deve
ser realizada a fim de garantir que as caracteristicas de desempenho do método
sejam atendidas e demonstrar que estas caracteristicas estejam coerentes sob as
condigdes nas quais este sera aplicado (ANVISA, 2017). Assim, as caracteristicas
de desempenho avaliadas foram linearidade, efeito de matriz, limite de deteccéo

(LOD), limite de quantificacao (LOQ), exatidao, precisédo e robustez.

3.13.1 Limites de deteccao e quantificacao

O LOD de um procedimento analitico corresponde a menor concentracdo do
analito presente na amostra que pode ser detectada, mas n&o necessariamente
quantificada sob as condicbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017;
INMETRO, 2018). Quando sao realizadas medicdes em amostras com baixos niveis
do analito é importante saber qual o menor valor de concentracdo 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 precisao e
exatiddo aceitaveis sob as condigbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017;
INMETRO, 2018).

O LOD e o LOQ foram estimados a partir dos paradmetros da curva de
calibracdo, considerando a estimativa do sinal analitico a partir da equacédo de
regressao, a qual apresenta um erro padrao e o produto deste erro pelo valor
apropriado do parametro t da distribuicado de Student permite calcular o intervalo de
confianga da curva de calibragdo. O método de estimativa do LOD e LOQ baseado
em parametros da curva de calibracdo apresenta maior confiabilidade estatistica,
pois leva em consideracao o intervalo de confianga da regressao, além de ser um
método robusto. O LOD e o LOQ neste caso é definido como a concentragao
minima de um composto que pode ser detectado e quantificado, respectivamente,
com 99% ou 95% de intervalo de confianga (RIBEIRO e FERREIRA, 2008).
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3.13.2 Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico € a sua capacidade (dentro de
uma dada faixa) em obter respostas as quais sdo diretamente proporcionais a
concentracédo do analito na amostra. Deve-se avaliar a relagao linear em toda a faixa
estabelecida para o método, o intervalo entre a menor e a maior concentragdo do
analito na amostra para o qual se demonstrou que o procedimento analitico tem um
nivel aceitavel de precisao, exatidao e linearidade (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018).

A linearidade do método foi avaliada através de uma curva de calibragao
externa (preparada em (NH4)>CO3 50 mmol L) e uma curva de adigdo de padro,
na qual foram adicionadas concentragdes conhecidas das solugdes de referéncia em
amostras de alga do tipo Nori (Porphyra spp.), antes da extragdo. Em ambas as
curvas, as faixas de concentragdo avaliadas foram de 0,1 a 5,0 mg L™ para F, de 1,0
a 100,0 mg L™ para Cl e de 0,1 a 10,0 mg L™ para Br e |. A partir destas curvas, foi
avaliada a correlagéo linear através das equagdes de regressdo e 0S seus

respectivos coeficientes de determinagao (R?).

3.13.3 Efeito de matriz

O efeito de matriz é caracterizado como o efeito dos componentes da matriz
na resposta analitica, o qual ocorre especialmente em matrizes complexas. O estudo
da influéncia do efeito de matriz ocorre por meio da comparagao entre os
coeficientes angulares das curvas de calibragdo construidas com solugdes de
referéncia preparadas no solvente apropriado e no extrato da amostra (ANVISA,
2017; INMETRO, 2018). Esta influéncia pode ser observada com o aumento ou
diminui¢ao da resposta do detector, em comparagao com a resposta produzida pelas
solugdes (SANTE, 2017). A auséncia de interferentes na matriz é indicada pelo
paralelismo aproximado das curvas de regressdo linear e avaliagdo estatistica
adequada. Caso exista diferenga entre as inclinagcdes das duas curvas, é observado
efeito de matriz e a curva de calibragdo deve ser preparada na matriz (ANVISA,
2017; INMETRO, 2018).
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Desta maneira, as mesmas curvas de calibragcdo que foram utilizadas na
avaliacao da linearidade, também foram utilizadas na avaliacdo do efeito de matriz, o
qual foi determinado pela comparagcdo entre o0s coeficientes angulares
(sensibilidade) das curvas de calibracdo preparadas na matriz e no solvente,

conforme a Equacéo 2.
Em ~
EM(%) = 100 x(l - E) Equacéo 2

Onde: EM(%) representa o efeito de matriz, em porcentagem; S, e Ss
representam os coeficientes angulares das curvas de calibracdo por adigdo de
padrdo (preparada na matriz) e por calibragdo externa (preparada em solugdo de
NH4CO3 50 mmol L), 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 Exatidao e precisao

A exatiddo de um método analitico deve ser avaliada por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um
valor aceito como verdadeiro (ANVISA, 2017). Para a determinacdo da exatidao,
considera-se a abordagem mais adequada de acordo com o método analitico e a
disponibilidade de materiais, podendo ser avaliada através do uso de CRM, ensaios
de recuperagao, comparacgao entre técnicas distintas e comparagdo com metodos de
referéncia/oficiais.

A exatiddo do método proposto foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacgao, aplicagdo do método proposto em CRMs de folhas de maga (NIST
1515) e folhas de péssego (NIST 1547), além da comparagao dos resultados obtidos
pelo método proposto com os obtidos por ICP-MS apds decomposi¢cao das amostras
por MIC. Todas as determinagdes foram realizadas em ftriplicata e avaliadas de
acordo com as concordancias entre os valores obtidos pelo método proposto com os

valores certificados pelos CRMs e com o método de referéncia (MIC/ICP-MS).
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A precisdo expressa a concordancia entre os resultados obtidos por meio de
ensaios independentes executados sob as mesmas condigbes, conforme o método
analitico (ANVISA, 2017). As trés maneiras mais comuns de expressa-la sao por
meio da repetibilidade, precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo
usualmente demonstrada pela dispersédo dos resultados, calculando-se o desvio
padrao relativo (RSD) da série de medi¢des (ANVISA, 2017; INMETRO, 2018). A
precisdo do método proposto foi avaliada pela repetibilidade, utilizando como critério
o desvio padrao relativo (RSD) entre as medigdes.

3.13.5 Robustez

A robustez € um parametro que indica a capacidade do método em nao ser
afetado por pequenas e deliberadas variagdes das condi¢gées analiticas (ANVISA,
2017). A robustez fornece uma indicagdo da confianga do método durante uma
aplicacdo rotineira, sendo um procedimento opcional dentro dos estudos de
validagdo, muitas vezes estando mais associado a estudos de otimizagao
(INMETRO, 2018).

A robustez do método foi avaliada através da utilizacdo de diferentes valores
de massa de amostra (0,1 e 0,25 g), observando o efeito desta variavel através de
ensaios de recuperacdo. Convém salientar ainda, que quanto mais robusto for um

método, maior é a confianga com relagao a sua precisao (INMETRO, 2018).

3.14 Tratamento de residuos

Os residuos gerados durante o desenvolvimento desse trabalho foram
armazenados em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas
pela Comissdo de Residuos da FURG, sendo posteriormente guardados em local
adequado para posterior recolhimento pela Instituicdo e envio a uma empresa

contratada com o objetivo de realizar o seu tratamento.
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4.APRESENTAGAO E DISCUSSAO 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 eliminacao total de agua. Com o objetivo de garantir
a homogeneidade das amostras, foi realizado um teste inicial em que uma pequena
por¢cado da amostra foi triturada em processador de alimentos e macerada com gral e
pistilo, porém a maceragao nao foi eficiente, e a amostra permaneceu heterogénea.
Portanto, as amostras foram moidas em almofariz e pistilo motorizado e, em
seguida, peneiradas. O aspecto fisico das amostras trituradas e moidas, apos terem

sido submetidas a liofilizacdo pode ser observado na Figura 8.

Figura 8. Amostras de alga trituradas (a) e ap6s moagem e peneiramento (b).

a b

4.2 Determinagao do teor de cinzas

A fim de obter informagdes acerca da composigdo inorganica das amostras,
foram determinados os teores de cinzas presentes nas diferentes espécies de algas.

Na Tabela 5, estdo mostrados os resultados obtidos neste trabalho em comparagao
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com os valores reportados na literatura para as mesmas espécies de algas

estudadas.

Tabela 5. Determinagao do teor de cinzas (%) em amostras de algas e a comparagéo com trabalhos

da literatura.

RIOUX; ;
A o Neste RUPEREZ,  BEAULIEU: fAAA'\C':ﬂX%ZC;
gas (espécie) trabalho 2002 TURGEON,
et al., 2004
2017

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 diferenga deve-se a composi¢cao quimica das algas marinhas que
pode variar de acordo com as espécies, maturidade, habitat e condicbes ambientais
(TABOADA; MILLAN; MIGUEZ, 2013).

A espécie de alga Undaria pinnatifida apresentou o maior teor de cinzas
(27,6%), (9,3%).

Considerando que a espécie Porphyra spp., € uma microalga conhecida

enquanto que a espécie Porphyra spp., 0 menor valor
popularmente como Nori e as demais espécies apresentadas, sdo macroalgas, esta
diferengca pode ser explicada pelo fato da composi¢cdo elementar inorganica de
microalgas (excluindo diatomaceas) geralmente ser muito inferior comparado as
macroalgas (TIBBETTS; MILLEY; LALL, 2015). Outro fato que pode justificar os
resultados apresentados, é que a Porphyra spp., € uma espécie de alga vermelha,
enquanto que as espécies Undaria pinnatifida, Laminaria ochroleuca e Hizikia
fusiforme s&o algas marrons, as quais sao mais abundantes em cinzas.

Esses resultados estdo de acordo com os reportados na literatura e foram
semelhantes aos obtidos por SANCHEZ-MACHADO et al. (2004), os quais
determinaram o teor de cinzas em algas da espécie Porphyra spp. (19,1%), Undaria
RIOUX; BEAULIEU e

TURGEON (2017) compararam a composi¢cao de diferentes espécies de algas

pinnatifida (31,2%) e Laminaria ochroleuca (29,5%).
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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 possivel observar na Tabela 5,
que no trabalho de RUPEREZ (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 sdo uma boa fonte

de minerais.
4.3 Caracterizagao por microscopia eletronica de varredura

A caracterizagao por MEV foi utilizada para obter informacées acerca da
morfologia das amostras e dos suportes solidos utilizados neste estudo. As imagens
destes materiais foram geradas com ampliagdo do microscopio 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 solidos areia (E), alumina (F), concha de mexilhdo (G), florisil (H) e terra

diatoméacea (I).
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Através das imagens obtidas pelas analises por MEV, pode-se observar que
as amostras apresentaram formas irregulares com superficie rugosa e variabilidade
de tamanho. Todos os suportes solidos apresentam particulas de caracteristica
heterogénea e formas irregulares. A areia, a concha de mexilhdo e o florisil
apresentaram particulas com superficies mais polidas e menos porosas. Ja a
alumina e a terra diatomacea apresentaram particulas com superficies mais porosas,
com uma elevada superficie de contato. As particulas de terra diatomacea
apresentam um formato peculiar por ser uma rocha sedimentar biogénica formada a
partir da deposigdo dos restos microscopicos das carapacgas de algas diatomaceas
(CPRM, 2020). O florisil, dentre os materiais testados foi 0 que apresentou particulas

mais pontiagudas.

4.4 Otimizagao da separagao cromatografica

A fase movel usualmente empregada na cromatografia de ions € uma solugao
com propriedades tamponantes, escolhida de acordo com a compatibilidade com o
trocador ibnico, selecionado conforme os analitos que se pretende determinar.
Geralmente, para a determinagao de halogénios por cromatografia de ions, utiliza-se
como fase movel uma solugdo com Na,COs 3,2 mmol L' e NaHCO3 1,0 mmol L™,
(CAUDURGO et al., 2019; MESKO et al., 2020), a qual foi avaliada inicialmente.

Para avaliar a condicao ideal de fase mével para a separagao dos halogénios,
foi feita a sobreposigdo dos cromatogramas de uma solugdo aquosa contendo 20 mg
L™ dos halogénios e dos extratos oriundos da VA-MSPD (com e sem a adigéo de 20
mg L dos halogénios). As condigdes da VA-MSPD foram fixadas utilizando 0,25 g
de amostra de alga Nori e 1,0 g de terra diatomacea como suporte solido. Esta
condicdo da VA-MSPD foi utilizada inicialmente por apresentar boa recuperacao dos
analitos em experimentos preliminares. Na Figura 10, estdo apresentados os

cromatogramas utilizando a condicdo de fase movel recomendada pelo fabricante.
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Figura 10. Otimizacdo da separagédo de F, Cl, Br e | por IC utilizando a fase mével Na,CO; 3,2
mmol L' e NaHCO; 1,0 mmol L™. Condigdes: 0,25 g de amostra; 1,0 g de terra
diatomacea (suporte sélido); 5 min de maceragéo; 10 mL de (NH;),CO3z; 50 mmol L™ 1
min de agitagdo em vortex. Coluna cromatografica: Metrosep A Supp 5 — 150.
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Na condi¢cdo de fase movel representada pela Figura 10, observa-se que a
separagao cromatografica para os halogénios nao foi completa para F, Cl e |, pois na
comparagdo dos cromatogramas, ambos apresentaram picos cromatograficos
adjacentes aos sinais dos analitos, comprometendo a seletividade. Por outro lado,
este problema nao foi verificado para o Br. Apesar de alguns anions eluirem com
tempos de retencdo proximos aos dos analitos, com ajustes da forga ibnica do
eluente ou do seu pH, é possivel otimizar a separagdo cromatografica. Assim, foram
avaliadas outras propor¢des entre Na,CO3 e NaHCOj3; nas solugdes tampao da fase
movel. Cabe destacar, que para estes experimentos e para os demais experimentos
realizados durante a otimizacdo da VA-MSPD, foi utilizada uma coluna
cromatografica modelo Metrosep A Supp 5 - 150, com 150 mm de comprimento, 4,0
mm de diametro interno e 5 ym de didmetro de particula. Posteriormente, foram
avaliadas as proporcdes: Na,CO3 1,8 mmol L' e NaHCO3 1,7 mmol L™; Na,C05 2,7
mmol L™" e NaHCO3 2,55 mmol L™'; e Na,CO3 3,6 mmol L' e NaHCO3 3,4 mmol L™,

como mostrado na Figura 11.
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Figura 11. Otimizag&o da separagao de F, Cl, Br e | por IC utilizando eluentes contendo Na,CO; 1,8
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Na,CO; 3,6 mmol L' e NaHCO; 3,4 mmol L (C). Condicdes: 0,25 g de amostra; 1,0 g de
terra diatomacea como suporte sélido; 5 min de maceragédo; 10 mL de (NH,4),CO3;, 50

mmol L e 1 min de agitagdo em vortex. Coluna cromatografica: Metrosep A Supp 5 - 150.
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De acordo com a analise dos cromatogramas da Figura 11, representando as
propor¢cdes de fase movel Na,CO3; 1,8 mmol L' e NaHCO3; 1,7 mmol L' e Na,CO;
2,7 mmol L™ e NaHCO3; 2,55 mmol L™ com forca idnica 0,0071 e 0,01065 mol L™,
respectivamente, foi possivel observar baixa seletividade para todos os halogénios,
indicando baixa eficiéncia na separagao cromatografica. No entanto, a analise do
cromatograma evidencia uma melhora na separagao dos picos para a condigao de
fase mével utilizando Na,CO3 3,6 mmol L™ e NaHCO3 3,4 mmol L™ (forga idnica de
0,0142 mol L'1). Observou-se que a variagao da concentracdo de Na,CO3; e NaHCO;
e, consequentemente, o aumento da forga ibnica do eluente, influenciou na
seletividade dos picos cromatograficos, principalmente para Br e |. Além disso, o
aumento da forgca ibnica da fase movel proporcionou menor interacdo dos
halogénios com a fase estacionaria, diminuindo os tempos de retencdo e,
consequentemente o tempo de analise. Portanto, a fase mével contendo Na,CO3 3,6

mmol L' e NaHCOs; 3,4 mmol L™ foi escolhida para os experimentos posteriores.

4.5 Avaliagao dos principais parametros da VA-MSPD
4.5.1 Avaliacao do tipo de suporte sdlido

A natureza do suporte sélido € um parametro importante que afeta a eficiéncia
da extragdo no desenvolvimento da MSPD (PENG et al., 2016). Durante o
procedimento de mistura, o suporte sélido é utilizado ndo apenas para a adsorgao e
rompimento da estrutura fisica da matriz visando a separacdo dos analitos, mas
também para a dispersdo da amostra (CAO et al., 2016).

Neste trabalho, foram avaliados cinco suportes sélidos com diferentes
propriedades fisicas e quimicas. 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 solido na extragdo por VA-MSPD, a
maceracao da amostra foi realizada com e sem a presenca dos suportes sélidos. Os
suportes solidos selecionados foram alumina, florisii e terra diatomacea,

tradicionalmente utilizados na MSPD, assim como a areia e concha de mexilhdo
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como suportes soélidos verdes. Na Figura 12, estdo apresentados os resultados
obtidos em funcéo da intensidade de sinal relativo (ISR) dos halogénios para cada

suporte solido avaliado.

Figura 12. Avaliagdo do tipo de suporte sélido representada pela intensidade de sinal relativo (ISR)
(%) (n=3). As barras de erro representam o RSD (%). Condi¢des: 0,25 g de amostra (com
adicédo de 100 pg g'1 dos halogénios); 5 min de maceragéao; 1,0 g de suporte sélido; 10 mL
de (NH4),CO; 50 mmol L" e 1 min de agitacdo em vortex. Coluna cromatografica:
Metrosep A Supp 5 - 150.
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Os resultados demonstram a intensidade de sinal (area integrada de cada
pico cromatografico) relativa a maior area obtida, para cada tipo de suporte sélido,
em porcentagem. Comparando a areia e a concha de mexilhdo (suportes solidos
verdes), € possivel perceber que a areia apresentou melhores resultados com ISR
na faixa de 82 a 91%. Ja a concha de mexilhdo esteve entre 53 e 96%, com baixa
eficiéncia especialmente na extracdo de Br (53%) e | (60%). Em relagdo aos
suportes solidos tradicionais, 0 mesmo pode ser observado para a alumina que
esteve entre 60 e 89%, apresentando valores inferiores também para Br e | (ambos
com 60%). No entanto, no experimento realizado sem a utilizagdo do suporte sélido

foram obtidos valores de ISR entre 76 e 100%, valores semelhantes aos obtidos
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com a terra diatomacea (entre 66 e 92%). Os bons resultados verificados para a
maioria dos halogénios, sem o0 uso de suporte solido pode estar associado a
composic¢ao inorganica da alga Nori, verificada através da determinagao do teor de
cinzas (9,3%). A presenca de minerais na forma de 6xidos pode auxiliar no processo
de maceragao e extracdo na VA-MSPD, mesmo sem a presenga de suporte sélido.
Embora tenham sido observados valores promissores de ISR para a maioria dos
halogénios, os resultados para | evidenciam uma eficiéncia de extragéo inferior a
areia e florisil (entre 96 e 100%), mostrando o efeito do suporte solido durante a
maceracgao para este elemento. Na comparagao entre a ISR do | entre a condigao
onde nao foi utilizado suporte sélido com a condigao onde foi utilizado florisil, houve
diferenga significativa (p < 0,05) entre os resultados. As maiores eficiéncias de
extragao foram obtidas para florisil e areia. Embora os valores de ISR tenham sido
superiores para florisil, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) na comparagao
com a areia.

A areia utilizada neste trabalho ja tem sido empregada em outros trabalhos
que estudaram a MSPD para a extracdo 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 difragdo de raios-X (DRX) e através da determinagdo dos principais
elementos por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES). A areia, que foi coletada na praia de Bojuru, no municipio de
Sao José do Norte-RS, apresentou na sua composicao, principalmente os elementos
Al, Ca, Fe, Mn, Na, Mg, Ti e V, apos determinacéo por ICP OES, estando presente
em altas concentragdes os elementos Ti (11,4%) e Fe (11,3%). Adicionalmente,
através da técnica de EDS, os autores identificaram, além da presenca dos
elementos ja mencionados, o elemento Si e através da técnica de DRX, a presenca
de CaO, TiO, e Fe,03. A presenca destes elementos, principalmente na forma de
oxidos, conferem a areia a sua propriedade abrasiva proporcionando uma ruptura
mais eficiente da amostra, rompendo sua estrutura em partes menores,
homogéneas e dispersas no suporte soélido. A eficiéncia na extracdo pode ocorrer,
provavelmente, pela combinacdo de dois fatores: ruptura eficiente da amostra e

interacoes entre o suporte solido e a matriz, especialmente para o |, visto que o
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efeito do suporte solido foi observado para este elemento quando o material nao foi
usado durante a maceragdo. Como a areia e o florisil foram os materiais que
forneceram os melhores resultados, para estes foi avaliado um processo de
descontaminacao, a fim de reduzir o valor dos brancos analiticos visando a posterior

quantificacdo dos halogénios.

4.5.1.1 Descontaminacao dos suportes solidos

Para a determinagdo de halogénios por IC, apds extracdo por VA-MSPD
empregando suportes sélidos verdes, faz-se necessario a descontaminagdo dos
suportes para diminuir o sinal analitico dos brancos e também de possiveis ions que
podem estar presentes em concentragdes elevadas e que possam vir a interferir na
etapa de determinacdo. A descontaminacédo dos suportes sélidos foi realizada apés
verificar a presencga de alguns halogénios nos brancos analiticos, especialmente Cl,
além de outros ions desconhecidos que poderiam ser interferentes. E importante
salientar, que a contaminagao dos brancos nao afetou a comparacao entre os tipos
de suporte sélido no experimento anterior, pois os valores dos brancos obtidos para
cada suporte sélido foram descontados. Como solucdes de limpeza foram utilizadas:
agua ultrapura, alcool etilico 20% e (NH4),COs; 50 mmol L' separadamente,
conforme descrito anteriormente. Para cada solugcédo de limpeza foram realizadas 5
limpezas sucessivas. Os sobrenadantes foram analisados por IC e a concentragao
de Cl determinada, de acordo com a Figura 13.

E possivel observar que a concentracdo de Cl diminuiu durante a limpeza
para ambos os suportes solidos. No entanto, os melhores resultados foram
observados para a limpeza da areia com a solugdo de carbonato de amdnio, visto
que com trés limpezas foi possivel observar a diminuigdo significativa da
concentracao de Cl. Para o florisil, também houve diminui¢do da concentracao de Cl,
porém menor que para a areia e apenas na quarta limpeza foi possivel obter uma
concentracdo constante. Para todas as limpezas, o carbonato foi o solvente mais
eficiente, promovendo a reducdo da concentracdo de Cl e diminuindo

consideravelmente os brancos analiticos.
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Figura 13. Estudo da concentragdo de Cl apés 5 limpezas para florisil (A) e areia (B) com agua
ultrapura (m); (NH4),CO3; 50 mmol L (m) e alcool etilico 20% (o). Condi¢des: 10 g de
florisil (A); 10 g de areia (B); 20 mL de agua ultrapura; (NH,)>,CO3, 20 mL de 50 mmol L™
20 mL de alcool etilico 20%; 3 min de agitagdo em vortex e centrifugagdo por 5 min a

6000 rpm. Coluna cromatografica: Metrosep A Supp 5 - 150.
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados, foram feitas analises de
brancos com os suportes solidos descontaminados e com os suportes supostamente

contaminados, de acordo com a Figura 14.
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Figura 14.Cromatogramas para areia (A) e florisil (C), ambos antes da descontaminacédo e para a

areia (B) e florisil (D), apds a descontaminagao.
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Os cromatogramas representam os brancos para a areia e florisil, antes e
apds a descontaminagdo com as 5 limpezas sucessivas com carbonato de aménio
50 mmol L. A partir dos cromatogramas, foi possivel observar uma reducdo de
99.86% e 97.64% na area do Cl para areia e florisil respectivamente, assim como a
reducao de outros ions interferentes para os suportes sélidos descontaminados,
diminuindo o valor dos brancos para os experimentos posteriores. Apds a
descontaminacao dos suportes sélidos, foi feito um ensaio de recuperacdo para
comparar a areia e o florisil, conforme a Figura 15.

Um aspecto observado a partir dos ensaios de recuperacdo foi a baixa
recuperacao obtida para o F. Sabe-se que a maioria dos suportes sélidos
empregados neste trabalho sao constituidos a base de éxidos e no caso do florisil, 0
SiO, é predominante na sua composi¢dao. O ion fluoreto € um poderoso anion
complexante capaz de formar fluoretos estaveis e fluorocomplexos com muitos
elementos, especialmente elementos que formam oéxidos refratarios como Si, Sn, Ti,

Zr, Hf, Nb e Ta (KRUG, 2008). Outro aspecto interessante, € que a areia de Bojuru
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possui TiO, como um dos seus principais componentes (SALCEDO, et al., 2020).
Portanto, as baixas recuperagbes de F obtidas nestas condi¢gbes, podem estar
associadas com uma possivel interagdo entre o halogénio e a superficie da areia e
florisil, dificultando a extrac&o para a solugao de NH4(CO3)s.

Ao realizar o teste comparativo de significancia estatistica, ndo houve
diferenga significativa para os valores de recuperagéo para a areia e o florisil para
nenhum dos halogénios. Como o objetivo do trabalho é o desenvolvimento e
validacdo de um método empregando a VA-MSPD para a extragcdo de halogénios,
que seja eficiente, simples, rapido, de baixo custo e que atenda os principios da
Quimica Analitica Verde, a areia foi selecionada como suporte sélido para os

experimentos posteriores.

Figura 15. Recuperagbes dos halogénios utilizando areia e florisil como suporte sélido (n=3). As
barras de erros representam o RSD(%). Condi¢des: 0,25 g de amostra (com adigédo de
2000 ug g'1 dos halogénios); 5 min de maceracdo; 1,0 g de suporte sélido; 10 mL de
(NH4)2CO3; 50 mmol L™ e 1 min de agitagdo em voértex. Coluna cromatografica: Metrosep
A Supp 5 - 150.
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Em outros trabalhos, a areia tem sido avaliada como suporte sélido na MSPD,
como no trabalho de Santos et al. (2019), os quais utilizaram a areia do mar como

suporte solido alternativo para extrair pesticidas de frutas e vegetais para posterior
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determinacao por GC-MS e LC-MS/MS. Dawidowicz e Rado (2010) avaliaram a
substituicdo do C18 pela areia para a extragdo de 6leo essencial a partir de hortela,
salvia, camomila, manjerona, segurelha e orégaos para posterior determinagéo por
GC-MS e GC-FID. Os autores compararam os resultados com a extragdo com
liquido pressurizado (PLE) mostrando que a MSPD com areia é adequada para a
extragao de 6leos essenciais de ervas. Outra aplicagao da areia € a sua utilizagao
como suporte sélido na MSPD para a extragcao de espécies de As em frutos do mar
visando a determinagao por LC-ICP-MS (MOREDA-PINERO et al., 2008).

4.5.2 Avaliagao do tipo de solugao extratora

As solugbes extratoras avaliadas foram agua, solugdo de Na,CO; 3,2
mmol L' e NaHCO3 1,0 mmol L™, carbonato de aménio 50 mmol L' e TMAH 50%
(m/v), de acordo com a Figura 16.

Figura 16. Recuperagdes dos halogénios utilizando como solugdo extratora agua ( m ); Na,CO; 3,2
mmol L™ e NaHCO;3 1,0 mmol L™ ( = ) e (NH,),CO; 50 mmol L™ ( = ). As barras de erros
representam o RSD(%) (n = 3). Condig¢des: 0,25 g de amostra (com adigdo de 2000 ug g'1
dos halogénios); 1,0 g de areia; 5 min de maceragao; 10 mL de solugéo extratora e 1 min de

agitacdo em vortex. Coluna cromatografica: Metrosep A Supp 5 - 150.
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A natureza da solugao extratora € um dos principais parametros da MSPD,
pois é fundamental que a solugdo tenha maior afinidade pelos analitos, do que a
afinidade existente entre os analitos e o conjunto matriz e suporte soélido. Embora
alguns trabalhos reportem o uso do TMAH como solugdo empregada na extragao
assistida por micro-ondas (MAE) de Br e | em algas (ROMARIS-HORTAS et al.,
2011), e a sua utilizagdo como solugcdo extratora de halogénios utilizando
aquecimento convencional (MESKO et al.,, 2010), no presente trabalho o extrato
apresentou uma coloragdo escura intensa, mesmo com a filtragdo. Portanto, optou-
se por ndo analisar extrato por IC a fim de garantir a integridade do instrumento.

Para as demais solugdes avaliadas, observou-se que a influéncia da solugao
de (NH4),CO; é significativa principalmente para o F (70%). As recuperagdes
utilizando (NH4).CO3 estiveram entre 70 e 117%. Na avaliacdo da agua como
solugdo extratora, as recuperagdes estiveram na faixa de 52 a 134% e para o F
(52%), houve diferenca significativa (p < 0,05) em comparagdo com as demais
solugdes. A solugdo tampao de Na,CO; 3,2 mmol L' e NaHCO; 1,0 mmol L™ foi
avaliada por estar na mesma concentragdo da fase modvel recomendada pelo
fabricante. No entanto, a recuperacgéo variou de 53 a 93% e para o F (53%), houve
uma significativa diferenca (p < 0,05) na comparagao com a recuperacgao obtida com
a utilizacdo de (NH4),COs (70%). Portanto, a solucdo de (NH,4),CO3 50 mmol L™ foi
escolhida para os proximos experimentos. O caracter alcalino da solugdo aumenta a
capacidade de extragcao, como ja observado em alguns trabalhos da literatura para a
extracdo alcalina de halogénios, principalmente solucdes de TMAH (ROMARIS-
HORTAS et al., 2009; 2011; 2012). Da mesma forma, solu¢des absorvedoras de
NH4OH, (PICOLOTO et al., 2014), solucdo de Na,CO3; e NaHCO; (TAFLIK et al.,
2012), e (NH4)2.CO3; (COELHO JUNIOR et al., 2017) também tem sido utilizadas na
MIC. Mesko et al. (2014), determinaram Br e | por ICP-MS em alga marinha
comestivel empregando a MIC para a decomposigdo das amostras e a solugao de
(NH4)2CO3 foi utilizada como solugdo absorvedora. Também € possivel encontrar
procedimentos baseados no uso de agua (RONDAN et al., 2019), e solugdes
ligeiramente acidas (YANG et al., 2014; BADOCCO et al., 2016).
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4.5.3 Avaliagao da massa de suporte solido

Barker (2007) recomenda a razédo 1:4 como a ideal para o desenvolvimento
da MSPD. No entanto, ndo existe uma proporcao definida entre a quantidade de
amostra e quantidade de suporte sdlido, assim como também n&o ha definicdo para
o tempo de maceracédo. Esses fatores dependem do tipo de analito e da natureza da
matriz. A otimizacdo da massa de areia foi feita utilizando a alga Nori, 0,25 g de
massa de amostra, 5 min de maceracio e a massa de areia foi avaliada entre 0,25 e

1,0 g, nas proporgdes de 1:1; 1:2; 1:3 e 1:4, de acordo com a Figura 17.

Figura 17. Recuperacdo dos halogénios utilizando diferentes massa de areia. As barras de erros
representam o RSD(%) (n = 3). Condigdes: 0,25 g de amostra (com adigdo de 1500 ug g'1
de F, 2000 ug g'1 de CI, 250 pg g'1 de Br e |); 5 min de maceragéao; 1,0 g de areia; 10 mL
de (NH4),CO3z, 50 mmol L" e 1 min de agitagdo em vortex. Coluna cromatografica:
Metrosep A Supp 5 - 250.
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Para o F, as maiores recuperacgdes foram obtidas para as massas de areia de
0,25 g (95%) e 1,00 g (91%) em comparagao com os valores de 0,50 g (76%) e 0,75
g (65%). Ja o Cl apresentou recuperagcbes aceitaveis (entre 88 e 122%), e
praticamente ndo houve diferenca significativa entre as condi¢cdes avaliadas. Para o
Br e | foram verificados comportamentos semelhantes ao F, onde as condigdes de
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0,25 e 1,0 g apresentaram os maiores valores de recuperagdo em comparagao as
demais condigdes. Este comportamento € dificil de explicar, pois parece haver uma
tendéncia na diminuicdo da recuperacédo, para todos os halogénios, até 0,75 g. No
entanto, as recuperagdes aumentam com 1,0 g e sdo muito semelhantes a condigéo
na qual foi utilizada 0,25 g. Considerando a variabilidade na composicdo das
matrizes de algas, optou-se por utilizar a maior massa de suporte solido avaliada
(1,0 g), a fim de garantir a dispersdo e a quebra da estrutura fisica da matriz. Além
disso, na condigdo em que foi utilizado 0,25 g de areia, o RSD para o Br foi muito
elevado (12,4%)

4.5.4 Avaliagao do tempo de maceragao

Os tempos de maceragao avaliados foram 1, 3 e 5 min, utilizando 0,25 g de
amostra e 1,0 g de areia. Na Figura 18, estdo apresentadas as recuperag¢des para

os tempos de maceragao avaliados.

Figura 18. Recuperagéo dos halogénios utilizando 1 min ( m ), 3 min ( m ) € 5 min ( = ) de maceragao.
As barras de erros representam o RSD(%) (n=3). Condi¢des: 0,1 g de amostra (com
adicao de 1500 ug g~ de F, 2000 pg g™ de Cl, 250 ug g~ de Br e 1); 1,0 g de areia; 10 mL
de (NH4),CO3z;, 50 mmol L" e 1 min de agitagdo em vortex. Coluna cromatogréfica:
Metrosep A Supp 5 - 250.

140

120

100

Recuperacéao (%)
[8)] Q
o o

B
o
1

N
o
1




76

Como pode ser observado, foram obtidas as maiores recuperagbes para a
maioria dos halogénios quando foi utilizado o maior tempo de maceragao, 5 min. No
tempo de 1 min de maceragdo, o F (66%) n&o apresentou bons resultados de
recuperacao, o que pode ser explicado pelo fato de 1 min ndo ser tempo suficiente
para a quebra da estrutura fisica da amostra e dispersao da matriz. Para Cl, Br e |,
neste mesmo tempo de maceragao, as recuperagdes foram aceitaveis, na faixa de
95 a 103%. Em relacdo ao tempo de 3 min, as recuperagcdes nao apresentaram
diferenga significativa em comparagdo com o tempo de 5 min. Além disso, é
importante notar que as recuperagdes para F foram mais baixas quando comparada
com as recuperagcdes dos demais halogénios para os trés 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 homogeneizagédo da

amostra e rompimento da estrutura da matriz.

4.5.5 Avaliagdo da massa de amostra

Os métodos de preparo de amostras baseados em extragcdo, sao suscetiveis
a presenca de interferentes nos extratos e massas de amostra elevadas podem
produzir extratos com maior concentracao de interferentes e comprometer a vida util
dos equipamentos de quantificacdo. 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 proporgéao de 1:10 e 1:4 entre massa de amostra e
massa de areia, de acordo com a Figura 19.

Comparando os valores de recuperagao obtidos para 0,1 e 0,25 g de amostra,
nota-se que para todos os halogénios, ndo foi verificada diferenga significativa.
Portanto, optou-se em utilizar 0,1 g de amostra visando um extrato com uma menor
quantidade de ions interferentes e, consequentemente, um menor consumo de filtros
para a limpeza dos extratos. Adicionalmente, a condicdo de 0,1 g de amostra
forneceu menores RSDs (inferiores a 2,4%). Também ¢é importante salientar, que a

concentragcdo de halogénios em amostras de alga estdo, geralmente, na ordem de
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Mg g'1 e a utilizagdo de menores valores de massa de amostra ndo comprometem a

aplicagao do método.

Figura 19. Recuperacédo dos halogénios utilizando 0,1 g de amostra ( m ) e 0,25 g de amostra ( = ). As
barras de erro representam RSD(%) (n=3). Condi¢bes: amostra com adi¢do de 1500 pg g'1
de F, 2000 ug g'1 de Cl, 250 pg g'1 de Br e |; 5 min de maceracgao; 1,0 g de areia; 10 mL de
(NH4)2CO3, 50 mmol L™ e 1 min de agitacdo em vortex. Coluna cromatografica: Metrosep
A Supp 5 - 250.
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Alguns autores utilizaram diferentes propor¢des de massa de amostra e
suporte sélido sem comprometer a eficiéncia da extracdo, 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 propor¢ao de 1:24
entre amostra e suporte sélido na determinacédo de dleos essenciais por GC-MS e
GC-FID (DAWIDOWICZ e RADO, 2010). Duarte et al. (2013), utilizaram a proporgao
de 0,2 g de amostra para 0,5 g na propor¢cédo 1:2,5 de suporte sélido para a
determinacgao de espécies de mercurio em amostras de peixe por GC-MS.

Ap0s a otimizagao da VA-MSPD como método de preparo de amostras para a
posterior determinacao de halogénios por IC, as condi¢cdes otimizadas foram: 0,1 g
de amostra; 1,0 g de areia (descontaminada) como suporte sélido, 5 min de
maceragdo e 10 mL de (NH4),CO3 50 mmol L' como solugdo extratora. Na Figura

20, esta demonstrado um fluxograma que resume a VA-MSPD otimizada.
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Figura 20. Fluxograma da VA-MSPD otimizada.
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4.6 Validagao do método

4.6.1 Linearidade e efeito de matriz

A linearidade do método foi avaliada utilizando curvas de calibracdo na faixa
de concentragao de 0,1 a 5,0 mg L™ para F, de 1,0 a 100,0 mg L' paraCle de 0,1 a
10,0 mg L' para Br e | em amostras de alga do tipo Nori. Estas faixas de
concentracdo estdo de acordo com as concentragdes dos halogénios comumente
encontradas em amostras de algas. O estudo foi realizado tanto com curvas de

calibracdo externa em solucdo de (NH,),COs; 50 mmol L™, como com curvas de
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adicao de padrao, através da adigao dos analitos na amostra, antes da extragdo com

as condicoes da VA-MSPD otimizadas, ambas na mesma faixa de concentragao,

com no minimo 5 niveis de concentragdo. Na Figura 21, estdo apresentadas as

curvas de calibragao externa e de adicdo de padréao e na Tabela 6 os parametros de

regressao das curvas de calibragao.

Figura 21. Curvas de calibragdo externa ( m ) e por adigcdo de padrédo ( A ) para F, CI, Br, I
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Condigdes: 0,1 g de amostra; 1,0 g de areia; 5 min de macerag¢ao; 10 mL de (NH,4),COs,
50 mmol L™ e 1 min de agitagdo em vortex. coluna cromatografica: Metrosep A Supp 5 -
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Tabela 6. Parametros de regressao para as curvas de calibragdo externa e de adigao de padrao.

Elementos corljs(iaﬁrggéo Curva de calibracao R2 Curva de asligéo de R2
(Mg L ) externa padrao
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 determinacéo (R?) foram maiores que 0,9954 para ambas
as curvas de calibragao, o que € considerado adequado para a linearidade da curva
de calibragdo segundo as orientagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2017) e do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO, 2018), os quais estabelecem como parametro de linearidade os
coeficientes de determinagdo maiores ou iguais a 0,99 e 0,90, respectivamente.
Portanto, para ambas as curvas de calibracido, o método mostrou-se linear dentro
dos intervalos de concentracao estudados.

O efeito de matriz também foi avaliado por meio das curvas de calibragao
anteriormente demonstradas, através da comparagcao dos coeficientes angulares
das duas curvas de calibragdo. Com isso, foi possivel verificar a influéncia dos
componentes da matriz na possibilidade de supressao ou enriquecimento de sinal no
sistema de detecgdo. Com o intuito de minimizar qualquer efeito na variacdo da
resposta instrumental, as curvas analiticas foram preparadas no mesmo dia. Na
Figura 21, estdo mostradas as mesmas curvas apresentadas anteriormente, mas
com as curvas de adicao de padrdao com os valores dos sinais analiticos subtraidos
dos valores dos sinais dos analitos presentes nas amostras para uma melhor
comparagao visual da inclinagédo das duas curvas.

Pode-se verificar através da comparacao do coeficiente angular das duas
curvas que nao ha influéncia dos componentes da matriz no sistema de deteccao
para F, Cl, Br e |, pois praticamente nao existe diferenca nas inclinacbes das duas
curvas. A presenca do efeito de matriz na determinagdo dos analitos pode ser
observada de forma positiva (enriquecimento de sinal) ou negativa (supressao de
sinal) (LANCAS, 2009). Utilizando as equagbes propostas por Economou et al.
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(2009) para a quantificagcao 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 |. Estes valores sdo considerados efeitos de matriz baixos.

Na literatura ndo ha discussdo a respeito do efeito de matriz para a
determinacao de halogénios em amostras de algas por IC. No entanto, os efeitos de
matriz mostraram-se baixos, ndo ocasionando prejuizos para a quantificagcdo dos
halogénios, a qual foi realizada através de curva de calibragdo externa preparadas

em solucéo de carbonato de aménio 50 mmol L.

4.6.2 Limite de deteccao e quantificacéao

Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos a partir dos parametros da
curva de calibragcdo externa, utilizando o intervalo de confianga de 99%. Foram
preparadas curvas de calibracdo nas faixas de concentracdo variando entre 0,1 e
2,5 mg L para todos os halogénios, 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.

Halogénios LOD?(mgL™") LOD®(ugg') LOQ°(mgL") LOQY(ugg™

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

2LOD do instrumento; ®LOD do método; °LOQ do instrumento; 9LOQ do método

Os valores de LOD do método estiveram entre 19 e 28 ug g~ e os valores de
LOQ entre 24 e 35 pug g'. Estes valores estdo de acordo com as faixas de
concentracado determinadas nas amostras, permitindo a quantificagao da maioria dos
elementos nas amostras analisadas. Apds a definicdo dos valores de LOQ
instrumental, este foi inserido como o primeiro ponto das curvas de calibragao

externa utilizadas nos experimentos posteriores.
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4.6.3 Exatidao e precisao

A exatidao e precisdo do método foi avaliada de trés formas: i) através da
aplicacao do método otimizado em CRMs de folhas de maga (NIST 1515) e folhas
de péssego (NIST 1547); ii) através da comparagdao de métodos utilizando como
método comparativo a determinagdo dos halogénios por ICP-MS e ISE, apds
decomposicdo das amostras por MIC e jii) através de ensaios de recuperagéo
utiizando a amostra de alga Nori. A precisdo foi avaliada em termos de

repetibilidade.
4.6.3.1 Analise dos CRMs

Na Tabela 8, estdo apresentadas as concentracbes determinadas e
certificadas para os CRMs, apds determinagao dos halogénios por IC e extragdo por

VA-MSPD.

Tabela 8. Determinagao dos halogénios por IC, apos extragdo por VA-MSPD em CRMs (resultados

expressos como média + desvio padrao, em ug g'1, n=23)

NIST 1547 NIST 1515
Elemento Valor Valor Valor Valor
determinado certificado determinado 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 concentragao de F nao foi possivel avaliar a exatiddo com os CRMs,
pois estes continham apenas as concentragdes certificadas para Cl e informadas
para Br e |. De acordo com os resultados, é possivel observar que apos a extracao e
quantificagéo, os valores para Cl apresentaram boa concordancia (101% para NIST
1547 e 97% para NIST 1515) com os valores de referéncia, com RSDs inferiores a

6%. Além disso, também néao foi verificada diferenga significativa entre os valores
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determinados e de referéncia. Para Br e |, os valores determinados estiveram abaixo
do LOQ do método e nao foi possivel comparar com os valores de referéncia. Por

isso, foram avaliadas outras duas formas de avaliacdo da exatidao e precisao.

4.6.3.2 Comparagao de métodos

O método comparativo consistiu na determinacao de Cl, Br e | por ICP-MS e a
determinacao de F por ISE em amostras de alga Nori, apés decomposi¢ao por MIC.
Estes resultados foram comparados com os obtidos pelo método proposto neste

estudo. Na Tabela 9, estdo apresentados os resultados obtidos pelos dois métodos.

Tabela 9. Estudo de comparagdo de métodos utilizando o método proposto (VA-MSPD/IC) para a
determinacéo de F, CI, Br e | e o método comparativo (MIC/ISE para F e MIC/ICP-MS para

Cl, Br e ) (resultados expressos como média + desvio padréo, em ug g'1, n=3).

El Método Método
emento .
proposto comparativo
F 1614 129 £ 1
Cl 6528 + 300 6310 £ 230
Br 604 55+3
I <35 37 £1

* Método empregando MIC-ISE para F e MIC-ICP-MS para Cl, Bre I.

A partir da comparagdo dos métodos, foi possivel observar que os valores
obtidos pelo método proposto foram concordantes para a maioria dos halogénios
(concordéancia 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 nao houve diferenga
significativa nos resultados obtidos, enquanto que para o | os valores ficaram abaixo

do LOQ para o método proposto.
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4.6.3.3 Ensaios de recuperagao

Os ensaios de recuperagdao foram realizados através da adicédo de
concentracbes conhecidas dos halogénios em amostras de alga Nori, nas
concentracdes de 200 pg g~ para F; 2500 ug g’ para Cl e 100 pg g para Br e |.
Apos 24 h, as amostras foram submetidas a extragcao pelo método proposto nas
condicbes otimizadas. E importante ressaltar, que estas concentracdes adicionadas
foram escolhidas com base nas concentragcdes comumente encontradas na literatura
para amostras de alga. Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados para os

ensaios de recuperagao.

Tabela 10. Ensaio de recuperagao com a determinagédo de halogénios por IC, apds extragdo por

MSPD (resultados expressos como média + desvio padrdo, em ug g'1, n = 3).

Elemento Valor adicionado dete\fr:?nrado Recuperagéao (%)
0 161 4 108
" 200 378 + 46
0 6528 + 300 93
“ 2500 8853 + 790
0 60 +4 100
Br
100 160 £ 8
0 <35 92
| 100 92 +10

Os valores obtidos para os ensaios de recuperacao de F, Cl, Br e | estiveram
entre 92 e 108%, com RSDs inferiores a 12%, sendo considerados valores
aceitaveis para a avaliagao da exatidao e precisdo do método.
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4.6.4 Determinagao dos halogénios em amostras de algas

As condicbes 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 concentracéo estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Determinagédo de halogénios por IC, ap6s extracdo por MSPD em amostras de algas

comestiveis (resultados expressos como média + desvio padrao, em ug 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, € possivel perceber bastante diferenca nas
concentracdes de F, Cl, Br e | para as espécies de algas analisadas. Essa diferenca
na composi¢cado nutricional entre as espécies de algas pode ser justificada pela
influéncia das condicbes ambientais, origem geografica e tempo de colheita
(ROMARIS-HORTAS et al., 2012). O Cl foi o elemento que apresentou maiores
concentracbes em todas as espécies, sendo a menor concentracdo observada na
alga Nori, uma espécie de alga vermelha, enquanto que as espécies Wakame,
Kombu e Hijiki sdo algas marrons. Em geral, o teor de | € mais baixo nas algas
verdes e vermelhas do que nas algas marrons (ROMARIS-HORTAS et al., 2009).
Entre as algas marrons, a Wakame € a espécie que possui um teor mais baixo de |
(MOURITSEN e MOURITSEN, 2013), o que estd de acordo com os valores
encontrados para | neste estudo, visto que a concentragao de | nas algas Wakame
esteve abaixo do LOQ.

ROMARIS-HORTAS et al. (2009), determinaram a concentracdo de Br e | em
diferentes espécies de algas comestiveis colhidas na Galiza (Noroeste da Espanha)
e observaram que as maiores concentragdes desses elementos foram encontradas

nas algas Kombu, o que esta de acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
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pois as maiores concentragdes de Br (395 ug g ™) e | (3542 pg g') determinadas
pelo método proposto foram encontradas nesta espécie. Para a alga Nori, os autores
obtiveram valores entre 59 e 116 ug g~' para Br e entre 35 e 102 ug g™' para I. Em
comparagao com os resultados obtidos pelo método proposto, as concentracbes
destes elementos estdo de acordo, 60 pg g~' para Br e menor que o LOQ (35 pug g™')

para .

4.6.5 Robustez

A robustez foi avaliada durante a etapa de otimizagédo da extragdo por MSPD,
avaliando a massa de amostra com os valores de 0,1 e 0,25 g. Os resultados
mostraram que para todos os halogénios em estudo, as recuperagdes nao foram
influenciadas pela massa de amostra e ndo foi observada diferenga significativa
entre os resultados, mostrando que o método é robusto frente a variagdes de massa

de amostra.



87

5.CONCLUSOES

O método de preparo de amostras empregando a VA-MSPD mostrou-se
adequado para a determinagao de F, Cl, Br e | por IC em algas comestiveis do tipo
Nori (Porphyra spp.), Wakame (Undaria pinnatifida), Kombu (Laminaria ochroleuca)
e Hijiki (Hizikia fusiformis). Os principais parametros da VA-MSPD foram avaliados e
foram obtidas recuperag¢des quantitativas para todos os halogénios.

A proposta do uso da areia como suporte solido, um material natural, em
combinagdo com a extragdo alcalina na VA-MSPD, mostrou-se eficiente para a
extragdo dos halogénios em amostras de algas, contribuindo com os principios da
Quimica Analitica Verde e com reduc¢ao do custo do procedimento. Mostra-se assim,
que é possivel utilizar um suporte sélido verde, como a areia, na VA-MSPD para a
determinacao de F, CI, Br e | em diferentes espécies de algas, com eficiéncia de
extracdo comparavel com suportes sélidos comerciais.

Através do estudo da linearidade e do efeito de matriz, foi possivel comparar
as curvas de calibracdo externa com as curvas de adi¢cdao de padrao, verificando
baixo efeito de matriz. Os LODs do método foram de 27, 26, 19 e 28 ug g para F,
Cl, Br e |, respectivamente, enquanto que os LOQs foram de 33, 32, 24 e 35 ug g’
para F, Cl, Br e |, respectivamente. O procedimento de extracdo apresentou exatidao
e precisao adequada na analise dos CRMs, na comparagao entre métodos e nos
ensaios de recuperacao.

Desta forma, o método proposto contribuiu com o desenvolvimento de
métodos de preparo de amostras para a determinagdo de halogénios de forma
inédita, visto que é a primeira aplicagédo da VA-MSPD para a extragdo de halogénios
em amostras de algas, além de propor a utilizagdo de um suporte solido verde, a
areia. Além disso, o método apresentou também vantagens como eficiéncia na
extracao, simplicidade na operacao, baixo custo, reducdo de etapas, diminuicdo da
massa de amostra e o emprego de solugbes aquosas de extragdo, atendendo aos

principios da Quimica Analitica Verde.
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