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RESUMO

INVESTIGACAO DA ADEQUABILIDADE DA CROMATOGRAFIA DE [ONS PARA A
DETERMINACAO DE ESPECIES DE HALOGENIOS EM SALIVA

AUTORA: Ana Luiza Garcia Mendes
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Paola de Azevedo Mello

Neste trabalho, a cromatografia de troca i6nica foi investigada para andlise de
especiacao de halogénios em saliva humana. Inicialmente, foi utilizado um sistema
de cromatografia de ions que opera no modo isocratico (“Sistema IC 1), sendo
avaliados: a coluna cromatogréafica (Metrosep A Supp 7 ou Metrosep A Supp 5), a
composicdo da fase movel (Na2COs3 e Na2COs + NaHCOs3), a vazdo da fase movel
(entre 0,4 a 0,8 mL min‘t, dependendo da coluna), a temperatura do compartimento
da coluna (30 a 45 °C), e, ainda, o uso de modificador na fase movel (acetona). Na
sequéncia foi avaliado um sistema que permite operar no modo gradiente (“Sistema
IC 27), sendo otimizados: a temperatura do compartimento da coluna (20 a 45 °C), a
vazdo do eluente (0,15 a 0,40 mL min't) e diferentes programas de eluicdo por
gradiente (1 a 60 mmol L** de KOH). A dissolucéo alcalina assistida por micro-ondas
foi utilizada para obter a concentracdo de halogénios total por espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). A melhor condicdo obtida
com o “Sistema IC 1” foi obtida com a coluna Metrosep A Supp 7, a 45 °C, utilizando
Na2COs (3,6 mmol L't) como fase mével, a 0,8 mL min-t. Contudo, esta condi¢édo ndo
proporcionou a separacdo entre fluoreto e iodato e, entre brometo, clorato e
perclorato. O “Sistema IC 27, possibilitou a separagdo de brometo do par clorato-
perclorato devido ao programa de eluicdo por gradiente. Com o “Sistema IC 27, a
melhor condicéo de separacgéo foi obtida com eluigcdo por gradiente de 1 a 60 mmol
L1 de KOH, vazéo de fase mével de 0,3 mL min! e temperatura do compartimento
da coluna em 35 °C. Além das avaliagcbes cromatograficas, foi avaliada também a
estabilidade dos halogénios na saliva, bem como o uso de diferentes membranas de
filtracdo para o pré-tratamento da amostra. O estudo de estabilidade demonstrou a
viabilidade de armazenamento por até 90 dias, quando a amostra € armazenada sob
refrigeracdo (4 °C), sem representar perdas na concentracdo de Cl, Br e | total.
Quanto ao uso de uma etapa de filtracdo como pré-tratamento, foram investigados
diferentes tipos de membrana e nao foi observada influéncia para Cl e Br. Contudo,
foi observada contaminacdo para Cl em alguns filtros e resultados subestimados
foram observados para iodo. Adicionalmente, os sistemas de IC apresentaram ampla
faixa linear (5-10000 pg L71), bem como baixos limites de deteccdo e de
quantificacdo para as espécies investigadas. Com o meétodo desenvolvido, foi
possivel identificar cloreto e brometo, além de sulfato e fosfato em saliva humana.

Palavras-chave: Analise de especiacdo. Halogénios. Cromatografia de ions. Saliva.
Estabilidade.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ADEQUABILITY OF ION CHROMATOGRAPHY FOR
HALOGENS SPECIATION ANALYSIS IN SALIVA

AUTHOR: Ana Luiza Garcia Mendes
ADVISOR: Prof.2 Dr.2 Paola de Azevedo Mello

In this work, ion chromatography was investigated for halogens speciation analysis in
human saliva. Initially, it was used an isocratic ion chromatography system (“IC 1
System”), being evaluated: the chromatographic column (Metrosep A Supp 7 or
Metrosep A Supp 5), the composition of the mobile phase (Na2COs or Na:COs +
NaHCO:s), the mobile phase flow rate (between 0.4 to 0.8 mL min-t, depending on the
column), the temperature of the column compartment (30 to 45 °C), and the use of
mobile phase modifiers (acetone). A system that allows operating in gradient mode
(“IC 2 System”) was also evaluated, being optimized: the temperature of the column
compartment (20 to 45 °C), the eluent flow rate (0.15 to 0.40 mL min!) and different
gradient programs (1 to 60 mmol Lt KOH). Microwave-assisted alkaline dissolution
was used to obtain the total halogen concentration by inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS). The best condition found for the “IC 1 System” was
obtained with the Metrosep A Supp 7 column at 45 °C using Na2COs (3.6 mmol L)
as the mobile phase, at 0.8 mL mint. However, this condition did not provide the
separation of fluoride and iodate and also, bromide, chlorate and perchlorate. The “IC
2 System” enabled the separation of bromide from chlorate and perchlorate
according to the gradient elution program. The optimized conditions for the “IC 2
System” were 1 to 60 mmol L' KOH gradient, 0.3 mL min* mobile phase flow rate
and column compartment temperature at 35 °C. In addition to chromatographic
evaluations, the stability of halogens in saliva was also studied, as well as the use of
different filtration membranes for sample pretreatment. The stability study
demonstrated the viability of storage for up to 90 days under refrigeration (4 °C),
without leading to losses in total Cl, Br and | concentration. Regarding the use of a
filtration step as pretreatment, different membrane types were investigated and no
influence was observed for Cl and Br. However, Cl contamination was observed in
some filters and underestimated results were observed for iodine. Additionally, the IC
systems presented wide linear range (5-10000 pg L%), as well as low limits of
detection and quantification for the investigated species. With the developed method,
it was possible to identify chloride and bromide, as well as sulfate and phosphate in
human saliva.

Keywords: Speciation analysis. Halogens. lon chromatography. Saliva. Stability.
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1 INTRODUCAO

A saliva € uma mistura aquosa complexa, na sua grande maioria produzida
pelas glandulas salivares e composta majoritariamente de agua (99%) e de uma
fracdo minoritaria de proteinas, lipideos e sais dissolvidos. Este fluido biolégico pode
ser usado como material de diagnéstico, podendo representar a qualidade de saude
da cavidade oral, das glandulas salivares e de todo o corpo dos seres humanos. A
saliva também pode ser facilmente empregada para diagndéstico de doencas, visto
gue ndo coagula, apresenta estabilidade por 24 h em temperatura ambiente e de até
uma semana quando armazenado a 4 °C. Além disso, possibilita uma coleta menos
invasiva quando comparada a outros fluidos biologicos (CHOJNOWSKA et al.,
2018).

A presenca de halogénios na saliva esta principalmente vinculada a altas
concentracfes de cloreto, relacionada a ativacdo das enzimas amilase e lipase.
Contudo, ja séo relatados outros ions halogenados, tais como brometo e iodeto.
Estes estdo relacionados a glandula tireoide, a producao de colageno IV, a ativacédo
da enzima a-amilase, e ainda, a doencas como insOnia, entre outras
funcdes/disfuncbes. Dessa forma, a quantificacdo desses ions halogenados, bem
como de suas espécies, é importante para contribuir com a compreensdao de
processos bioldgicos (KIGNEL, 2013; MCCALL et al., 2014; NOVO et al., 2019).

Dentre as técnicas comumente empregadas para a quantificacdo de
halogénios, destacam-se a analise por ativacdo neutronica (NAA), a espectrometria
de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), a espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a potenciometria com
eletrodo ion-seletivo (ISE) e a cromatografia de ions (IC). Diversos autores tém
proposto o uso da ICP-OES e da ICP-MS para a determinacdo de halogénios em
fluidos bioldgicos, por combinarem capacidade multielementar, sensibilidade e
robustez (KIRK et al., 2012; LU et al., 2015; MESKO et al., 2016). Contudo, estas
técnicas apresentam como desvantagem a impossibilidade de determinagdo de
todos os halogénios simultaneamente, incluindo flGor, além de serem incapazes de
diferenciar entre as possiveis formas de halogénios presentes, ja que respondem a
concentracdo total de cada elemento. Diante disso, a IC se apresenta como uma

boa alternativa, tendo em vista seu potencial para a separacdo de anions, por
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exemplo, F, CI, Br, I, 103, BrOs, ClOs, ClO4 em matrizes diversas, tais como,
agua, sangue, laticinios, cimento e poli-imida de alta pureza (BARRON,
NESTERENKO e PAULL, 2005; CAUDURO et al., 2019; HE et al., 2019; KIRK et al.,
2012; KRZYZANIAK et al., 2016; PEREIRA et al., 2016). Além da possibilidade de
separacdo que a cromatografia proporciona, esta técnica viabiliza o acoplamento a
varios detectores. Dessa forma, tem-se a informacdo dada pela separacéo,
vinculada a identificacdo/quantificacdo dos ions separados. Os detectores
comumente empregados na IC séo: de condutividade, o espectrometro de massa
(MS) e o ultravioleta-visivel (UV-Vis) (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Nesta perspectiva, diante dos trabalhos que mostraram a presenca de
halogénios em saliva, é proposta a investigacdo das espécies de halogénios,
utilizando a cromatografia de ions. Cabe destacar que a determinacéo de halogénios
em saliva €, por si sO, algo demonstrado por apenas alguns poucos métodos na
literatura e a analise de especiacdo de halogénios neste tipo de matriz € pouco
explorada. Com isso, foram avaliados diferentes sistemas cromatograficos, ambos
com detector por condutividade e colunas cromatograficas, além dos parametros
inerentes a um método cromatografico, tais como o tipo e a vazao da fase movel, o
uso de modificadores, a viabilidade de utilizar sistema isocratico ou gradiente e a

temperatura do compartimento da coluna.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em trés partes principais. Na primeira
parte, serdo abordados aspectos gerais relacionados a saliva, bem como a presenca
de halogénios e suas espécies. Na segunda parte, serdo abordados brevemente os
conceitos de especiacdo, como também a analise de especiacdo de halogénios. Na
dltima parte, serdo apresentadas as técnicas analiticas mais comumente utilizadas
para a determinacdo de halogénios e suas espécies, com destaque para as

utilizadas neste trabalho.
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2.1 A SALIVA HUMANA

A saliva é um fluido aquoso encontrado na cavidade oral e sua composicao,
apresenta uma mistura complexa de produtos de secre¢ao (organicos e inorganicos)
principalmente das glandulas salivares, glandulas sublinguais, glandulas
submandibulares e parétidas. E um dos fluidos biol6gicos mais complexos, versateis
e importantes do corpo humano, fornecendo uma ampla gama de informacdes
fisiologicas. No trato digestivo, a saliva desempenha um papel importante no
processo digestivo e na protecdo das células gastricas. Na cavidade bucal, participa
da mastigacdo, fala, degluticdo, sensibilidade gustativa e entre outras atividades
(LIMA et al., 2010).

A saliva desempenha diversas fungcdes dentre elas: i) a excretora, como por
exemplo, como demonstrado para a penicilina e metais como chumbo e mercurio; ii)
a protetora e antimicrobiana, devido a acdo da imunoglobulina A (IgA); iii)) a de
preparo do bolo alimentar e a umectante, pela presenca de mucina e agua; e, iv) a
cicatrizante e de remineralizacdo, através da acdo da enzima salivar lisozima e pela
presenca de calcio e fosfato (KIGNEL, 2013).

O componente majoritario da saliva é a agua, a qual, representa 99% de sua
composicdo (DIAZ-ARNOLD e MAREK, 2002). Os componentes soélidos, moléculas
organicas e inorganicas, encontram-se dissolvidos na agua e variam de um individuo
para outro, podendo variar diversas vezes durante o dia, no mesmo individuo. Um
dos importantes componentes inorganicos presentes na saliva sdo os ions cloreto.
Estes auxiliam na ativacdo das enzimas salivares, amilase e lipase, que sé&o
responsaveis por quebrar as moléculas de carboidratos e lipideos (KIGNEL, 2013).
Além do cloro, outros componentes inorganicos, como F, Br e |, podem
desempenhar funcdes especificas. O fluor, pode atuar na precipitacdo de cristais,
formando um revestimento mais resistente a carie (HUMPHREY e WILLIAMSON,
2001). Bromo e iodo podem influenciar na produgdo da saliva, bem como na
ativagdo da enzima a-amilase. Contudo, quando a saliva contém altas
concentracOes de Br e |, s&o relatados efeitos adversos, como doencas relacionadas
a tireoide e insénia (MORI et al., 2012; NOVO et al., 2019).

Ao se tratar do volume de saliva produzido, em condicbes normais, é

secretado em torno de 0,3 mL min-, totalizando cerca de 400 mL de saliva por dia.
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Porém o volume secretado, bem como a composicdo, dependem dos sistemas
endocrino e nervoso. Estresse e diabetes sdo alguns exemplos de disfuncdes em
que a secrecdo salivar podera ser alterada (HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001,
KIGNEL, 2013).

2.2 ESPECIACAO QUIMICA

Alguns elementos sdo potencialmente toxicos, outros s&o considerados
essenciais, dependendo da forma quimica e/ou concentracdo em que se encontram.
Assim, a caracterizacdo completa de um elemento em um sistema bioquimico requer
a elucidacédo de propriedades, como seu estado de oxidacdo e tipo de estrutura
quimica, por exemplo, se estd presente como um organocomposto ou como uma
substancia inorganica (TEMPLETON DOUGLAS et al., 2000). Tendo em vista esses
aspectos, ha um crescente interesse em elucidar as diferentes formas quimicas dos
elementos presentes em sistemas bioldgicos, ambientais, dentre outros (MOREIRA,
2013).

Diante disso e da generalizacdo dos termos utilizados, a Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) estabeleceu uma série de termos para
direcionar a comunidade cientifica (MELLO et al., 2016; NORDBERG, DUFFUS e
TEMPLETON, 2004). A seguir, seréo tratados alguns deles.

2.2.1 Analise de especiacéao

A IUPAC define a analise de especiacdo como a atividade analitica para
identificar e/ou determinar as quantidades de uma ou mais espécies em uma
amostra (NORDBERG, DUFFUS e TEMPLETON, 2004).

As aplicacbes atuais da andlise de especiacdo produzem informacgdes
relevantes em diversas areas, como quimica dos alimentos, quimica ambiental,
saude e geologia. Para aléem disso, a especiacdo é uma importante ferramenta na
investigacdo da toxicidade, da disponibilidade dos elementos e dos efeitos de
algumas espécies sobre outras, onde a informacdo da concentracdo total de

elementos pode ser insuficiente (LUND, 1990).
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Cabe salientar que em analise de especiacdo, o equilibrio quimico
estabelecido entre as formas existentes na amostra deve ser mantido desde a coleta
até a andlise. Dessa forma, para se obter resultados confidveis, a metodologia
empregada precisa garantir a preservacao da integridade das espécies na amostra
durante toda a sequéncia analitica (amostragem, armazenagem, pré-tratamento e/ou
preparo e determinacédo) (EMONS et al., 2003; MELLO et al., 2016).

2.2.2 Anédlise de especiacao de halogénios

Nos ultimos anos, aliado aos avanc¢os na instrumentacdo para a quantificacédo
de espécies em concentracdes cada vez mais baixas e o desenvolvimento de
alternativas para acoplamento de técnicas de separacdo e deteccdo, foi
desenvolvido um numero significativo de métodos para a analise de especiacao.
Contudo, métodos que buscam a andlise de especiacdo de halogénios sdo ainda
poucos explorados, o que torna este trabalho um desafio (HARRINGTON et al.,
2015).

Na grande maioria dos trabalhos que envolvem a analise de especiacao de
halogénios, sdo relatados estudos envolvendo compostos organicos contendo
halogénios de wuso especifico em certas &reas. Compostos como o0
diclorodifeniltricloroetano (DDT), as bifenilas policloradas (PCBs) e as dioxinas
cloradas sdo responsaveis pela poluicdo ambiental devido ao crescente uso como
agentes sanitarios e como diluentes para pulverizacdo de herbicidas e pesticidas
(WUILLOUD e ALTAMIRANO, 2005).

A analise de especiacdo de halogénios € de suma importancia, principalmente
em estudos nutricionais e farmacéuticos. Além da conhecida funcédo de cada um,
foram relatados os efeitos das concentraces de Br sobre a absorcdo de | pela
glandula da tireoide. Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos com
técnicas hifenadas, que envolvem o acoplamento de técnicas de separacao seletivas
com detectores sensiveis. Para trabalhos envolvendo a identificacdo de halogénios e
suas espécies, comumente sdo empregadas as técnicas de cromatografia de ions
ou eletroforese, acopladas a detectores de condutividade, ultravioleta e/ou
espectrometria de massa. Em um trabalho desenvolvido por Mori et al., os autores

relataram a necessidade de conhecimento das espécies presentes nas amostras,
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demonstrando que ha uma inibicdo da absorcdo de iodo pela glandula tireoide pelo
consumo de alimentos com alta concentracao de nitrato (MOREIRA, 2013; MORI et
al., 2012). Este € um dos indicios que demonstra e comprova a necessidade da
andlise de especiacao de halogénios.

2.3 TECNICAS ANALITICAS PARA A QUANTIFICACAO DE HALOGENIOS E SUAS
ESPECIES

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a determinacdo da concentracao
total de halogénios, como a NAA, a fluorescéncia de raios-X (XRF), a espectrometria
de absorcao molecular, a ISE, a ICP-OES, a ICP-MS e a IC (MELLO et al., 2013).

Um aspecto relevante ao uso de técnicas espectrométricas com nebulizacao
convencional, € a necessidade de uma etapa prévia de preparo de amostras, o que
para halogénios normalmente representa um desafio analitico, principalmente pelo
risco de perdas e contaminacdo. Para viabilizar a determinacdo multielementar
empregando técnicas espectrométricas é desejavel que a amostra seja solubilizada
e que sua matriz seja totalmente decomposta. Dessa forma, € necessario um
preparo de amostra adequado que seja capaz de fornecer digeridos isentos de
material ndo dissolvido, com baixo teor de carbono e, preferencialmente, com baixa
acidez. E importante ressaltar que o digerido obtido nessas conducgées é inadequado
a andlise de especiacao, ja que foram utilizadas condi¢cdes extremas no preparo de
amostras (MELLO et al., 2016).

Embora a concentracdo total de elementos seja (til em muitas areas, a
determinacao das espécies € de suma importancia, pois a toxicidade, a mobilidade,
a biodisponibilidade e a bioacumulacdo dependem das espécies quimicas. A seguir
serdo discutidas, brevemente, as principais técnicas multielementares empregadas
para a determinacdo da concentracdo total de halogénios e, logo apds, sera

discutida a técnica de IC, empregada neste trabalho.
2.3.1 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
A técnica de ICP-MS baseia-se na separagdo de acordo com a relacdo

massa-carga (m/z). Os ions produzidos sdo submetidos a um campo de radio

frequéncia (RF) e corrente continua (CC), de modo que apenas os ions de m/z
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correspondentes as condi¢cdes ajustadas sdo capazes de serem conduzidos pelo
quadrupolo (MONTASER, 1998; SNOOK, 1992), atingindo o detector. Esta técnica é
amplamente utilizada para determinagéo da concentracao total de halogénios, visto
que possui baixos limites de deteccédo (LD), elevada sensibilidade e capacidade
multielementar (MESKO et al., 2016). Entretanto, existem algumas limitacdes
associadas ao uso da ICP-MS para quantificacdo de halogénios, principalmente
quanto a razao sinal/ruido e presenca de interferéncias, dadas as baixas razfes
massa/carga de flaor, cloro e bromo, além de compostos poliatdbmicos resultantes da
combinagdo com argbnio, no caso de bromo. Além disso, o alto potencial de
ionizacdo desses elementos, o0 que é uma limitacdo do uso da fonte de plasma de
Ar, principalmente para fldor, prejudica a sensibilidade (MELLO et al., 2013). Ainda,
h& relatos de que a presenca de carbono pode causar um acréscimo de sinal, assim,
promovendo resultados com exatiddo comprometida. Ademais, algumas
interferéncias relacionadas a nebulizacdo ja sdo relatadas na literatura, como por
exemplo o efeito de memoria, particularmente para a determinacdo de iodo. Isto
pode ser evitado com 0 uso de solucdo adequada, como por exemplo solugbes
alcalinas (VANHOE et al., 1993).

2.3.2. Outras técnicas analiticas

A técnica de ICP-OES ¢é baseada na emissao da radiacdo dos atomos e ions
em comprimentos de onda na regido do ultravioleta e visivel (180 a 800 nm). Essa
emissdo ocorre como consequéncia da absorcdo de energia fornecida aos
atomos/ions por um plasma, geralmente de argdnio (HOU, JONES e DONATI,
2016). Esta técnica, porém, ndo é tdo frequentemente utilizada para determinacéo
de halogénios, por ser suscetivel a interferéncias devido a absorcdo da radiacao
pelos componentes do ar, nos comprimentos de onda proximos as linhas de emissao
dos halogénios (abaixo de 190 nm). Porém, quando ha uma alteracdo na
configuracdo do equipamento (sistema Optico evacuado e/ou purgado), a
determinacdo adequada é possivel.

Outra alternativa, a potenciometria com ISE, é utilizada principalmente para
determinacao de F-, embora também possa ser empregada para a quantificacdo de

Cl, Br ou I, com eletrodos de membrana especificos para cada um. E uma técnica
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de relativo baixo custo e simplicidade de uso. Como desvantagens, esta técnica
apresenta LDs piores quando comparada as demais e € propensa a interferéncias
de outros ions, tais como OH" (PICOLOTO et al., 2019).

J4 a NAA, é uma técnica de analise elementar baseada na formacdo de
radioisotopos, através de reacfOes nucleares entre néutrons e o0s atomos dos
is6topos dos elementos que constituem a amostra. Dessa forma, a quantificacéo é
feita em funcdo da taxa de emissdo da radiagdo gama (y) de cada radioisétopo
(GREENBERG, BODE e DE NADAI FERNANDES, 2011). A NAA se destaca em
relacdo as outras técnicas devido a alta sensibilidade, minimizacéo de interferéncias
causadas pela matriz e exigéncia de minimo pré-tratamento, bem como o fato de ser
uma técnica ndo destrutiva e que ndo necessita calibracdo. Contudo, o uso da NAA
ndo € comum entre os laboratérios, devido a necessidade de um reator nuclear, ao
elevado tempo de andlise e a susceptibilidade a interferéncias (ANIM, SAMUEL e
YAW, 2010; MARGOSIS, TANNER e LAMBERT, 1971).

Para o caso da espectrometria de absorcéo atdbmica a determinacdo néo pode
ser feita diretamente para halogénios, pois os comprimentos de onda de absorcéo
para esses elementos sdo inferiores a 190 nm e esta € uma regido do espectro
eletromagnético com muitas interferéncias espectrais (MELLO et al., 2013).
Entretanto, uma alternativa que vem sendo utilizada € a determinacdo indireta
destes elementos por espectrometria de absor¢do molecular, em atomizadores com
chama ou forno de grafite. Neste caso, uma série de moléculas pode ser utilizada,
tais como AIBr e CaBr para Br, AICI, GaCl, InCl e MgCl para Cl e Bal para |. Porém,
esta técnica € passivel de interferéncias; por exemplo a determinacdo de | pode ser
dificultada devido a alta concentragcdo de CI, uma vez que pode ocorrer uma
competicdo entre os analitos durante a formacdo das moléculas (HUANG et al.,
2008; HUANG et al., 2009).

2.3.3 Cromatografia de ions

De forma geral, a terminologia usada para a classificacdo das técnicas
cromatograficas é baseada nos mecanismos de separagdo/retencdo utilizados. A
cromatografia de ions (IC) € uma excec¢ao, pois o nome foi derivado da classe de
analitos separados e nédo do tipo de interacdo cromatografica (NESTERENKO e
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PAULL, 2017). Basicamente, a IC consiste na interacdo dos componentes da
amostra com a fase mével e com a fase estacionaria contendo grupos funcionais
capazes de promover seletivamente a interacdo cation-anion, levando a uma
condicdo de equilibrio. Os grupos funcionais comumente presentes nas fases
estacionarias, mais utilizados nas separacfes, sdo grupos de acido sulfénico e
grupos de amobnio quaternario, para a separacdo de cations e de anions,
respectivamente. Assim, a separacao de espécies catidnicas ou anibnicas, tais como
0s halogénios e suas espécies, pode ser feita em uma Unica corrida cromatogréfica.
O detector comumente utilizado em IC é o detector por condutividade. O
principio de deteccdo se baseia na diferenca de condutividade do eluente e do
eluente contendo o ion, sendo a condutividade uma propriedade particular de cada
ion. Pelo uso das técnicas de supressao, a condutividade de alguns eluentes pode
ser reduzida, melhorando a sensibilidade da IC. Além do detector de condutividade,
outros detectores podem ser empregados para deteccdo/quantificacdo de espécies
iGnicas, como o detector UV-Vis e de espectrometria de massa (MS). Tais detectores
podem ser utilizados individualmente em um sistema cromatogréafico, bem como em
sequéncia, proporcionando maior quantidade de informacdo para o operador
(GILCHRIST et al., 2016; LOPEZ-RUIZ, 2000). Na Tabela 1, estdo resumidas as
caracteristicas principais de algumas aplicacbes da IC para a determinacdo de

halogénios e suas espécies.



Tabela 1 - Caracteristicas principais de alguns métodos usando a cromatografia de ions para determinacdo de halogénios e suas espécies em amostras

diversas.
(continua)
Analitos Amostra Condicdes cromatogréficas Técnica Referéncia
F, ClO2, BrOs, CI, ,
NOz, Br, ClOs" Solucio de  coluna: Metrosep A Supp 5 N (METROHM,
, . . Fase movel: 3,5 mmol L't Na2CO3 IC-condutividade
dicloroacetato, NOs', referéncia Vazio: 0.7 mL min-: 2016)
PO4*, SO4* n
EIOClCI;Zr Egcc))g cr, Coluna: Metrosep A Supp 7
—20 Bl 3 Solucdo de  Fase mével: 1,4 mmol L't Na2CO3z+ 5,0 mmol L? . (METROHM,
glicolato, acetato, . IC-condutividade
. . referéncia NaHCOs 2016)
formiato, dicloroacetato, Vazio: 1.0 mL min-t
NOs3", PO4%, SO4* C
F-, PO2H2, ClO2", BrOs', _
CF, NOz, Br, ClOx, Solucio de Eo'una','\"et_rosep A Supp 7 g (METROHM,
. Y 3 . ase movel: 3,6 mmol L Na2COs IC-condutividade
NOs", PO3z*, POs*, referéncia Vazio: I 2016)
o 1 azao: 0,8 mL min
S04~ |
) Coluna: Dionex lonPac AG9/AS9 (HAUTMAN e
DBPs Agua Fase movel: 30 mmol L't NaOH + 120 mmol L*  IC-condutividade BOLYARD,
Vazéo: 1,0 mL min-t 1992)
Coluna: Metrosep A Supp 5
F-, CI, Br, NOs, PO4%, Fase movel: 3,2 mmol L1 Na2CO3z+ 1 mmol L1 . (METROHM,
SO I Agua NaHCOs IC-condutividade 2016)

Vazdo: 0,7 mL min-t
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Tabela 1 - Caracteristicas principais de algumas aplicag6es da cromatografia de ions para determinacao de halogénios e suas espécies em amostras

diversas.
(continua)

Analitos Amostra  Condicfes cromatograficas Técnica Referéncia

Coluna: Dionex lonPac AS16 (BARRON
- - - 2- - 1

- CI_’ NO3_’ S04 ’ 107, < Fase movel: Gradiente de NaOH (1-20 . NESTERENKO

BrOs, ClOs, ClO4 e Agua | L IC-condutividade

haloacetatos mmo L™ . e PAULL,
Vazéao: 0,3 mL min+? 2005)
Coluna: Dionex lonPac AG9-SC

ClOz, BrOs, ClOs, 105 Agua Fase movel: NHsNOs em MeOH (9:1) IC-MS-MS g,%':,’?NRLfgsgse

~ . I , )
Vazéao: 0,5 mL min
) AL D . Coluna: Metrosep Anion Dual 1

Broi; ClOg’, CI, Br, NOs, Agua Fase moével: 1 mmol L &cido orto-ftdlico  IC-UV-Vis (EL HADDAD

SO4 - - et al., 2015)
Vazao: 1,0 mL min
Coluna: Dionex lonPac AS17

F-, CI, NOs", Br, NO2, Aqua Fase movel: Gradiente de KOH (1-40 IC-condutividade (JACKSON et

S04?, ortofosfato 9 mmol L) al., 2000)
Vazdo: 1,5 mL min

. . . " Coluna: Dionex lonPac AS15

F, a_cetatoz,_ formiato, _Cl ' Agua de Fase movel: Gradiente de KOH (7-40 - (LU et al.,

NO2z, SOs*, Br-, NOg, usina | L IC-condutividade 5002

PO hidrelétrica MmOl L) . )
Vazdo: 0,5 mL min-t

Acetato, lactato, Coluna: Dionex lonPac AG11-HC

propianato, formiato, Saliva Fase movel: H20 deionizada (eluente A) + IC-condutividade (PARK et al.,

butirato, piruvato, valerato, 100 mmol L' NaOH (eluente B) 2014)

F, ClI, SO4%, PO4*

Vazao: 1,0 mL mint?
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Tabela 1 - Caracteristicas principais de algumas aplica¢cdes da cromatografia de ions para determinacéo de halogénios e suas espécies em amostras
diversas.

(concluséao)

Analitos Amostra Condicdes cromatograficas Técnica Referéncia

Colunas: Dionex lonPac AS-4A e ICE-AS5
Fase movel: Inorganico: 1,7 mmol Lt NaHCOs +

CI PO NOs. SO _ 1,8 rpr_nol L1 Na2COs + }O_O mg L? p-ciangf_enol; N (CHEN,
tioéianato, acetélto ' Saliva Organico: 1,6 mmol L 4cido perfluorobutirico +  1C-condutividade DARVELL e
’ 0,3 mmol Lt NaOH LEUNG, 2004)
Vazéo: Inorganico: 2 mL mint; Organico: 0,3 mL
mint
Cl,NO2,, NOz, PO4*, Coluna: Dionex lonPac AS11-HC
S0O4%, tiocianato, Saliva Fase movel: 40 mmol L't NaOH (eluente A) e IC-condutividade (CHEN et al.,
acetato, lactato, 1,0 mmol L' NaOH (eluente B) 2015)
propianato, formiato Vazao: 1,5 mL min?

Colunas: Anion: Dionex lonPac AS9-HC; Céation:
Dionex lonPac CS14

+ + + 2+ D
NaleH4 ’_K ,_Mg_, Fase movel: Anion: 9,0 mmol L?! Na2COs; (DEMKOWSKA,
Ca“*, SCN7, F~, CI-, . e 1 a A o POLKOWSKA e
_ o _ Saliva Cation: 4 mmol Lt acido metanossulfénico + |IC- condutividade -
Br, SO47, NOg, 5,45 mmol L1 &cido pirofosférico NAMIESNIK,
NOz~, PO ! P 2008)

Vazao: 0,25 mL min-!

Coluna: Metrosep A Supp 7
Sangue Fase moével: 3,6 mmol L1 Na2COs IC- condutividade  (HE et al., 2019)
Vazdo: 0,8 mL min-

F~, SO42, NO2~, NO3™,
Br~, ClO27, ClO3
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Pode-se observar o quéo versatil € a IC para a determinacdo de halogénios
em diversas matrizes, incluindo a saliva. Entretanto, é possivel notar que a maioria
dos trabalhos é aplicado a &gua, o que, em muitos dos casos, simplifica os métodos.
Ao se tratar da saliva, por possuir uma constituicdo mais complexa, como as
proteinas e as enzimas, € necessario um cuidado prévio para nao interferir na
separacao das espécies desejadas.

Dessa forma, tendo em vista que a andlise de especiacdo de halogénios é
pouco explorada, fica ressaltada a importancia do desenvolvimento do presente
trabalho. Apesar de alguns trabalhos ja terem explorados a IC, para amostras de
saliva. Somente cloreto (CHEN et al.,, 2015; CHEN, DARVELL e LEUNG, 2004;
DEMKOWSKA, POLKOWSKA e NAMIESNIK, 2008; PARK et al., 2014), fluoreto
(DEMKOWSKA, POLKOWSKA e NAMIESNIK, 2008; PARK et al., 2014) e brometo
(DEMKOWSKA, POLKOWSKA e NAMIESNIK, 2008) estiveram entre as espécies

halogenadas relatadas.



3 MATERIAIS E METODOS

Nesta sessdo serdo descritos 0s equipamentos, 0s reagentes e as amostras,
utilizados para o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, seréo descritos 0s
procedimentos e o modo de avaliacdo dos parametros cromatograficos.



32

3.1 INSTRUMENTACAO

Foram avaliados dois sistemas de cromatografia de ions para a separagéo
das seguintes espécies: F, CI, Br, I, ClOs, ClO4, BrOs’, 103, NO2,, NOs, SO+* e
C2H3O2. Para um melhor entendimento, o0s sistemas cromatograficos foram
denominados “Sistema IC 17 e “Sistema IC 2” e assim serdo tratados ao longo da
discusséo.

O “Sistema IC 1” foi constituido de um cromatografo de ions (MagIC
Professional 850, Metrohm) equipado com um detector de condutividade (819 IC
Detector, Metrohm), amostrador automatico com capacidade para 112 amostras (858
Professional Sampler Processor, Metrohm) e médulo de supressdo quimica (833
Supressor Unit, Metrohm). As colunas de troca anidnica utilizadas foram Metrosep A
Supp 7 e Metrosep A Supp 5 (Metrohm). Ambas as colunas sao preenchidas com
grupos de aménio quaternario suportados em poli (alcool vinilico) com 250 x 4 mm
de didametro interno, 5 ym de didmetro de particula e uma coluna de guarda com o
mesmo preenchimento (modelo Metrosep A Supp Guard 4/5, Metrohm). Uma alca de
amostragem de 100 pL foi utilizada para inje¢cdo da amostra.

O “Sistema IC 2” foi um cromatografo de ions (Dionex ICS 5000%) equipado
com um médulo de duas bombas, uma isocratica e outra por gradiente (DP 5000*
dual gradiente/isocratic pump), um compartimento para duas colunas e dois
detectores de condutividade (DC detector and chromatography), um amostrador
automatico (AS-AP autosampler), dois detectores de condutividade (ICS-5000
Analytical CD Conductivity Detector), um compartimento com detector na regidao do
visivel e um detector na regido do ultravioleta (ICS-Series Variable Wavelenght
Detector VWD), além de sistema de geracdo de fase mével (EG eluent generator)
com cartucho de KOH (EGC 500 KOH RFIC™ & HPIC™). Foi utilizada uma coluna
analitica de troca anidnica Dionex™ lonPac™ AS11-HC-4um (2 x 250 mm), pré-
coluna Dionex lonPac AGH11-HC-4um (2 x 50 mm), com modo de supressao
aniénica eletrolitica (Dionex AERS™ 500 2 mm Anion Electrolytically Regenerated
Suppressor). O sistema possui, também, um detector por espectrometria de massa
(MSQPIlus single quadrupole mass spectrometer) equipado com fonte de ionizagao
por electrospray (ESI), com bomba auxiliar para limpeza da interface (AXP-MS

auxiliary pump). Apesar de n&o estarem inseridos resultados experimentais com uso
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deste detector nessa dissertacdo, € importante informar que seu uso estava dentre
0s objetivos e que algumas otimizacOes iniciais puderam ser feitas, porém, em
funcdo de o equipamento ter apresentado problemas que exigiram sua manutencao,
o desenvolvimento do método ndo pode ser finalizado.

Um forno de micro-ondas (Multiwave 3000®, Anton Paar, Austria) equipado
com 8 frascos de quartzo com volume interno de 80 mL foi utilizado para a
dissolucéo alcalina assistida por micro-ondas, para determinacdo da concentragao
total de F, Cl, Br e I. As condigcbes méaximas de temperatura, pressao e poténcia
foram utilizadas conforme determinacéo do fabricante, sendo 280 °C, 80 bar e 1400
W, respectivamente.

A determinagéo de CI, Br e | total foi feita em um espectrébmetro de massa
com plasma indutivamente acoplado (modelo ELAN® DRC II, PerkinElmer-SCIEX,
EUA), equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard, EUA), camara de
nebulizacdo ciclénica (Glass Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de
quartzo de 2 mm de didmetro. Para a determinacdo de C foi utilizado um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES,
modelo Optima 4300 DV, PerkinElmer, EUA). O espectrémetro foi equipado com
tocha de quartzo (modelo Glass Expansion, Inc., West Melbourne, Australia) e com
tubo injetor de 2,5 mm de diametro interno e nebulizador GemCone®, com camara
de nebulizacao ciclonica (Glass Expansion, Australia).

As condi¢cbes operacionais dos equipamentos de ICP-MS e ICP-OES estéo

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condicbes operacionais para a determinacao elementar por ICP-MS e ICP-OES.

Parametro ICP-MS ICP-OES
Poténcia de radiofrequéncia, W 1300 1400
Vazéo do gas principal, L min -1 15,0 15,0

Vazao do gas auxiliar, L min -1 1,20 0,20

Vazéo do gas nebulizador, L min-t 1,15 0,7
Céamara de nebulizacao, tipo Ciclonica Ciclonica
Nebulizador, tipo Conceéntrico GemCone®
Analito Isétopo, m/z Linha de emissé&o, nm
ca - 193,030 (1)
Cl 35 -

Br 79 -

I 127 -

Yb - 371,029 (1)

a C determinado nos digeridos e na saliva in natura

bY foi utilizado como padréo interno para a determinagdo de C
(I) Linha de emisséo atdbmica

(I Linha de emissé&o ibnica

Para descontaminacdao foi utilizado um banho de ultrassom (Transsonic TI-H-
5, Elma, Alemanha). Para pesagem das amostras e padrfes foi utilizada uma
balanca analitica (modelo AY 220, Shimadzu, Japdo) com resolucéo de 0,0001 g e
carga maxima de 220 g. A secagem dos frascos para coleta de amostra foi feita em
capela de fluxo laminar classe 100 (modelo CFLH-12, Veco do Brasil, Brasil).

Para avaliacdo do comportamento das espécies perante processos de
filtracdo foram utilizados sete tipos de membrana, sendo elas: polietersulfona (PES,
Millex™, Merck, Alemanha), politetrafluoretileno (PTFE, Chromafil®Xtra, Macherey-
Nagel, Alemanha), nylon poliamida (PAN, Chromafil®Xtra, Macherey-Nagel,
Alemanha), acetato de celulose (CA, Chromafil®Xtra, Macherey-Nagel, Alemanha),
fluoreto de polivinilideno (PVDF, Filtrilo, Brasil), éter de celulose misto (MCE, Filtrilo,
Brasil) e polipropileno (PP, Sorbline Adsorbents, Brasil).

Para avaliar os resultados e selecionar os parametros avaliados, foram
realizados testes estatisticos, utilizando o software GraphPad InStat, versdo 3.0,
1997 (GraphPad InStat Software, EUA). A comparacdo de médias foi feita utilizando
teste t-student, com nivel de confianca de 95%. Dessa forma, em todas as situacoes
em que se faz mencédo ao tratamento estatistico no decorrer do texto, este foi feito

com nivel de confianga de 95%.
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3.2 REAGENTES

A 4gua utilizada no preparo das solucdes de referéncia, da fase movel, bem
como para a diluicdo das amostras, passou por um processo de destilagéo,
deionizacdo em uma coluna de troca i6nica e, finalmente, purificacdo em um sistema
Milli-Q® (18,2 MQ cm, Millipore Corp., EUA).

A avaliacéo da fase movel no “Sistema IC 1” foi feita através da dissolucdo de
carbonato de sédio (Na2COs, Merck, Alemanha) e/ou de bicarbonato de sddio
(NaHCOs, Merck, Alemanha) em agua (1,4; 3,2; 3,6 ou 7,2 mmol L de Na2COz e 1
ou 5 mmol L* de NaHCOs). A solucdo utilizada para regeneracdo da coluna de
supressao quimica do “Sistema IC 1” foi preparada a partir da diluicdo do acido
sulfdrico (H2SO4, Merck) em &agua, na concentracdo de 100 mmol L2 J4 a fase
movel para o “Sistema IC 2” € gerada através de um cartucho comercializado pelo
fabricante (CAS No 1310-58-3, EGC 500 KOH RFIC™ & HPIC™, EUA). Os
cartuchos de geracdo de eluente (EG) produzem eletroliticamente KOH de alta
pureza com a adicdo da agua.

Foram investigadas oito espécies de halogénios e outros anions comuns,
utilizando padrbes, grau P.A., conforme segue: fluoreto de sédio (NaF, Merck,
Alemanha), cloreto de sédio (NaCl, Merck, Alemanha), brometo de potassio (KBr,
Merck, Alemanha), iodeto de potassio (KI, Merck, Alemanha), clorato de potassio
(KCIOs, Merck, Alemanha), perclorato de potassio (KCIO4, Carlo Erba, Franca),
bromato de potassio (KBrOs, Merck, Alemanha), iodato de potassio (KIOs, Inlab,
Brasil), nitrito de sédio (NaNO2, Merck, Alemanha), nitrato de potassio (KNOs, Merck,
Alemanha), sulfato de potassio (K2SO4, Merck, Alemanha) e &cido acético (C2HsOz,
Fluka, Sigma-Aldrich, Alemanha). Ainda, foi utilizada acetona (CsHsO, Vetec, Brasil)
como modificador de fase moével, em uma avaliagdo pontual. Para limpeza da
interface do detector MS foi utilizada acetonitrila (C2HsN, Merck, Alemanha) e &gua,
na proporcao 1:1.

Uma solugdo 25 mmol L*! de amdnia (NHz 28%, Merck, Alemanha) foi
utilizada para dissolugéo alcalina assistida por micro-ondas. A determinacgéo de Cl,
Br e | por ICP-MS foi feita mediante calibragdo externa utilizando solugcéo de
referéncia preparada em amonia diluida (10 mmol Lt). Para isso, foram utilizadas

solucdes estoque de padrées monoelementares de 1000 mg Lt de NaCl, KBr e Kl
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(Merck, Alemanha). As curvas de calibragéo para Cl, Br e | foram de 1 a 10 mg L,
de 1 a 10 yg L' e de 0,1 a 1 ug L, respectivamente. Para a determinacédo de
carbono, a curva de calibracdo foi feita pela dissolucdo de acido citrico
monohidratado (CsHsO7.H20, Vetec, Brasil) em agua (1000 mg L1). Nesse caso, itrio
foi utilizado como padréo interno (1000 mg L2, Fluka, EUA) na concentracdo final de
1 mg L. Nas técnicas de ICP-OES e ICP-MS o plasma foi gerado com o uso de
argonio de alta pureza (99,998%, White Martins, Brasil), também utilizado como gas
de nebulizacdo e gas auxiliar.

Acido nitrico P.A. (HNOs, 65%, Vetec) foi utilizado para todos os
procedimentos gerais de descontaminacdo (solucdo 5% v/v) e concentrado para
descontaminacdo dos frascos de quartzo do forno de micro-ondas. Para
descontaminacdo dos frascos para coleta da amostra foram também utilizados

etanol (C2HsOH, Vetec, Brasil) e agua ultrapura.

3.3 AMOSTRAS

As amostras de saliva utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram
coletadas de pessoas maiores de 18 anos e vinculadas ao Laboratério de Analises
Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA), as quais foram convidadas a participar
da pesquisa de forma voluntéria.

Seis voluntérios coletaram as amostras de saliva em intervalos de 1 hora,
durante 12 horas, em um frasco de polipropileno, resultando um volume final de
aproximadamente 10 mL. As amostras foram identificadas de 1 a 5N para pessoas
sem disfuncdes na glandula tireoide e 1S para pessoa com disfungédo na tireoide.
Ainda, as amostras foram armazenadas em geladeira, a 4 °C.

3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Procedimentos de descontaminagéo

Os frascos de quartzo utilizados na dissolucado foram descontaminados com 6
mL de HNOs concentrado sob aquecimento em forno de micro-ondas por 10 min, a

1400 W e 20 min a 0 W (etapa de resfriamento). Ao final do programa de
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descontaminacédo, os frascos foram lavados com agua ultrapura e secos com ar
comprimido.

Os frascos utilizados para recolhimento das amostras de saliva foram
descontaminados em banho de ultrassom com etanol e, em seguida, com agua

ultrapura durante 30 min cada. Apds, foram secos em capela de fluxo laminar.

3.4.2 Determinacao da concentracéao total de halogénios em saliva

A determinacdo da concentracao total de halogénios foi feita seguindo método
proposto por Novo et al utilizando a dissolugéo alcalina assistida por micro-ondas
(NOVO et al., 2019). Para este procedimento foram adicionados 500 pL de amostra
no frasco de quartzo contendo 6 mL de solucdo de NHs (25 mmol L) com auxilio de
uma pipeta graduada, previamente descontaminada. Apés o fechamento dos frascos
e posicionamento dos mesmos no interior da cavidade do forno de micro-ondas, foi
utilizado o seguinte programa de irradiagéo: i) 1000 W por 5 min (rampa), ii) 1000 W
por 10 min, e iii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). Apdés o término do
programa de irradiacdo e o resfriamento dos frascos, a solucdo resultante da
dissolucédo foi transferida para frascos volumétricos e avolumada com H20 ultrapura
a 20 mL para posterior determinagéo por ICP-MS.

A concentracdo de C nessas solugcdes e nas amostras in natura foi
determinada por ICP-OES. As amostras foram diluidas em HNO3 5% e a diluicao foi
adicionado Y, como padrédo interno (1 mg L1). Previamente a determinacéo, padrdes
de calibragcdo e amostras foram purgados durante 2 min com argonio, para
eliminacdo do CO: dissolvido evitando a formacao de acido carbénico, que poderia

levar a resultados superestimados.

3.4.3 Avaliacao da estabilidade de halogénios e suas espécies

Para esta avaliagcao foram investigadas diferentes maneiras de armazenar a
amostra. Os modos de armazenamento empregados foram i) saliva em meio alcalino
(10 mmol L* de NHg) e ii) saliva in natura.

Para se obter um volume consideravel de amostra para realizagdo deste
estudo, foi realizada uma nova amostragem dos voluntarios e ao final da coleta foi

feita a juncdo das amostras, para obter um volume suficiente. Em seguida, estas
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foram divididas em duas porc¢des, sendo uma conservada em meio alcalino e a outra
mantida in natura. Apés serem preparadas, as amostras foram armazenadas em
geladeira, a 4 °C.

Para Cl, Br e |, as quantificacBes foram feitas por ICP-MS de 1 a 90 dias. J&
para F, a quantificacdo foi feita por ISE por um periodo de até 8 dias, em funcao do

consumo elevado de amostra para este estudo.

3.4.4 Avaliagdo do procedimento de filtracdo sobre a concentragdo de

halogénios

O efeito de um processo de filtragdo das amostras sobre a concentracédo de
halogénios e, até mesmo, o risco de contaminacdo nesta etapa, foram avaliados.
Para tal, uma amostra e solucdes de referéncia multiespécies (500 pg L) foram
filtradas e a concentracéo total de halogénios foi determinada.

Para esta avaliacdo foram utilizados sete tipos de filtros, sendo eles:
polietersulfona (PES, ¢ 0,45 um e @ 25 mm), politetrafluoretileno (PTFE, ¢ 0,20 um @
25 mm, ¢ 0,22 pm g 25 mm e ¢ 0,45 um @ 13 mm), nylon poliamida (PAN, ¢ 0,45 pm
@ 25 mm), acetato de celulose (CA, ¢ 0,45 um g 25 mm), fluoreto de polivinilideno
(PVDF, ¢ 0,22 um @ 25 mm e ¢ 0,45 um @ 13 mm), éter de celulose misto (MCE, ¢
0,22 um @ 25 mm e ¢ 0,45 pum g 13 mm) e polipropileno (PP, ¢ 0,22 um @ 25 mm).
Para auxiliar na filtracao, foi utilizado um sistema de manifold juntamente com a
seringa e o filtro, mostrados na Figura 1. Com detalhe, na Figura la é possivel
observar o sistema manifold abaixo de um conjunto com a seringa e o filtro e na
Figura 1b, é possivel notar a bomba de vacuo utilizada para facilitar a percolacao da
amostra pelo filtro (produzindo vacuo no interior do manifold). A quantificacdo das
amostras e padrdes filtrados foi feita por ICP-MS. Para fins de identificacdo, a saliva

e a solugao multiespécies foram injetadas no “Sistema IC 2”.
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Figura 1 - Sistema utilizado para a avaliacdo do procedimento de filtracdo composto por a) manifold e
b) bomba de vacuo (cortesia Kéllen Anschau).
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3.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO PARA ANALISE DE
ESPECIACAO DE HALOGENIOS EM SALIVA

Para determinagdes uso da IC foram avaliados os parametros relacionados ao
método cromatografico, tais como colunas cromatograficas, composicao e vazao de
fase movel, uso de modificador e temperatura no compartimento da coluna. As
avaliacoes foram feitas com injecdes sucessivas de solucdo multiespécies, contendo
espécies halogenadas e espécies de presenca comum em fluidos biolégicos,
totalizando 12 espécies (F, CI-, Br, I, ClOs’, BrOs’, 1037, ClO4, NO2z', NOs", C2H302 e
S04%), nas concentracdes de 250 ou 500 pg L. A seguir estdo descritas as
avaliacdes realizadas, em um primeiro momento, no “Sistema IC 1” e, apds, no
“Sistema IC 2.

Os fluxogramas na Figura 2 resumem as avaliagdes propostas nos dois

sistemas.
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Figura 2 - Fluxogramas demonstrando as avalia¢des feitas no a) “Sistema IC 1” e no b) “Sistema IC

2",
a)
“SISTEMAIC 1"
COLUNAS
Metrosep A Supp 7 Metrosep A Supp 5
— Condicdes recomendadas | — Condides recomendadas |
FM: 3,6 mmol L' Na,CO, FM: 3,2 mmol L* Na,CO, + 1,0 mmol L' NaHCO,
Vazio: 0,80 mL min* Vazho: 0,70 mL min*
T 45°C T 30°C
—{ Condicoes avaiiadas | —{_ Condicdes avaliadas |
= Fase movel — Fase movel
32 mmal L' Na,CO, + 1,0 mmol L' NaHCO, 3,6 mmol L' Na,CO,
‘ = Vaziio da fase movel
7.2 mmal L Na;CO, 0,40 8 0,70 mL min"!
1.4 mmol L' Na,CO, + 5 mmol L' NaHCO, == Temperatura
308 45°C
= Vaziio da fase movel

050 2 0.80 mi min*

- Uso de solvente
2% acetons

b)

“SISTEMAIC 2"

COLUNA: Dionex™ lonPac™ AS11- HC-4 uym

Condigoes avaliadas

Vazio da fase movel

0,15,0.20, 0,25, 0.30, 0,35 & 0,40 mL min"'
Temperatura

20a45°C
Gradiente de KOH

1-38.3mmal L7 1-60 mmol L-*; 1-38 mmoal L';
1-20mmol L'; 7-40 mmol L' @ 40-60 mmol L*

Condig¢oes recomendadas
Gradiente de KOH (1-60 mmol L")

Vazio: 0,30 mL min'
T 30°C

3.5.1 Avaliagéo do “Sistema IC 1”

3.5.1.1 Avaliacdo de parametros de separacdo com a coluna Metrosep A Supp 7

Inicialmente, foram avaliadas as condicbes recomendadas pelo fabricante: 3,6
mmol Lt de Na2COs, na vazdo de 0,8 mL min't e temperatura do compartimento da

coluna em 45 °C.

3.5.1.1.1 Vazéao da fase movel

Para melhorar a separacdo, foi investigada a vazao de fase mével (3,6 mmol L
1 de Na2CO3) de 0,6 a 0,8 mL mint, a 45 °C. Os limites superiores de vazao de fase
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movel foram definidos de acordo com a pressdo maxima atingida na coluna (15
MPa).

3.5.1.1.2 Composigéo da fase movel

Foram avaliadas diferentes proporcées de Na2COz e NaHCO3 (1,4 mmol L +
5 mmol Lt e 3,2 mmol Lt + 1,0 mmol L) e, também, foi avaliado o uso de Na-CO3
(3,6 e 7,2 mmol L), sem NaHCOsg, a 45 °C, na vazdo de 0,8 mL min-t. Também, foi
investigado o uso de acetona (2%) como modificador da fase movel de Na2COs (3,6
mmol L?), a 45 °C.

3.5.1.2 Avaliacao de parametros de separacdo com a coluna Metrosep A Supp 5

Buscando melhorar a separacéo, foi investigada outra coluna analitica para
anions no “Sistema IC 17, a coluna Metrosep A Supp 5. No primeiro momento foram
utilizadas as condi¢des recomendadas pelo fabricante (METROHM, 2016), sendo de
Na2COs 3,2 mmol Lt + NaHCO3 1,0 mmol L, a 30 °C, na vazao 0,7 mL min-t.

3.5.1.2.1 Composigéo da fase movel

Além da composicdo de fase movel recomendada, foi investigado também o
uso de Na2COs 3,6 mmol L, recomendado para a coluna Metrosep A Supp 7, na
vazao de 0,7 mL minte a 45 °C.

3.5.1.2.2 Vazao da fase movel

A vazao de fase mével Na2COs (3,6 mmol L?) foi investigada de 0,4 a 0,7 mL
mint), a 45 °C.

3.5.1.2.3 Temperatura do compartimento da coluna

A temperatura do compartimento da coluna foi avaliada de 30 a 45 °C, usando
Na2COs (3,6 mmol L) a 0,7 mL min,
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3.5.2 Avaliagao do “Sistema IC 2”

No “Sistema IC 2" as avaliagbes iniciais também foram feitas com as
condicbes recomendadas pelo fabricante (THERMO, 2013). Desse modo, foi
utilizado o seguinte programa de eluicdo por gradiente, descrito na Tabela 3, na
temperatura do compartimento da coluna em 30 °C e vazao de fase movel de 0,3 mL
min. Todas as avaliacdes no “Sistema IC 2” foram utilizando a coluna Dionex™
lonPac™ AS11-HC-4um.

Tabela 3 - Programa de eluicao utilizada para a determinagdo de halogénios e suas espécies com 0
“Sistema IC 2.

Etapa Tempo, min  KOH, mmol L

1 0 0

2 7 1,0
3 12 8,0
4 14 8,0
5 16 15,0
6 20 17,0
7 25 30,0
8 29 40,0
9 33 60,0
10 35 60,0
11 36 1,0

Apls aplicadas as condigbes recomendadas, foram avaliadas outras

condicBes cromatograficas deste sistema.

3.5.2.1 Avaliacao da eluigéo por gradiente

Foram avaliados distintos programas de eluicdo por gradiente com
concentracdes que variam de 1 a 60 mmol L' de KOH, com base em trabalhos
previamente publicados para anions em matrizes diversas (JACKSON et al., 2000;
LU et al., 2002; THERMO, 2013; THERMO, 2015; THERMO, 2015). A temperatura
no compartimento da coluna foi de 35 °C e a vazéo da fase moével de 0,3 mL min-
em todos os programas. Os programas variaram de 1 a 60 mmol L de KOH e estdo

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Programas de eluicédo por gradiente avaliados.

(continua)
Programas

Programa a) Programa c)
Etapa Tempo, min KOH, mmol L Etapa Tempo, min  KOH, mmol L
1 7 1,0 1 7 1,0
2 12 8,0 2 10,8 10,0
3 16 15,0 3 11,9 1,0
4 20 17,0 4 12 8,0
5 29 20,0 5 16 15,0
6 38 60,0 6 20 17,0
7 45 60,0 7 22,8 30,0
8 46 1,0 8 25 17,0

9 29 20,0

Programa b) 10 38 60,0
Etapa Tempo, min KOH, mmol L 11 45 60,0
1 7 1,0 12 46 1,0
2 10,8 20,0
3 11,9 1,0 Programa d)
4 12 8,0 Etapa Tempo, min  KOH, mmol L*
5 29 20,0 1 1 1,0
6 16 15,0 2 1,99 38,0
7 20 17,0 3 2 1,0
8 22,8 45,0 4 15 50
9 25 17,0 5 29 26,0
10 29 20,0 6 29,1 38,0
11 38 60,0 7 46 1,0
12 45 60,0

13 46 1,0




44

Tabela 4 - Programas de eluicdo por gradiente avaliados.
(concluséao)

Programas
Programa e) Programa g)
Etapa Tempo, min KOH, mmol L Etapa Tempo, min  KOH, mmol L
1 7 1,0 1 7 1,0
2 10,8 20,0 2 10,8 20,0
3 11,9 1,0 3 11,9 1,0
4 12 8,0 4 16 15,0
5 16 15,0 5 20 17,0
6 20 17,0 6 22,8 45,0
7 22,8 45,0 7 25 17,0
8 25 17,0 8 29 20,0
9 29 20,0 9 38 60,0
10 38 60,0 10 45 60,0
11 45 60,0 11 46 1,0
12 46 1,0
Programa h)
Programa f) Etapa Tempo, min  KOH, mmol L*
Etapa Tempo, min KOH, mmol L 1 0 40,0
1 0 40,0 2 0,01 7,0
2 0,01 7,0 3 3 7,0
3 8 7,0 4 15 40,0
4 15 40,0 5 28 60,0
5 30 40,0 6 30 40,0

3.5.2.2 Avaliacao da temperatura do compartimento da coluna

A temperatura 6tima do compartimento da coluna na separacao por gradiente
de KOH (1 a 60 mmol L) foi investigada na vazéo de fase mével de 0,3 mL min.

Para estudo, foi utilizado o programa a) da Tabela 4.
3.5.2.3 Avaliacdo da vazao da fase movel
Foi avaliada a vazdo da fase mével nas condicbes anteriormente otimizadas,

sendo programa de eluicdo por gradiente de 1 a 60 mmol L* de KOH e temperatura

do compartimento da coluna em 35 °C.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a
determinacg&o da concentracao total de halogénios na saliva, a avaliacdo da estabilidade
de halogénios e suas espécies, a avaliacdo da filtracdo sobre a concentracdo de
halogénios e o estudo das condicbes cromatograficas para a andlise de especiacdo de
halogénios em diferentes sistemas cromatograficos. A avaliacdo dos resultados,
discussdo e selecdo de parametros foi baseada em testes estatisticos, para a
comparacdo de médias (teste t-student, com nivel de confianca de 95%). Ainda, para
avaliacdo das condi¢cbes cromatograficas, utilizou-se a comparacdo entre os picos
prezando por uma resolucdo adequada e buscando reprodutibilidade (tr ndo variando

mais de 5% entre as corridas).
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4.1 DOS DESAFIOS DAAMOSTRA

A coleta de amostra de saliva é considerada por muitos como simples, por ser
indolor, de baixo custo e relativamente facil, tendo em vista que o préprio individuo
pode realizar a mesma. Entretanto, cabe salientar, que apesar de ja existirem alguns
meétodos para coleta e armazenamento deste tipo de amostra, ainda ha uma série de
incertezas quanto a representatividade destes resultados, visto que as
caracteristicas dessa amostra podem ser alteradas por fatores exdégenos (LIMA et
al., 2010; NOVO et al., 2019).

Outro aspecto importante a ser mencionado é a quantidade amostrada, ja que
o individuo produz apenas cerca de 400 mL por dia e esta quantidade varia de um
individuo para outro. Normalmente, para diagnésticos, sdo coletados
aproximadamente 2 mL. Porém, ao se tratar de um desenvolvimento de método séo
necessarios, para compor o maximo de avaliacdes possiveis, um volume de amostra
de cerca de 300 mL (CHOJNOWSKA et al., 2018). Para isso, foram necessérias
coletas durante um periodo maior (12 h) e em alguns casos, mais de uma vez. Este
fato prejudica a homogeneidade da amostra e contribui para a presenca de material
particulado, com variabilidade da amostra até mesmo para um mesmo individuo.
Consequentemente, variacdes nos resultados obtidos podem ocorrer para amostras

de um mesmo individuo, em coletas distintas.

4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO TOTAL DE HALOGENIOS EM SALIVA

Considerando os recentes trabalhos desenvolvidos em preparo de amostra
para saliva humana, foi selecionado um método para preparo das amostras e
posterior determinacdo de Cl, Br e | total, sendo ele a dissolucado alcalina assistida
por micro-ondas. Esse método foi baseado no trabalho de Novo et al. conforme
descrito no item 3.4.2 Determinac&o da concentracdo total de halogénios em saliva.

As concentragfes sao mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Concentracao de Br, Cl e | em saliva por ICP-MS apés dissolucéo alcalina assistida por
micro-ondas (n = 3).

Concentracdo (mg L)

Amostra

Br Cl I
IN 2,80 £ 0,20 533+ 16 0,113 + 0,001
2N 8,91+ 0,22 610 + 24 0,616 + 0,024
3N 3,17 £ 0,03 495+ 6 0,362 + 0,007
4N 2,82 +0,04 712+7 0,184 + 0,003
5N 1,29+0,04 504 + 13 0,140 + 0,005
1S 2,61 +0,05 564 + 16 0,206 + 0,001

Pode-se perceber que os resultados obtidos por esse método sé&o
concordantes com os valores encontrados na literatura e tiveram pouca variabilidade
entre os individuos, com exce¢do da amostra 2N, onde o procedimento de
dissolucdo foi repetido e os resultados foram concordantes com o0s obtidos
anteriormente. Diante disso, esses resultados foram considerados como valores de
referéncia para a concentracgao total de Br, Cl e I.

Uma vez que a concentracdo de carbono dissolvido é de suma importancia
tanto para a determinacdo de halogénios por ICP-MS como também para a analise
de especiacéo por IC, ja que o carbono pode provocar interferéncias no plasma e na
separacdo cromatogréfica, esta determinacdo foi feita. Assim, as amostras
submetidas a dissolucao alcalina, bem como as amostras in natura, tiveram seu teor
de carbono determinado por ICP-OES conforme descrito no item 3.4.2 Determinacao
da concentracdo total de halogénios em saliva. Para as solu¢des resultantes da
dissolucéo alcalina, os valores obtidos foram de, aproximadamente, 80 mg L?. Com
base nos dados da literatura, considera-se que esses valores ndo contribuem para
possiveis interferéncias no momento da quantificacdo dos halogénios por ICP-MS.
No entanto, a concentracéo encontrada para as amostras in natura foi de, em média,
2000 mg L. Nesse caso, a concentracdo de C pode provocar uma série de
interferéncias durante a etapa de determinacéo, levando a obtengcdo de resultados
nao confiaveis. Dessa forma, a influéncia desse teor de carbono precisa ser
considerada para fins da determinacdo por ICP-MS, sendo recomendada uma
diluicdo de pelo menos 5 vezes, para que o teor de carbono seja inferior a 400 mg L

1, como sugerido na literatura (NOVO et al., 2019).
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4.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE HALOGENIOS

Para este estudo, amostras de saliva foram armazenadas a 4 °C em frascos
de polipropileno com tampa, previamente descontaminados. A amostra utilizada para
esta avaliacdo foi obtida através da juncdo de amostras dos voluntarios, coletada
especificamente para esta finalidade. A concentracédo de CI, Br e | foi determinada
por ICP-MS em um intervalo de O a 15 dias em dias consecutivos e de 15 a 90 dias,
a cada 10 dias. Os resultados obtidos no primeiro dia foram considerados como
sendo dia 0 para todos os elementos.

Os valores da concentragdo de CI, Br e | obtidos no intervalo de tempo
avaliado estdo mostrados na Figura 3 para a amostra in natura e para a amostra em
meio alcalino. A concentracao de F foi determinada por ISE, durante 8 dias. Como as
concentragdes de fllor na saliva apresentaram-se abaixo do LQ (0,5 mg L) por ISE,
o estudo de estabilidade para este elemento foi descontinuado apds 8 dias, nao

podendo afirmar se as amostras se mantiveram estaveis durante o periodo avaliado.
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Figura 3 - Concentracdo de a) Cl; b) Br e; c) | em saliva humana em (—) meio alcalino e (—) in
natura.
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Como podem ser observadas na Figura 3, as concentraces de Cl, Br e | nas
amostras em meio alcalino e aquoso com 90 dias de armazenamento nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos valores de referéncia
(quantificagdo no dia de coleta, dia "zero”). Pode-se considerar, com base nesse
estudo, que a concentragdo de Cl, Br e | na saliva € estavel até, pelo menos 90 dias,
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nao sendo necessario armazenamento em meio alcalino. Alguns estudos ja séo
relatados na literatura para halogénios em digeridos. Por exemplo, Picoloto e
colaboradores, observaram perdas de | em digeridos de leite em p6 apdés MIC para
15 dias de armazenamento, em agua e em NHz diluido (10 mmol L) (PICOLOTO et
al., 2015). Porém, cabe salientar, quando comparado a saliva, este € um caso
bastante diferente, uma vez que a MIC elimina a matriz, e consequentemente, 0s
efeitos que poderiam ser causados pelos constituintes da amostra sdo diminuidos.
Assim, para determinagdo de Cl, Br e |, as solu¢gbes podem permanecer
armazenadas sob refrigeracdo por até 90 dias. Em alguns casos e levando em
consideracdo a saliva como material de diagnostico, € recomendada a estocagem
(sob refrigeracdo) de no maximo 7 dias. Porém, considerando-se a concentracdo
total de halogénios, ndo € necessaria essa restricdo (CHOJNOWSKA et al., 2018).

4.4 AVALIACAO DO PROCEDIMENTO DE FILTRACAO SOBRE A
CONCENTRACAO DE HALOGENIOS EM SOLUCAO

Visto que a etapa de filtracdo se trata de um procedimento comumente
adotado para a cromatografia, principalmente quando se trata de amostras liquidas,
foram avaliados diferentes membranas de filtracdo, com porosidades variadas. Este
estudo foi feito pois ndo ha relatos similares, para o comportamento dos halogénios
ou de suas espécies. Foram utilizados sete tipos de membranas de filtracdo e os
resultados obtidos para saliva humana e para a solucao de referéncia multiespécies,
estdo mostrados na Figura 4, vale ressaltar que a determinacéao foi feita por ICP-MS,
dessa forma, os valores de referéncia representam o somatério das espécies
presentes na solucao. Cabe destacar que para esta avaliacdo foi necessaria diluicdo
prévia da amostra de saliva para diminuir a viscosidade e permitir a passagem pelo
filtro. Além disso, ndo foi possivel realizar tal avaliagdo em filtros que possuiam
didmetros de 13 mm (PTFE @ 0,45 pym, PVDF g 0,45 pm e MCE @ 0,45 pm).



Figura 4 - Concentragdo de (—) cloro, (—) bromo e (—) iodo apds filtracao de saliva ou de solugéo de referéncia (500 pg L1). Determinagdes feitas por ICP-
MS, n = 2. * filtrados néo obtidos.
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Como pode ser observado na Figura 4, o uso de uma etapa de filtracéo,
normalmente utilizada no pré-tratamento em meétodos envolvendo a cromatografia,
nao apresentou efeito sobre a concentragéo total de Cl e Br . Os resultados obtidos
para a amostra de saliva que passou por etapa de filtracdo foram concordantes com
os valores de referéncia para todas as membranas (em algumas situaces foi
observada contaminacdo para Cl). No caso de I, resultados subestimados foram
obtidos quando a filtracdo foi usada. A solucdo multiespécies ndo apresentou
diferenca em relacéo aos valores de referéncia para todas as membranas.

ApoOs a avaliacao utilizando a ICP-MS, os mesmos filtrados foram injetados no
“Sistema IC 2”, com o0 objetivo de investigar o0 comportamento dessas espécies ap0s
a filtracdo, uma vez que também ndo foram encontrados estudos semelhantes na
literatura. A Figura 5 mostra os cromatogramas para a solucdo de referéncia
multiespécies e para a amostra de saliva néo filtrada, como também para a solugéo

multiespécies e para a saliva filtradas.
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Figura 5 - Cromatogramas para a) solu¢é@o de referéncia sem filtracdo b) saliva sem filtragdo, diluida
500 vezes c) solucdo de referéncia multiespécies (500 ug L?) filtrada e; d) saliva humana
filtrada, diluida 1000 vezes, obtidos pelo “Sistema IC 2" utilizando gradiente de KOH, na
vazao de 0,3 mL min? e temperatura de 35 °C no compartimento da coluna (Dionex™
lonPac™ AS11-HC-4um) e deteccdo por condutividade. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 -
acido férmico 4 - bromato 5 - cloreto 6 - nitrito 7 - brometo 8 - nitrato 9 - clorato +

perclorato 10 - carbonato 11 - sulfato 12- iodeto * - fosfato.
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Como se pode observar na Figura 5, ha um pico pronunciado (*) que é
possivel tratar-se de fosfato, uma vez que ha relatos de uma variedade de
eletrdlitos, incluindo essa espécie (HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001; KIGNEL,
2013). Isto foi confirmado através da injecdo de uma solucéo de referéncia contendo
anions (incluindo fosfato) como pode ser observado na Figura 5b e Figura 5d.

Tal como os resultados obtidos para concentracédo total dos halogénios, o0s
perfis cromatograficos dos filtrados de saliva humana, bem como da solugédo
permaneceram oS mesmos, demonstrando assim, a compatibilidade e adequacéo
dos filtros para posterior andlise de especiacdo de halogénios utilizando IC. Cabe

ressaltar, que apds o procedimento, os filtrados foram mantidos sob refrigeracéo.

45 OTIMIZACAO DO METODO CROMATOGRAFICO PARA ANALISE
ESPECIACAO DE HALOGENIOS EM SALIVA

Os parametros cromatograficos para a andlise de especiacdo de halogénios
por IC foram avaliados com uma solucdo de referéncia contendo 250 ou 500 ug L*
de cada ion halogenado ou outro comumente observado em saliva, sendo estes: F,
Cl, Br, I, ClOs, BrOs, 103, ClO4, NO2, NOsz, C2H302 e SO4%. Estas solugbes
foram preparadas semanalmente, a partir da solucdo estoque contendo 1 g L de
cada composto e armazenadas em geladeira. Como condi¢des iniciais foram

utilizados os parametros recomendados pelos fabricantes.

4.5.1 Avaliacao do “Sistema IC 1”

4.5.1.1 Avaliacdo de parametros de separagédo com a coluna Metrosep A Supp 7

Para a coluna Metrosep A Supp 7, utilizando as condi¢cdes recomendadas
pelo fabricante, foi obtido o cromatograma apresentado na Figura 6. A concentracao
da fase moével foi de 3,6 mmol L't de Na2COgs, a vazdo da fase mével foi de 0,8 mL
min! e a temperatura do compartimento da coluna foi mantida em 45 °C
(METROHM, 2016).
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Figura 6 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 17, para uma solugédo de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,6 mmol L1 de Na2COz como fase movel, na vazédo de 0,8 mL min-!
e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 7). 1 - fluoreto +
iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - brometo 7 - clorato + perclorato
8 - nitrato 9 - sulfato 10 - iodeto.
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Como pode-se observar, as condicbes recomendadas pelo fabricante né&o
foram adequadas para a separacdo das espécies de interesse, uma vez que foram
adicionados 12 compostos e somente 10 picos foram identificados. Pode-se
observar que ha uma coeluicdo no tempo de retencdo (tr) de aproximadamente 15
min.

Foi possivel constatar (Figura 7) que os anions F~ e 103 estdo coeluidos no tr
= 6,1 min (destaque na Figura 7a) e que Br-, ClOs e ClO4 estéo coeluindo no tr = 16

min (destaque na Figura 7b).



Figura 7 - Cromatogramas obtidos pelo “Sistema IC 17, para uma solucédo de referéncia multiespécies (250 pg L) utilizando 3,6 mmol L-* de Na2COz como
fase movel, na vazéo de 0,8 mL min! e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 7). a) cromatograma sobreposto de
F- e 103 b) cromatograma sobreposto de Br-, ClOz e ClO4-.
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Ao utilizar as condicbes recomendadas pelo fabricante, foi observada uma
separacao que nao foi eficiente para todos os analitos. Como pode se observar nos
destaques da Figura 7, ndo foi possivel obter resolucdo adequada para fluoreto e
iodato (Figura 7a) e para brometo, clorato e perclorato (Figura 7b).

Na tentativa de melhorar a separacdo, foi avaliada a fase movel com
concentracdo maior de Na2COzs (7,2 mmol L?). Este cromatograma é mostrado na
Figura 8, em que € possivel ver que o aumento da concentragdo nao foi capaz de
promover a separacdo com resolucdo adequada, reduzindo somente os tr das
espécies. Ainda, como é observado na Figura 8, ndo foi possivel identificar o pico de

sulfato nessas condicodes.

Figura 8 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 1” para uma solugéo de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 7,2 mmol Lt de Na:COs como fase mdvel, na vazdo de
0,8 mL mint e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 7).
1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - brometo 7 - clorato +
perclorato 8 - nitrato 9 - iodeto.
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Para melhorar a separacédo, foram avaliados os parametros cromatograficos,
tais como a vazao da fase mdvel, o uso de modificadores na fase mével, bem como

sua composigao.

4.5.1.2 Avaliacdo da vazéo da fase movel

Uma vez que nao foi possivel a separacdo de algumas espécies nas
condi¢cdes recomendadas, o primeiro parametro investigado foi a vazao da fase
movel (3,6 mmol L de Na2COs). Dessa forma, foram avaliadas vazdes distintas de
0,8 mL min! buscando melhorar esta separacéo, principalmente, para resolver os

picos em tr de aproximadamente 16 min. As vazdes investigadas foram de 0,6, 0,7 e
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0,8 mL min, as quais foram selecionadas levando em conta os parametros limite do

equipamento. A Figura 9 apresenta os cromatogramas para cada vazao.

Figura 9 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 17, para uma solugédo de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,6 mmol Lt de Na2CO3z como fase moével e temperatura de 45 °C
no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 7). a) 0,6 mL min* b) 0,7 mL min-t c) 0,8
mL mint. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito
6 - brometo 7 - clorato + perclorato 8 - nitrato 9 - sulfato 10 - iodeto.
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De acordo com os cromatogramas obtidos, as vazles utilizadas néo
promoveram a separacdo com a resolucdo necessaria, principalmente no caso de
fluoreto e iodato e de brometo, clorato e perclorato. Além disso, vazGes menores

aumentaram o tr do iodeto, o que impossibilitou a identificacdo do mesmo neste
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tempo de corrida selecionado (46 min). Dessa forma, foi investigado o uso de um

modificador.

4.5.1.3 Avaliacdo da composicao da fase movel

Buscando melhorar a separacao, foram avaliadas proporcdes diferentes do
tampao carbonato/bicarbonato, como também concentracdes variadas de Na2COs.
Entéo foi investigado o uso de 1,4 mmol L' Na2COs e 5 mmol L' NaHCOs, proposta
pelo fabricante para oxianions, acidos organicos e outros anions (METROHM, 2016).

A Figura 10 traz o cromatograma obtido para esta condicéao.

Figura 10 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 1”7, para uma solucdo de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 1,4 mmol Lt de Na2COs e 5 mmol L't NaHCOs como fase movel,
na vazao de 0,8 mL mint e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep
A Supp 7). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - brometo
7 - clorato + perclorato 8 - nitrato 9 - sulfato 10 - iodeto.
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Como é possivel observar na Figura 10, ndo foi melhorada a separacédo das
espécies e, ainda, houve o aumento no tr dos Ultimos picos (SO4% e I) quando
comparado com a fase mével anterior (3,6 mmol L* de Na2COs). Na sequéncia foi
investigada outra fase moével, o tampéo 3,2 mmol L' Na2COs e 1 mmol L't NaHCOs,
fase moével comumente utilizada para determinagéao de anions em agua (METROHM,
2016). A Figura 11 mostra o cromatograma obtido.
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Figura 11 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 17, para uma solugao de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,2 mmol L1 de Na2CO3z e 1 mmol Lt NaHCOs como fase mével, na
vazdo de 0,8 mL min't e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A
Supp 7). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - brometo
7 - sulfato.
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Como pode ser observado no cromatograma acima, a separacdo nessas
condicBes foi ineficiente, promovendo inclusive a coeluicdo de espécies antes nao
coeluidas, como por exemplo, o nitrato. Nesta condigcdo houve um atraso em todos
0s tr das espécies, consequentemente a coeluicdo de varios ions, onde s6 se pode
identificar sete picos, dentre 12 espécies investigadas. Cabe destacar que esta
condicdo aumentou o tr para iodeto, sendo impossivel observar seu pico neste
tempo de corrida (46 min).

Uma vez que néo foi possivel a separacdo dos anions F e 1037, bem como de
Br, ClOs3 e ClOg4, foi investigado o uso de um modificador orgénico juntamente com
a fase mével, uma vez que a composicao da coluna possibilita o uso de solventes.
Com base nas aplicagdes do fabricante, foi utilizada acetona, na concentracdo de
2% na fase moével (3,6 mmol L' Na2COs). Na Figura 12, estd apresentado o

cromatograma para esta separacao.
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Figura 12 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 1”7, para uma solugéo de referéncia multiespécies
(250 pg L), utilizando modificador na fase movel (3,6 mmol L1 de Na2COs com 2%
acetona), na vazao de 0,8 mL min! e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna
(Metrosep A Supp 7). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito
6 - brometo 7 - clorato + perclorato 8 - nitrato 9 - sulfato 10 - iodeto.

Condutividade, pS cm’
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Alguns trabalhos trazem que o efeito do uso de solventes sobre a separacao
cromatografica € similar ao efeito de temperaturas mais elevadas, ou seja, aumenta
a transferéncia de massa entre a fase estacionaria e o eluente (LANCAS, 2012). Foi
possivel observar redugdes no tr, principalmente de brometo, clorato e perclorato,
como também de iodeto, ao se comparar com a Figura 7, que faz uso da mesma
fase movel, porém sem o uso de modificador organico. Contudo, o uso de
modificador organico (acetona), ndo melhorou a separacdo dos compostos e seu
uso foi descontinuado.

Como pode-se observar, ndo foi possivel encontrar uma condicdo para
identificacdo e quantificacdo das espécies de halogénios, considerando ao menos as
8 espécies inseridas nesse estudo (fluoreto, cloreto, clorato, perclorato, brometo,
bromato, iodeto e iodato), além de outros &anions concomitantes da matriz,
propositalmente inseridas nas avaliacbes. Mesmo buscando variar as condicdes
cromatograficas, em alguns casos houve a sobreposicdo de picos, que nas
condi¢cbes recomendadas, ndo ocorria. Além disso, houve alteracdo nos tempos de
retencdo de cada composto. Isso se deve a alteracdo do equilibrio gerado entre a
fase moével e os sitios ativos do preenchimento da coluna (METROHM, 2016;
NESTERENKO e PAULL, 2017).

Tendo em vista que as avaliacdes feitas nesta coluna (Metrosep A Supp 7) ndo
foram suficientes para promover a separacdo dos compostos desejados, partiu-se,

entdo, para avaliacdes em outra coluna.
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4.5.1.4 Avaliacao de coluna de separacao alternativa

A coluna Metrosep A Supp 5 normalmente é utilizada para identificacdo de
anions inorganicos e pequenos anions organicos. Esta coluna € sugerida na EPA
218.7 (determinacdo de cromo hexavalente), na EPA 317.0 (determinacdo de
subprodutos de desinfeccao de oxihalogenetos inorganicos em agua potavel) e com
maior énfase na DIN EM ISO 10304-1 para avaliacgdo da qualidade da &agua
(determinacdo de anions dissolvidos - F-, CI, NO2, o-fosfato, Br, NOz e SO4%).
Diante destas aplicacdes, a coluna Metrosep A Supp 5 foi escolhida para ser
avaliada na separacao das espécies investigadas neste trabalho.

Inicialmente foram utilizadas condigcbes recomendadas pelo fabricante, como
concentracdo da fase moével sendo 3,2 mmol Lt Na2CO3 e 1 mmol L1 NaHCOs,
vazdo de fase mével de 0,7 mL min? e temperatura do compartimento da coluna de
30 °C (METROHM, 2016). Na Figura 13 estd o cromatograma obtido nessas
condi¢des sugeridas.

Figura 13 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 1” para uma solucdo de referéncia multiespécies
(500 pg L) utilizando 3,2 mmol Lt de Na2COs e 1 mmol L't NaHCOs como fase mével,
na vazao de 0,7 mL min-! e temperatura de 30 °C no compartimento da coluna (Metrosep
A Supp 5). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - clorato +
perclorato 7 - brometo 8 - nitrato 9 - sulfato 10 - iodeto.
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Como pode-se ver na Figura 13, houve uma sobreposicdo parcial dos
compostos clorato, perclorato e brometo (picos 6 e 7), assim como acontecia com a
outra coluna (Metrosep A Supp 7). Diante disso, foi avaliado o uso da fase movel
recomendada pelo fabricante para a coluna Metrosep A Supp 7, bem como da
temperatura do compartimento da coluna recomendada na outra situacdo. O

cromatograma obtido nesta avaliagéo é apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 1” para uma solugao de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,6 mmol L de Na2COs como fase moével, na vazdo de
0,7 mL min! e temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 5).
1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - clorato + perclorato +
brometo 7 - nitrato 8 - sulfato 9 - iodeto.
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A avaliagdo do perfil cromatografico da solugdo multiespécies permite
observar que a condicdo empregada (3,6 mmol L' Na:COs e 45° C) néo
proporcionou a separacao dos compostos desejados. Como € possivel observar,
houve a sobreposicdo de picos, como brometo, clorato e perclorato, ou seja,
dificultou-se ainda mais a separacdo em comparacdo com a fase moével
anteriormente investigada. Além disso, os tr foram reduzidos, o que seria uma

vantagem se nao houvesse coeluicao.

4.5.1.5 Avaliacédo da vazao da fase movel

Buscando melhorias, foram avaliadas diferentes vazdes da fase modvel,

recomendada como pode-se observar nos cromatogramas da Figura 15.
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Figura 15 - Cromatogramas obtido pelo “Sistema IC 1” para uma solug¢ao de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,6 mmol Lt de Na2COs como fase movel em diferentes vazdes e
temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 5) a) 0,4 mL min- b)
0,5 mL mint ¢) 0,6 mL min-* d) 0,7 mL min-1. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4
- cloreto 5 - nitrito 6 - clorato + perclorato + brometo 7 - nitrato 8 - sulfato 9 - iodeto.
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Avaliacdes com vazdes inferiores ndo foram possiveis de serem realizadas,
pois o sistema atingiu a pressdo minima estabelecida pelo fabricante. Assim, como
mostrado na Figura 15, a separacado de brometo do par clorato-perclorato néo foi
atingida, bem como a separacao de fluoreto de iodato. Ainda, na vazdo de 0,4 mL

min? (Figura 15a) ndo foi possivel identificar o pico de iodeto ja que houve um
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aumento no tr desta espécie. Dessa forma, foi admitida a vazdo de 0,7 mL min-t

para as avaliacdes seguintes.

4.5.1.6 Avaliacdo da temperatura do compartimento da coluna

A fim de melhorar a separagéo dos compostos, foi avaliada a influéncia da
temperatura do compartimento da coluna. A Figura 16 traz os cromatogramas

obtidos nessa avaliacéo.
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos pelo “Sistema IC 1” para uma solugdo de referéncia multiespécies
(250 pg L) utilizando 3,6 mmol Lt de Na2COs como fase movel, na vazdo de 0,7 mL min para
diferentes temperaturas do compartimento da coluna (Metrosep A Supp 5). a) 30 °C, b) 35 °C, c¢) 40
°C, d) 45 °C. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato 4 - cloreto 5 - nitrito 6 - clorato + perclorato +
brometo 7 - nitrato 8 - sulfato 9 - iodeto.
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Cabe salientar que nao foi possivel a avaliacdo em temperaturas mais baixas,
pois a coluna atingiu a pressdo maxima estabelecida pelo fabricante (15 MPa).
Como pode ser visto, a variagdo da temperatura ndo possibilitou a separacdo de

todas as espécies.
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Apoés todas essas avaliacbes, pode-se afirmar que o “Sistema IC 1” nado
promoveu a separacdo das espécies desejadas, inviabilizando a analise de
especiacdo com deteccao e quantificacao.

A melhor separacdo alcancada com esse sistema foi com a seguinte
condicéo: fase mével composta por 3,6 mmol Lt Na2COs, vazdo de 0,8 mL min?t e
temperatura de compartimento de coluna em 45 °C, utilizando a coluna Metrosep A
Supp 7. Foi possivel separar apenas 10 espécies, sendo que continuaram coeluindo
fluoreto e iodato (tr de aproximadamente 6 min) e brometo, clorato e perclorato (tr
de aproximadamente 13 min) (Figura 13). Acredita-se que tal fato se deve a
semelhanca de comportamento entre as espécies e ao programa de eluicdo no
modo isocratico, que é a unica forma possivel para este sistema. Apesar de
existirem trabalhos na literatura com identificacdo de espécies em saliva utilizando
esse sistema, cabe ressaltar que somente as espécies F, ClI- e Br foram relatadas
(CHEN et al, 2015; CHEN, DARVELL e LEUNG, 2004, DEMKOWSKA,
POLKOWSKA e NAMIESNIK, 2008; PARK et al., 2014).

Apls as avaliacOes feitas, a amostra de saliva foi injetada a fim de se
conhecer as espécies presentes. Cabe salientar que para isso, foi utilizada a saliva
in natura e foi feita uma diluicdo consideravel (400 vezes) com o intuito de diminuir
os efeitos da matriz e ndo provocar a saturacdo no sistema. A Figura 17 mostra o

cromatograma obtido.

Figura 17 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 17, para amostra de saliva diluida 400 vezes
utilizando 3,6 mmol L? de Na.COs como fase movel, na vazao de 0,8 mL min?t e
temperatura de 45 °C no compartimento da coluna (Metrosep A Supp 7). 1 - acetato 2 -
cloreto 3 - sulfato * - fosfato.
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Assim como realizado para a avaliagdo de membranas, 0os picos foram

confirmados através da injecdo de uma solucdo de referéncia contendo os anions.
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Ainda, no caso de cloreto, foi feita uma fortificacdo somente desta espécie e essa foi
confirmada. Como pode-se observar na Figura 17, hd uma alta concentracdo de CI-,
como ja é relatado na literatura, bem como de fosfato, mencionado anteriormente
(HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001; KIGNEL, 2013).

Diante disso, foi avaliado o uso do “Sistema IC 2”, que permite a utilizacdo do
modo de eluicdo por gradiente, além de dispor de um detector do tipo MS, o0 que

abre a possibilidade de desenvolvimento de métodos robustos

4.5.2 Avaliacao das condi¢fes cromatograficas no “Sistema IC 2”

A seletividade da fase movel pode ser alterada, para compostos ionizaveis,
por meio de mudancas no pH e pela forga ibnica. Por isso, um dos beneficios ao se
trabalhar com eluicdo por gradiente, € que com as alteragcdes na concentracdo do
eluente ha, também, alteracdes na forca idnica. A forca idnica auxilia em uma elui¢édo
mais lenta ou mais rapida das substancias. Reduzindo a for¢a ibnica, a competicdo
pelos grupos carregados do trocador é minima e as substancias séo ligadas
fortemente a ele. Aumentando a forca idnica, aumenta-se a competicao e reduz-se a
interacdo entre o grupo trocador (-N*R2R'OH, neste caso) e as espécies (CASS e
CASSIANO, 2015; COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006). A coluna AS11-HC-4pm é
aplicada para separagdo de anions inorganicos e alguns acidos organicos,
comumente em matrizes aquosas, mas também em bebidas (sucos) (THERMO,
2013).

Em um primeiro momento, também para este sistema, foram utilizadas as
condicbes recomendadas pelo fabricante (THERMO, 2013). Desse modo, foram
empregados o gradiente de KOH (1 a 60 mmol L?), vazéo de fase mével em 0,3 mL
min' e temperatura de 30 °C no compartimento de coluna, conforme descrito no
item 3.5.2 Avaliagao do “Sistema IC 2”. Na Figura 18 esta mostrado o cromatograma

obtido nessas condicoes.
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Figura 18 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 2” para uma solugdo de referéncia multiespécies
(500 pg L) utilizando gradiente de KOH (1 a 60 mmol L) na vazéo de 0,3 mL min- e 30
°C no compartimento da coluna). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - bromato
4 - cloreto 5 - nitrito 6 - brometo 7 - nitrato 8 - clorato + perclorato + carbonato 9 - sulfato

10 - iodeto.
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Como é possivel observar, as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante, neste
tipo de coluna, ndo foram suficientes para promover a separacao das espécies
desejadas. Ainda, no tr de 15 min observou-se a sobreposi¢cdo dos ions clorato,
perclorato e carbonato, o que agrega uma dificuldade nas separacdes empregando
esse sistema de geracao de eluente, uma vez que carbonato estd sempre presente
na agua e sua eliminacéo € dificil. Vale ressaltar que neste sistema, o carbonato
esta presente pois faz se uso de uma fase mével de KOH, gerada eletroliticamente
apenas com a adicao de agua, diferentemente do “Sistema IC 1” que usa fase movel
com carbonato (Na2COs e NaHCOs3) mas utiliza-se supressédo de sinal, com uma
supressora de CO2. Uma vantagem do “Sistema IC 2” em relagdo ao “Sistema IC 1”
€ que ja nessas condi¢des iniciais se tem a separacdo do ion brometo do par
clorato-perclorato. Isso provavelmente se deve ao uso da eluicdo no modo
gradiente, promovendo assim, com concentracdes crescentes de KOH, a separacao

destes anions.

4.5.2.1 Avaliacdo de programas de eluicdo por gradiente

Diante dos resultados, foram investigados distintos gradientes de KOH,
seguindo sugestdes do fabricante ou com base em trabalhos encontrados na
literatura (JACKSON et al., 2000; LU et al., 2002; THERMO, 2013; THERMO, 2015).
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Na Figura 19, tem-se um apanhado dos cromatogramas para 0s gradientes
investigados, demonstrando, todavia, a separacdo nao eficiente das espécies de

interesse em todas as separacoes.



Figura 19 - Cromatogramas obtidos pelo “Sistema IC 2” para uma solugao de referéncia multiespécies (500 ug L) utilizando diferentes programas de eluigéo
com gradiente de KOH com vazéo de fase mével de 0,3 mL min! e temperatura de 30 °C no compartimento da coluna (Dionex™ lonPac™ AS11-
HC-4um). 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - acido férmico 4 - bromato 5 - cloreto 6 - nitrito 7 - brometo 8 - nitrato 9 - clorato + perclorato 10 -
carbonato 11 - sulfato 12 - iodeto.
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Considerando que estavam presentes 12 espécies, com excecao de
carbonato, é possivel observar que os diferentes programas para o gradiente de
KOH n&o promoveram a separacdo de todas elas. Em alguns casos houve uma
piora na separagdo de alguns picos cromatogréaficos (ex. Figura 199 e Figura 19h).
Em outros, houve reducdo na capacidade de eluicdo e os picos apresentaram

aumento no tr (ex. Figura 19d).

4.5.2.2 Avaliagdo da temperatura do compartimento da coluna e da vazao da fase

movel

Na busca por uma condicdo cromatografica adequada, foi selecionado o
programa de eluicdo que resultava na melhor separacdo para uma avaliacdo da
influéncia da temperatura do compartimento da coluna e da vazado de eluente. As
temperaturas e vazbes selecionadas para o estudo foram limitadas pelas as
especificacdes da coluna e também visando aplica¢6es futuras utilizando o detector
por MS. Na Figura 20, estdo dispostos 0os cromatogramas obtidos para a avaliacdo
da temperatura do compartimento da coluna, utilizando o programa “a” da Tabela 4

(cromatograma da Figura 20a).



Figura 20 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 2” para uma solugéo de referéncia multiespécies (500 ug L) utilizando gradiente de KOH e vazao de fase
mével de 0,3 mL min' para diferentes temperaturas do compartimento da coluna (Dionex™ lonPac™ AS11-HC-4um). a) 20 °C b) 25 °C c) 30 °C
d) 35 °C e) 40 °C f) 45 °C. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - acido féormico 4 - bromato 5 - cloreto 6 - nitrito 7 - brometo 8 - nitrato 9 - clorato +
perclorato 10 - carbonato 11 - sulfato 12 - iodeto.

Condutividade, uS cm-!

3,5

1

9+10 +11

oo

5
N 6 a)
78
2 t ﬂ AJ\_A b
A /
1 5
6 8 9+10
4 7 11 b)
2 12
i 3 A A A
|
||| 4 ? 7::'2'10 11 c)
’ ] 'r
“ 2 3 J{ J|| Jq f'l Jl X J”\ 1% = o
o I
9
6 10
4 78 1 d)
2 12
n 3 ““ A A
1 5
6 9
| | 10
4 I 8 e)
| 3 B! i | W 12
LLA 4 L S =
1
6 9 f)
4 78 10
J\f t Al A 12
50 75 100 125 150 17s 20 2s 50 75 300 s 4a0 a2s 0 s 500
Tempo, min

73



74

O controle de temperatura tem-se mostrado importante para otimizacdes
cromatograficas, uma vez que estudos anteriores mostraram a melhora de eficiéncia
na separagdo com o incremento da temperatura (LANCAS, 2012). Em temperaturas
mais elevadas, a viscosidade é reduzida e a velocidade de difusdo aumenta,
fazendo com que a velocidade de troca de ions seja aumentada e com ela a
eficiéncia. Dessa forma, com base nos cromatogramas obtidos nesta avaliacdo a
temperatura de 35 °C (Figura 20d) foi escolhida para os proximos experimentos,
visto que houve a separacao de clorato e perclorato do carbonato. Além disso, 0s tr
foram relativamente menores, onde o Ultimo pico, iodeto, é identificado em
aproximadamente 40 min. Por outro lado, esta avaliagdo ainda ndo solucionou a
separacao de fluoreto e iodato no tr de, aproximadamente, 10 min.

A seguir, foi feita a avaliagdo da vazéo da fase movel e a Figura 21 mostra o

perfil cromatogréafico com vazdes distintas.



Figura 21 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 2” para uma solugao de referéncia multiespécies (500 ug L) utilizando gradiente de KOH em diferentes
vazbes e temperatura de 35 °C no compartimento da coluna (Dionex™ lonPac™ AS11-HC-4um). a) 0,15 mL min? b) 0,20 mL min!
¢) 0,25 mL min-t d) 0,30 mL mint e) 0,35 mL min? f) 0,40 mL min-t. 1 - fluoreto + iodato 2 - acetato 3 - acido formico 4 - bromato 5 - cloreto
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Como é possivel observar, a variacdo da vazdo também nao proporcionou a
separacdo completa das espécies desejadas, permanecendo a coeluicdo em tr de
aproximadamente 9 min (F e 103) e em tr de aproximadamente 23 min (ClOs e
ClOy). Assim, foi mantida a vazéo de 0,3 mL min-.

Assim, com a selec¢do da vazédo de eluente mais adequada (0,3 mL min) e de
temperatura do compartimento da coluna em 35 °C foi feita a injecdo da solucéo
multiespécies nessas condi¢des (Figura 22) que resultou na melhor separacao (35
°C) para o “Sistema IC 2”.

Figura 22 - Cromatograma obtido pelo “Sistema IC 2” para uma solugao de referéncia multiespécies
(500 pg L) utilizando gradiente de KOH, na vazao de 0,3 mL min! e temperatura de 35
°C no compartimento de coluna (Dionex™ lonPac™ AS11-HC-4um). 1 - fluoreto + iodato
2 - acetato 3 - &cido férmico 4 - bromato 5 - cloreto 6 - nitrito 7- brometo 8 - nitrato 9 -
clorato + perclorato 10 - carbonato 11 - sulfato 12 - iodeto.
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Como pode ser observado, houve uma melhora na separacdo das espécies
em relacdo ao par clorato-perclorato do pico de carbonato. Além disso, tem-se uma
separacdo em que as duas espécies cloradas (clorato + perclorato) ndo coeluem
com o brometo, como acontecia no “Sistema IC 1” (Figura 6). No entanto, ainda ha a
sobreposicao das espécies fluoreto e iodato, bem como de clorato e perclorato. Apos
todas essas avaliacdes, esta foi a condicdo cromatografica onde se obteve a melhor
separacao diante do detector utilizado. Cabe salientar que neste sistema nao foi
possivel o uso de modificador organico na fase movel, devido a utlizacdo de
cartuchos para geracao eletrolitica do préprio eluente. Assim, a melhoria do método
nesse sistema exige, obrigatoriamente, a avaliacdo e otimizacédo do detector MS, o

gue esteve presente dentre os objetivos deste trabalho, mas néo pode ser finalizado
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em funcdo da parada para manutencédo do equipamento que apresentou defeitos e

se tornou inoperante ao longo do mestrado e até seu término.

4.5.6 Andlise de especiacédo de halogénios em saliva por IC

Na Tabela 6 estdo sendo comparados alguns parametros nos dois sistemas
investigados. Considerando o “Sistema IC 17, as espécies F-, 1037, Br, ClOs e ClO4
permaneceram coeluindo e dessa forma esses parametros nao foram apresentados,
bem como para as espécies F-, 1037, ClOs e ClO4 no “Sistema IC 2”. Os limites de
deteccao (LDs) e quantificacao (LQs) foram calculados a partir da equacédo da reta e

0S seus erros relacionados.



Tabela 6 - Avaliacdo de parametros cromatograficos para o “Sistema IC 1” e “Sistema IC 2.

o Faixa linear “Sistema IC 1” “Sistema IC 2”
Espécie ug Lt ’ Equacéo linear, LD, LQ, Equacdo linear, LD, LQ,
y=ax+b(r) pg L+ pg Lt y =ax +b(r) pgLt pglLt
5-100 y = 0,0008x + 0,0005 2,2 7,3 y = 0,0004x + 0,0014 4,9 16
(0,9999) (0,9993)
Cr 100 — 1000 y = 0,0010x - 0,0302 28 94 y = 0,0004x - 0,0031 54 179
(0,9998) (0,9993)
1000 - 10000 vy =0,0011x - 0,1753 54 179 y = 0,0004x + 0,0277 231 770
(1,0000) (0,9999)
- - - y = 0,0002x - 0,00003 1,2 4,1
> - 100 (1,0000)
B 100 — 1000 - - - y = 0,0002x - 0,0029 41 137
(0,9996)
1000 — 10000 - - - y = 0,0002x + 0,0048 206 685
(0,9999)
5-100 y = 0,0003x + 0,00002 0,4 1,3 y = 0,0001x - 0,00002 15 4,9
(1,0000) (0,9999)
BrOs 100 — 1000 y = 0,0004x - 0,0119 33,1 110 y = 0,0002x - 0,0033 48,2 161
(0,9997) (0,9994)
1000 — 10000 vy =0,0004x - 0,0769 231,3 771 y = 0,0002x + 0,0088 2995 998
(0,9999) (0,9999)
5-100 Faixa néo linear - - Faixa néao linear - -
100 — 1000 y = 0,0002x - 0,0044 17,1 57 y = 0,0001x - 0,0017 11,1 40
I (0,9999) (1,0000)
1000 - 10000 vy =0,0003x -0,1170 313,4 1045 y = 0,0001x + 0,0051 177,1 590

(0,9999)

(1,0000)
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Como é possivel observar, foi possivel a calibracdo das espécies CI, Br,
BrOs e I. E possivel afirmar que a maioria das espécies investigadas apresentam
uma ampla faixa linear, em ambos os sistemas, viabilizando a andlise de especiacao
em amostras que apresentam alta concentracdo dessas espécies, bem como para
concentracfes mais baixas. Ao se tratar do coeficiente de correlagéo (r), as espécies
apresentaram um intervalo de 0,9994 a 1,000, o que indica uma boa reposta linear
para faixa de concentragdo avaliada, estando de acordo com a literatura (ANVISA,
2004; LANCAS, 2016). Vale salientar que a calibragdo do equipamento para as
demais espécies foi possivel, porém com o uso de solucbes especificas de cada
espécie. Entretanto, como apresentam separacdo inadequada, sua inclusdo no
método néo foi considerada.

Em geral, o “Sistema IC 1” possibilitou LQs mais baixos que o “Sistema IC 27,
como por exemplo para Cl-, que foram de 7,3 e 16 ug L, respectivamente. Porém,
para iodeto foi observado o inverso, sendo que no “Sistema IC 2” o LQ obtido é
menor (40 pg L) do que no “Sistema IC 1” (57 ug L™Y).

A partir do método desenvolvido, foi feita a injecdo da amostra de saliva no
“Sistema IC 27, para a quantificacdo das espécies presentes. Na Tabela 7 estdo
apresentados os resultados para as espécies segundo o “Sistema IC 2” e para a
concentracdo total, por ICP-MS e na Figura 23 esta mostrado o cromatograma
obtido.

Tabela 7 - Resultados para espécies halogenadas em saliva humana por IC ("Sistema IC 2") e para o
teor total de halogénios por ICP-MS (n = 3).

Espécies halogenadas, mg L* Halogénios (total), mg L
Cloreto 720+ 71 Cloro 668 = 30
Brometo 2,16 £ 0,24 Bromo 2,07+£0,12

lodeto <20 lodo 0,390 + 0,018
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Figura 23 - Cromatograma para saliva diluida 500 vezes obtido pelo “Sistema IC 2" utilizando
gradiente de KOH, na vazao de 0,3 mL min' e temperatura de 35 °C no compartimento da
coluna (Dionex™ lonPac™ AS11-HC-4um) e detecgéo por condutividade. 1 - fluoreto +
iodato 2 - acetato 3 - acido férmico 4 - bromato 5 - cloreto 6 - nitrito 7 - brometo 8 - nitrato 9
- clorato + perclorato 10 - carbonato 11 - sulfato 12- iodeto * - fosfato.

Condutlvidade, S cm™

Tempo, min

Esses resultados sdo concordantes com os encontrados na literatura, sendo o
cloreto a espécie em maior concentragao. Ainda, os resultados obtidos pelo “Sistema
IC 2" ndo apresentaram diferenca significativa com os resultados obtidos por ICP-
MS para cloro e bromo, 0 que permite assumir que o cloro esta presente na forma
de cloreto e que o bromo esta presente na saliva, na forma de brometo. Além disso,
nao foi possivel quantificar iodo pelo “Sistema IC 2", uma vez que é necessaria a
diluicdo da amostra por, pelo menos, 50 vezes, devido a presenca de concentracdes
altas dos outros constituintes (como o proprio cloreto, além de sulfato e fostato),

para evitar a saturacdo do sistema.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram a avaliacdo e a
discussédo da viabilidade e limitacbes de sistemas cromatograficos baseados na
cromatografia de ions para determinacdo de espécies halogenadas em saliva
humana. Foi possivel confirmar que a técnica de cromatografia de ions é uma boa
ferramenta para o presente estudo, porém, que é carente de sensibilidade, com o
uso do detector de condutividade, para que possam ser investigadas espécies
distintas de cloreto e brometo, que estdo em concentracdes mais elevadas. Foram
avaliados dois sistemas de IC e nestes sistemas foram otimizadas condigcbes como
coluna cromatografica, composicao da fase movel, vazdo da fase movel e, também,
temperatura no compartimento da coluna.

Para identificacdo de halogénios e suas espécies no “Sistema IC 17, a
condicdo onde se obteve a melhor separacdo foi empregando a coluna aniénica
Metrosep A Supp 7, a fase mével na concentracdo de 3,6 mmol Lt de Na2COs na
vazdo de 0,8 mL min?! e a temperatura do compartimento da coluna em 45 °C.
Porém como este sistema realiza a eluicdo no modo isocratico, ndo possivel atingir a
separacdo de todas espécies com resolucdo adequada. As espécies coeluidas
nessas condi¢cdes foram fluoreto e iodato (tr aproximadamente 6,1 min) e brometo,
clorato e perclorato (tr aproximadamente 16 min).

O “Sistema IC 2” possibilitou a separacao das espécies coeluidas no “Sistema
IC 17, como o brometo do par clorato-perclorato, com uso do programa de eluicédo
por gradiente nas concentracées de 1 a 60 mmol L?, na vazdo de 0,3 mL mint e
temperatura do compartimento da coluna em 35 °C. Cabe salientar que este sistema
possui a geracédo eletrolitica da fase mével a partir de um cartucho, o que torna este
sistema mais pratico ao operador.

A avaliacdo da estabilidade da saliva humana frente aos meios de
armazenamento proporcionou um conhecimento para quantificacdo de Cl, Br e | e,
assim, permitiu concluir que é possivel utilizar a amostra até 90 dias de refrigeracao
(4 °C), sem observar perdas significativas para Cl, Br e I. No caso de F, o estudo foi
descontinuado apdés 8 dias devido a baixa concentragdo do elemento na amostra (<
0,5mgL?).

Quanto ao procedimento de filtragdo, os resultados obtidos para sete

membranas avaliadas demonstraram que este pré-tratamento, comum em métodos
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cromatograficos, ndo apresentou efeito sobre a concentracéo total de Cl e Br. Apesar
disso, foi observada contaminacéo para Cl, para algumas membranas. Para o caso
de I, foram obtidos resultados subestimados com o0 uso dessa etapa.

Ainda, as concentragbes de halogénios encontradas neste trabalho s&o
concordantes com as concentracfes relatadas na literatura. Foi possivel confirmar
gue a espécie de halogénio presente na saliva em maior concentracdo é o cloreto,
apresentando concentracdo de aproximadamente 670 mg L. Além disso, foi
possivel identificar outras espécies como brometo, sulfato e fosfato.

Diante disso, o presente trabalho investigou a separacao cromatografica por
IC e identificou as espécies de halogénios em saliva humana, apresentando uma
ampla faixa de calibragcdo, bem como baixos LDs e LQs para as espécies
investigadas. O desenvolvimento de método usando a IC-MS fica ressaltado a partir
dos resultados obtidos e segue sendo objetivo em trabalhos futuros, ja que nao foi
possivel em funcdo da situacdo inoperante do equipamento até o fechamento deste

trabalho.
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