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RESUMO

NOVO, Diogo La Rosa Novo. Novas estratégias para a determinacdo de
halogénios e enxofre em cabelo e unha. 2020. 159f. Tese (Doutorado em Quimica)
— Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica, Centro de Ciéncias Quimica,

Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) como método de preparo de amostras
foi avaliada para a posterior determinacédo de halogénios e enxofre em cabelo e unha
por varias técnicas de determinacdo: cromatografia de ions com deteccdo
condutimétrica acoplada a espectrometria de massas (IC-CD-MS), espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e potenciometria com eletrodo
ion seletivo (ISE). Ao contrario dos métodos convencionais de digestédo e extracao, a
MIC resultou em uma solucdo totalmente compativel com vérias técnicas de
determinacao. A baixa concentracéo de carbono dissolvido para a digestéo de cabelo
(300 mg) e unha (100 mg) e a utilizacéo de solu¢Bes alcalinas diluidas para absorver
os elementos (NH4OH 100 mmol L para a digestéo de cabelo e NH4OH 50 mmol L
para a digestdo de unha) eliminou qualquer etapa adicional de diluicdo previamente a
determinacao. A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacédo com solucdo
padrdo em niveis de adicdo de 50 e 100% da concentracdo detectada (recuperacao
de 94 a 106%). A exatiddo também foi comprovada pelos ensaios de recuperacao na
forma sdlida (unha misturada com material de referéncia certificado - CRM) resultando
em recuperacdo de 93 a 106% e pela analise de um CRM de cabelo humano
resultando em concordancia de 93 a 103%. O coeficiente de variagcdo para a
repetibilidade e precisdo intermediéria foi inferior a 10%. Os limites de quantificacdo
(LOQ) variaram de 0,7 a 20 pug g?! para bromo, 13 a 40 ug g? para cloro,
8 a 25 ug gt para flaor, 0,02 a 8 ug g* para iodo e 8 a 210 ug g* para enxofre em
cabelo; e 0,1 a 60 pg g* para bromo, 40 a 120 ug g* para cloro, 20 a 80 ug g* para
flaor, 0,03 a 25 ug g* para iodo e 25 a 800 ug g* para enxofre em unha utilizando IC-
CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE apés a MIC. A andlise de cabelo e unha na forma
sélida foi avaliada pela ablacdo por laser acoplada a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) e duas estratégias de calibragdo foram

avaliadas. Com os métodos propostos foi possivel observar que a concentragdo dos



analitos variou em uma ampla faixa. Além disso, os métodos propostos sao excelentes
ferramentas para estudos de avalia¢des nutricionais, ambientais, toxicologicas, dentre
outras.

Palavras-chave: Amostras biolégicas, preparo de amostras, determinacao elementar,
MIC, IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES, ISE e LA-ICP-MS.



ABSTRACT

NOVO, Diogo La Rosa Novo. New strategies for the determination of halogens
and sulfur in hair and nails: evaluation of multiple determination techniques and
different sample preparation methods. 2020. 159f. Thesis (Doctoral in Chemistry) —
Programa de Pdés-Graduacdo em Quimica, Centro de Ciéncias Quimica,

Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Microwave-induced combustion (MIC) as a sample preparation method was evaluated
for further halogens and sulfur determination in hair and nail by several determination
techniques: ion chromatography with conductivity detection coupled to mass
spectrometry (IC-CD-MS), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS),
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) and
potentiometry with ion selective electrode (ISE). Unlike conventional digestion and
extraction methods, proposed MIC sample preparation method resulted in a solution
fully compatible with several determination techniques. The low dissolved carbon
concentration for digestion of hair (300 mg) and nail (100 mg) and the use of dilute
alkaline solutions to absorb the elements (100 mmol Lt NH4OH for hair digestion and
50 mmol Lt NH4OH for nail digestion) avoiding additional dilution steps before the
measurement. Accuracy was assessed through recovery tests with standard solution
addition (50 and 100% of the detected concentration) and recoveries ranged from 94
to 106%. Accuracy was also assessed by recovery tests in solid form considering the
nail mixed with a certified reference material - CRM (recoveries ranged from 93 to
106%), and by analyzing a CRM of human hair (agreements from 93 to 103%). Relative
standard deviation for repeatability and intermediate precision was lower than 10%.
The limits of quantification (LOQs) ranged from 0,7 to 20 pg g* for bromine,
13 to 40 pg g for chlorine, 8 to 25 ug g for fluorine, 0,02 to 8 pug g* for iodine and 8
to 210 ug g* for sulfur in hair; and 0,1 to 60 pg g for bromine, 40 to 120 pg g* for
chlorine, 20 to 80 ug g for fluorine, 0,03 to 25 ug g for iodine and 25 a 800 pg g for
sulfur in nail using IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES and ISE after MIC. Hair and nail in
solid form was also analyzed by laser ablation-inductively coupled plasma mass
spectrometry (LA-ICP-MS) and two calibration strategies were evaluated. Using
analytical methods proposed in this thesis, it was possible to observe that the analytes

concentration varied in a wide range. Moreover, the proposed strategies in this thesis



are excellent tools for further studies involving nutritional, environmental, toxicological
assessments, and among others.

Keywords: Biological samples, sample preparation, elemental determination, MIC, IC-
CD-MS, ICP-MS, ICP-OES, ISE and LA-ICP-MS.



1. INTRODUCAO

A determinacao de elementos quimicos em amostras biolégicas, como cabelo
e unha, representa uma importante ferramenta para avaliar os efeitos biol6gicos
provenientes de fontes endogenas e/ou exdgenas (SEIDEL et al., 2001; BARBOSA
JUNIOR et al., 2005; PARSONS, BARBOSA JUNIOR, 2007; SAVINOV, ANISIMOQV,
DROBYSHEV, 2016). Essa estratégia vem sendo amplamente utilizada para elucidar
a toxidindmica e a toxicinética de elementos quimicos (SEIDEL et al., 2001,
BARBOSA JUNIOR et al., 2005; PARSONS, BARBOSA JUNIOR, 2007; SAVINOV,
ANISIMOV, DROBYSHEV, 2016). Nesse contexto, os metais e alguns metaloides tém
sido determinados h& varios anos em amostras biolégicas, enquanto que informacdes
acerca de outros elementos importantes do ponto de vista essencial e toxicoldgico,
como os halogénios e enxofre, ainda sdo escassas (BARBOSA JUNIOR et al., 2005).

Dentre as amostras biolégicas, 0 sangue € a matriz comumente utilizada para
essa finalidade. Entretanto, a necessidade da realizacdo de uma coleta invasiva, a
complexidade de armazenamento e 0s riscos durante a coleta e a manipulacao da
amostra, torna a analise do sangue uma dificil tarefa. Diante disso, a comunidade
cientifica tem buscado alternativas para a substituicdo do sangue por outras matrizes
biolégicas. Amostras obtidas por coletas ndo invasivas, como cabelo e unha,
apresentam como principais vantagens a simplicidade de coleta, estocagem,
transporte e manuseio (BARBOSA JUNIOR et al., 2005). Além disso, a analise de
cabelo e unha torna-se uma interessante ferramenta para avaliar contaminacdes
exdgenas e/ou enddgenas em diferentes periodos. Entretanto, a determinacédo de
halogénios e enxofre em matrizes sdlidas ndo é uma tarefa trivial e existem poucos
grupos de pesquisa no mundo trabalhando no desenvolvimento desse tema.

A presenca dos elementos quimicos em baixas concentragdes, as dificuldades
relacionadas a etapa de preparo de amostras e as interferéncias durante a etapa de
determinacao fazem com que técnicas baseadas na analise direta de sélidos estejam
entre as mais utilizadas para a determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e
unha (AGUIAR, 2001; SANCHEZ, 2012; POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER,
2017). Contudo, essas estratégias apresentam diversas restricdes durante a etapa de
calibracéo, falta de homogeneidade e efeito de matriz, além de ndo serem acessiveis
a maioria dos laboratorios de analise, o que limita a ampliacdo desses estudos.

Técnicas espectrométricas, cromatograficas e potenciométricas convencionais podem
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ser alternativas desde que precedidas por um adequado método de preparo de
amostras.

A realizacdo de uma etapa de preparo de amostras que resulte em uma solugéo
final totalmente compativel com a técnica de determinacdo e que mantenha o0s
elementos estaveis em solucdo ndo € uma tarefa facil, sendo indispensavel para o
sucesso da andlise, principalmente quando se trata da determinacdo de elementos
nao convencionais, como os halogénios e enxofre (MELLO et al., 2013; MESKO et al.,
2016; FLORES et al., 2020). A digestao por via umida com aquecimento convencional
ou assistida por radiagdo micro-ondas pode ndo ser a melhor alternativa pois
halogénios e enxofre sdo onipresentes no ambiente e facilmente incorporados durante
essa etapa (KRUG; ROCHA, 2016). Além disso, algumas espécies de halogénios sdo
instaveis em meio &cido e podem ser perdidas por volatilizacdo, comprometendo
assim, a exatidao dos resultados (MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016). O uso de
acidos concentrados ainda esta associado ao aumento dos valores de branco,
resultando em elevados limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), e pode
causar varias interferéncias durante a etapa de determinacéo.

Nesse sentido, é necessario o desenvolvimento de métodos de preparo de
amostras, 0s quais possibilitem resultados precisos e exatos e uma solucao
compativel com varias técnicas de determinacdo. Sob esse aspecto, a extracdo
assistida por radiagao micro-ondas (MAE) utilizando solugdes alcalinas e a combustéo
iniciada por micro-ondas (MIC) podem ser alternativas para a posterior determinacao
de halogénios e enxofre em cabelo e unha (MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016).
O uso de solucdes diluidas no preparo de amostras, além de tornar os digeridos
compativeis com diferentes técnicas de determinagéo, reduz os riscos de acidentes,

a exposicdo do analista, o consumo de energia e reagentes e a geracao de residuos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Esse trabalho teve como objetivo geral desenvolver métodos para a
determinacao de halogénios e enxofre em cabelo e unha. A combustao iniciada por
micro-ondas (MIC) foi avaliada como método de preparo de amostras e a sua
eficiéncia foi comparada com a digestao por via Umida assistida por radiagdo micro-
ondas (MAD) e a extragdo assistida por radiacdo micro-ondas (MAE). As técnicas de
determinacao utilizadas foram: cromatografia de ions com detec¢do condutimétrica
acoplada a espectrometria de massas (IC-CD-MS), espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissdo 6ptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e potenciometria com eletrodo ion seletivo
(ISE). Um método baseado na ablacdo por laser acoplada a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) foi avaliado para a

determinacao e distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha.

2.1 Objetivos especificos

e Otimizar parametros instrumentais relativos a determinacdo de halogénios e
enxofre por IC-CD-MS como modo de eluicédo, temperatura de sonda, voltagem
do cone e voltagem de agulha, visando melhorar a separacdo dos analitos e a
detectabilidade da técnica,

e Otimizar parametros instrumentais relativos a determinacdo de halogénios e
enxofre por IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE;

e Otimizar parametros instrumentais relativos ao preparo de amostras de cabelo e
unha por MIC como forma de introducdo das amostras no sistema, massa de
amostra, solucao absorvedora e o programa de irradiagdo com micro-ondas;

e Comparar a performance da MIC em relacédo a MAD e MAE;

e Avaliar a exatiddo do(s) meétodo(s) proposto(s) através de ensaios
de recuperacdo em diferentes formas e niveis de concentracdo e através da
analise de um CRM de cabelo;

e Aplicar o(s) método(s) desenvolvido(s) para a analise de cabelo e unha de

diferentes voluntarios e avaliar a variacédo das faixas de concentracao;
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Avaliar a adequabilidade da LA-ICP-MS para a determinagdo de bromo, cloro,
iodo e enxofre em cabelo e unha;

Avaliar alternativas para a calibracdo visando a determinacdo de bromo, cloro,
iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-ICP-MS.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Essa revisdo bibliografica esta dividida em trés partes principais. Na primeira
delas, serdo abordados alguns aspectos gerais sobre a determinacdo elementar em
amostras biolégicas de origem humana, dando énfase para a analise de cabelo e
unha, que foram as amostras biologicas analisadas. Na segunda parte, sera feita uma
descricdo das ferramentas analiticas utilizadas para a determinacéo de halogénios e
enxofre em amostras biologicas de origem humana, sendo dedicada maior atencao
para aquelas utilizadas na execucao desse trabalho. Na terceira e dltima parte, serdo
abordados os principais aspectos sobre os métodos de preparo de amostras que
podem ser utilizadas como alternativas para a determinacdo de halogénios e enxofre

em cabelo e unha.
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3.1 Determinacao elementar em amostras bioldégicas de origem humana

A determinacédo elementar em amostras biolégicas como, por exemplo, cabelo,
saliva, sangue, unha e urina, € uma importante ferramenta no diagndstico, prognostico
e no tratamento de diversas doencgas. Essa estratégia também pode demarcar uma
populacdo exposta a toxinas ou a ambientes poluidos (SEIDEL et al.,, 2001;
BARBOSA JUNIOR et al., 2005; PARSONS, BARBOSA JUNIOR, 2007; SAVINOV,
ANISIMOV, DROBYSHEYV, 2016). Dentre as amostras bioldgicas, o cabelo e a unha
apresentam algumas vantagens como biomarcadores de elementos quimicos, tais
como simplicidade de coleta, estocagem, transporte e manuseio (BARBOSA JUNIOR
et al., 2005). Além disso, a andlise de cabelo e unha torna-se uma interessante
ferramenta para avaliar contaminacdes exdgenas e/ou enddgenas em diferentes
periodos.

Apesar disso, segundo Seidel et al. 2001, para a analise de cabelo, intervalos
de referéncia estabelecidos por importantes laboratérios clinicos internacionais,
citados como referéncia em artigos cientificos e utilizados por médicos na
interpretacdo do mineralograma, sdo, no minimo, questionaveis (SEIDEL et al., 2001).
Ainda, quando comparadas com o sangue e urina, existe uma maior dificuldade para
estabelecer a contribuicdo de fatores exdégenos ou enddégenos na concentracao final
dos elementos (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1999; SEIDEL et al., 2001;
BARBOSA JUNIOR et al., 2005; PARSONS, BARBOSA JUNIOR, 2007; SAVINOV,
ANISIMOV, DROBYSHEV, 2016; POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER, 2017).
Nesse contexto, a quimica analitica emerge com um papel interdisciplinar fundamental
para auxiliar na busca por respostas a essas questdes.

A determinacédo de halogénios e enxofre em amostras biolégicas tem chamado
a atencdo da comunidade cientifica em virtude dos diferentes efeitos causados por
esses elementos no organismo (OTTEN, HELLWIG, MEYERS, 2006; CARMO, 2011).
O iodo é um elemento essencial para o funcionamento da glandula tireoide, atuando
no crescimento e desenvolvimento do cérebro e do sistema nervoso central, e de
diversos processos metabdlicos (COZZOLINO, 2012). O iodo vem sendo adicionado
ao sal de cozinha como estratégia para reduzir a sua deficiéncia no organismo. Em
concentragcdes inadequadas, o iodo pode desencadear bécio endémico, cretinismo
endémico, hipotireoidismo ou hipertireoidismo (WHO, 2007; ZIMMERMANN,
JOOSTE, PANDAYV, 2008; COZZOLINO, 2012). Aléem disso, residuos de hormoénios

tireoidianos estdo cada vez mais presentes em amostras ambientais podendo expor
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0s seres humanos a casos graves de tireotoxicose (JUGAN et al., 2009; MICHALKE,
SCHRAMEL, WITTE, 2008).

O bromo, apesar de ndo ser considerado um elemento essencial, esta
relacionado a formagéo de colageno IV. O bromo é utilizado como sedativo hipnético
e estad também associado a a-amilase (MORI et al., 2012; MCCALL et al., 2014; REN
et al., 2013). Em concentracdes inadequadas, esse elemento esta relacionado a
inibicdo da glandula tireoide, retardo no crescimento, insOnia, broncoespasmos,
distarbios gastrointestinais, dentre outros (KOHLMEIER, 2003; VOBECKY et al., 1996;
FAO/WHO, 2004). Quando na forma de bromato é carcinogénico, mesmo em baixas
concentracbes (IARC, 1999). As espécies organicas de bromo sdo também
consideradas contaminantes globais emergentes devido a sua ampla utilizagdo em
retardantes de chamas e produtos para o tratamento de aguas (SADIQ, RODRIGUEZ,
2004; RICHARDSON, POSTIGO, 2012).

O cloro é um elemento essencial para a manutencao da pressao osmoética e do
equilibrio acidobasico, na transmissdo de impulsos nervosos, no transporte ativo dos
aminoacidos e da glicose em nivel celular. Na forma de acido cloridrico, o cloro faz
parte do suco gastrico (ARAUJO et al., 2008). Em concentracdes inadequadas, esta
associado as lesbées nos pulmdes e, principalmente, na forma de cloreto de sédio,
afeta a pressao sanguinea e na possibilidade de ocorréncia de doencas relacionadas
(EVANS, 2005; BLAKE, MUNOZ, VOLPE, 2009). Os compostos a base de perclorato
sdo amplamente utilizados no tratamento de aguas e industrias alimenticias e vém
sendo considerados poluentes emergentes (SEYFFERTH, PARKER, 2006). Por ser
guimicamente similar ao iodeto, o cloro pode ocasionar sérios problemas na producao
dos hormonios tireoidianos (GREER et al., 2002). Os compostos organicos de cloro
sdao amplamente utilizados na agricultura como pesticidas e permanecem no meio
ambiente por longos periodos, prejudicando os ecossistemas.

O fldor é um elemento essencial para a manutencdo da saude bucal. Em
concentracdes inadequadas, pode ocasionar a fluorose, levando a fragilidade do
sistema Osseo (EKAMBARAM, ITTHAGARUN, KING, 2011) e/ou afetar o
funcionamento dos rins e das hemacias (FAO/WHO, 2004; PRYSTUPA, 2011).
Algumas espécies organicas de flior, como o acido perfluoroctandico (PFOA),
perfluoroctano-sulfonamida (PFOSA), acido perfluoroctanossulfénico (PFOS),
trifluoracético (TFA) e o acido fluoracético (FAA), sdo consideradas poluentes globais
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emergentes e representam um grande risco para os seres humanos (QIN et al., 2012;
JAMARI et al., 2017).

O enxofre € um elemento essencial que atua como protagonista em fenébmenos
celulares e funcdes energéticas, plasticas e de desintoxicacdo (OTTEN, HELLWIG,
MEYERS, 2006). Este elemento apresenta um papel fundamental no metabolismo e
na sintese de proteinas, vitaminas, gorduras e carboidratos (OTTEN, HELLWIG,
MEYERS, 2006; ARAUJO et al., 2008). Em concentracbes inadequadas o enxofre
pode ocasionar distarbios no sistema nervoso, no metabolismo de lipidios e
carboidratos, além de retardos no crescimento devido a sua relacdo com a sintese de
proteinas (OTTEN, HELLWIG, MEYERS, 2006).

Diante do que foi apresentado, a determinacdo de halogénios e enxofre em
amostras biolégicas é uma importante ferramenta na busca de informacdes
nutricionais, ambientais, forenses e toxicolégicas. A quimica analitica insere-se nesse
contexto de maneira fundamental para a correta obtencdo e interpretacdo dos
resultados. Dentre as amostras biolégicas, o cabelo e a unha foram as selecionadas
para o desenvolvimento do presente trabalho e maior enfoque sera dado a elas nos

itens subsequentes.

3.1.1 Cabelo: composicao e aspectos gerais

O cabelo é composto, basicamente, por trés camadas: cuticula (camada
externa, composta por varias subcamadas separadas por um complexo de células -
endocuticula, epicuticula e exocuticula); coértex (principal componente do cabelo,
formado por um conjunto de células cilindricas denominado de matriz, local onde fica
situada a queratina e outras proteinas) e medula (camada mais interna do foliculo)
(CHATT, KATZ, 1988; BENCZE, 1990; POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER, 2017).
O diametro de um fio de cabelo humano pode variar de 15 a 120 um, dependendo da
raca, e apresenta em sua constituicdo cerca de 80% de proteinas, 15% de agua e 4%
lipidios. O teor de cinzas é geralmente inferior a 1%, indicando uma relativa baixa
quantidade de minerais (ROBBINS, 1994).

A absorgdo endogena dos elementos no cabelo da-se a partir da raiz, cuja
quantidade incorporada depende da concentragdo instantanea dos fluidos biologicos
circundantes (sangue, linfa e fluido extra-celular). O contato direto do cabelo com os

fluidos biologicos durante o seu desenvolvimento e crescimento faz com que os
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elementos quimicos sejam absorvidos por gradientes de concentracdo (BENCZE,

1990; ROBBINS, 1994). Na Figura 1 é apresentada a composi¢ao do couro cabeludo.

Extrato corneo

Epiderme

Foliculo > Regido do cabelo

permanente
Zona de queratinizagao

Glandula cebacea —
~ - - S l\ \
Glandulaécrina$y )

®‘\// )./ ‘ o

~ . a) )
Granulos de melanina= '\ @7/

Papila
Vasos sanguineos

Figura 1. Representacdo esquematica da composicao do couro cabeludo (adaptado
de ROBBINS, 1994).

A determinacdo da concentracdo de elementos quimicos no cabelo tem sido
comumente utilizada para correlacionar com disturbios de aprendizagem e
nutricionais. Na comunidade médica, a andlise do cabelo é mais aceita quando
utilizada como analise confirmatéria ou de triagem (COMBS, 1987; KLEVAY,
BISTRIAN, FLEMING, 1987; CHATT, KATZ, 1988; IYENGAR, WOITTIEZ, 1988;
BOZSAI, 1992; CAROLI etal., 1992; TORO et al., 1993; ARNOLD, SACHS, 1994). No
Brasil, a analise de cabelo € solicitada por médicos da area da medicina ortomolecular
para avaliar o estado nutricional (elementos essenciais presentes em baixa ou elevada
concentracdo) e possiveis contaminacdes por elementos toxicos (PASSWATER,
CRANTON, 1983; CHATT, KATZ, 1988; BARBOSA JUNIOR et al., 2005). Entretanto,
nao é possivel afirmar quais sdo as concentracdes adequadas para cada elemento,
pois sao muitos os fatores que contribuem para que ocorram diferentes concentragcdes
de elementos no cabelo de determinada populacdo, tais como idade, habitos

alimentares, localizac&o geogréfica, sexo, ocupagéo e etc.

3.1.2 Unha: composicao e aspectos gerais
A unha é composta basicamente por trés camadas: corpo (por¢cao descoberta
e fixa da unha), borda livre (extenséo anterior livre do corpo) e raiz (parte posterior ou

proximal da unha, situada sob a dobra da pele) (ERHART, 1976). O tecido cresce em
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direcdo longitudinal ao dedo e morre a medida que se afasta das fontes de
alimentacdo (irrigacao sanguinea) (AGUIAR, 2001). A taxa de crescimento da unha
dos dedos das méaos e dos pés € por volta de 3,5 e 1,5 mm ao més, respectivamente,
e apresenta em sua constituicdo cerca de 80% de proteinas, 15% de agua e 1%
lipidios (YAEMSIRI et al., 2010). O teor de cinzas é geralmente inferior a 1%, indicando

uma relativa baixa quantidade de minerais (YAEMSIRI et al., 2010).

Corpo Matriz

o — Borda Livre da unha da unha
g Borda Rdaaiz
Corpo  Livre diihia

da unha

Luanula

Figura 2. Representacdo esquematica da composicdo da unha (adaptado de

http://www.dxal.net/images-to-show-nail-anatomy-structure/).

A composicao da unha néo é afetada pelos fatores transientes que alteram os
niveis de minerais no soro sanguineo e, portanto, a unha pode ser um indicador
confiavel do metabolismo de minerais (AGUIAR, 2001). A absorcao dos elementos na
unha também déa-se a partir da raiz, cuja quantidade incorporada depende da
concentracdo instantdnea dos fluidos biolégicos circundantes (AGUIAR, 2001,
SANCHES, 2012). De maneira geral, a composi¢ao elementar da matriz da unha deve
representar a composicao das células que sdo alteradas pelos fatores metabolicos e
ambientais. Alguns autores mencionam que “a composigao das unhas reflete o estado
do metabolismo mineral de um longo periodo e os distarbios no sistema metabdlico
afetam a sua composicdo, entdo, as unhas podem ser usadas clinicamente como
material de biopsia facilmente acessivel" (BANK, et al., 1981).

A determinacdo da concentracdo de elementos quimicos na unha tem sido
comumente utilizada para avaliacdo de doencgas relacionada a deficiéncia e excesso
de elementos quimicos no organismo (AGUIAR, 2001; SANCHES, 2012). As unhas

vém sendo utilizadas como biomarcadores biolégicos para exposicbes a



34

contaminantes, seja ocupacional, ambiental ou por uma exposicdo acidental a
materiais toxicos (CHENG et al., 1994; RODUSHKIN, AXELSSON, 2000a; MENEZES
etal., 2004). As unhas constituem um tecido biolégico de grande utilidade na avaliacao
do acumulo de elementos em baixas concentracdes no organismo, na variacao
nutricional ou dietas enriquecidas em certos elementos (SPATE et al., 1995) e no
exame de distarbios metabdlicos provocados por doencas (CHAPMAN et al., 1985;
GARLAND et al., 1993; OLGUIM, et al., 1994; XIAO et al., 1995). Uma das doencas
mais estudadas pela analise de unhas é a fibrose cistica através da determinagéo do
ion cloreto, um indicativo da doenca (CHAPMAN et al., 1985; OLGUIM, et al., 1994).
A andlise da unha pode ser realizada para a identificacdo e classificacdo de grupos
de individuos pela nacionalidade, idade, sexo, area de ocupacao e habitos alimentares
(CHENG et al., 1994; CHAUDHARY et al., 1995).

3.2 Técnicas para a determinacédo de halogénios e enxofre em cabelo e unha

A determinagcdo de halogénios e enxofre em cabelo e unha, geralmente, é
realizada utilizando métodos baseados na analise por ativagdo com néutrons (NAA)
(POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1999; AGUIAR, 2001; SANCHES, 2012). Essa
técnica foi, por muitos anos, a mais utilizada para a determinacao elementar em cabelo
e unha, requerendo poucas etapas durante a preparacdo das amostras (lavagem,
secagem e encapsulamento) e permitindo a determinacdo simultanea de varios
elementos quimicos (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1999). Entretanto, além de
expor o analista a riscos devido a radiacdo, outras desvantagens estdo associadas,
como a baixa frequéncia de analise e o elevado custo de aquisicdo e manutencdo em
vista da utilizacdo de um reator nuclear (DEVER, BRESEE, 1989; VANDECASTEELE,
BLOCK,1993).

Outras técnicas analiticas vém sendo utilizadas para a determinacdo de
halogénios e enxofre em cabelo e unha, como a energia dispersiva de fluorescéncia
de raios-X (EDXRF), fluorescéncia de raios-X (XRF), a ablacdo por laser acoplada a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) e a
espectrometria de absor¢do molecular de alta resolu¢cdo com fonte continua (HR-CS
MAS) (CHAPMAN et al., 1985; CUENCA, PORIES, BRAY, 1988; KONO et al., 1990;
HOU et al., 1997; FAGHIHIAN, RAHBARNIA, 2002; RODUSHKIN, AXELSSON, 2003;
CHIKAWA et al., 2007; DRESSLER et al., 2010; OZBEK, BAYSAL, 2017; GUARDA et
al., 2017). AEDXRF, a XRF e a LA-ICP-MS apresentam capacidade de determinacdo
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multielementar e a possibilidade de eliminar ou reduzir a etapa de preparo de
amostras, sem a necessidade do uso de reatores nucleares, como é o caso da NAA
(CUENCA, PORIES, BRAY, 1987; KONO et al., 1990; RODUSHKIN, AXELSSON,
2003; CHIKAWA et al., 2007; DRESSLER et al., 2010). Essas técnicas ainda tém
como vantagem a possibilidade de realizar o mapeamento da distribuicdo dos
elementos quimicos presentes em determinadas regifes da amostra.

A HR-CS MAS ¢é uma técnica que permite a realizacdo de uma anélise com o
minimo preparo da amostra, e apresenta uma adequada sensibilidade para a
determinacao de elementos em baixas concentracdes (GUARDA et al., 2017; OZBEK,
BAYSAL, 2017) Entretanto, a HR-CS MAS apresenta capacidade de determinacao
monoelementar e ndo permite 0 mapeamento da distribuicao dos elementos quimicos
na amostra, como no caso da EDXRF, XRF e da LA-ICP-MS. Apesar das vantagens
mencionadas, as principais limitacdes das técnicas que utilizam a analise direta de
sélidos estdo associadas a etapa de calibracao, falta de homogeneidade da amostra
e efeitos da matriz. Além disso, essas técnicas de determinacdo ndo estao disponiveis
a muitos laboratorios de analise de rotina.

Outras ferramentas analiticas, relativamente mais simples, tém sido propostas
na literatura como alternativas para a determinacdo de halogénios e enxofre em
cabelo e unha (HAC et al., 1997; RODUSHKIN, AXELSSON, 2000b; LEVINE et al.,
2007; MOMCILOVIC, et al., 2014; PREJAC et al., 2014; SKALNY et al., 2017). Dentre
elas, técnicas espectrométricas com nebulizacdo convencional e plasma
indutivamente acoplado que apresentam capacidade de determinagcdo multielementar
com elevada seletividade e sensibilidade (MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016).
Outras técnicas como as cromatograficas e potenciométricas apresentam
sensibilidade e seletividade adequadas para alguns elementos e baixo custo de
manuten¢do quando comparada com técnicas espectromeétricas (MELLO et al., 2013).
Entretanto, um aspecto relevante ao uso dessas técnicas € a necessidade de uma
etapa prévia de preparo de amostras, o que para halogénios e enxofre representa um
desafio analitico, principalmente pelo risco de perdas e contaminacao.

3.2.1 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado e
espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado
A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

baseia-se na geracao de ions positivamente carregados em um plasma de argonio.
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As solucdes sdo introduzidas através de um sistema de nebulizacdo e os ions gerados
no plasma sdo amostrados pela interface e conduzidos até o analisador de massas.
Os ions séo separados de acordo com sua razdo massa/carga (m/z) e conduzidos até
0 detector (MONTASER, 1998). As elevadas temperaturas no plasma de argonio
minimizam as interferéncias oriundas da matriz. Contudo, a baixa razdo m/z, o elevado
potencial de ionizacéo e a presenca de espécies poliatbmicas no plasma de argbnio
sao os principais desafios para a determinagédo de halogénios e enxofre por ICP-MS
(MONTASER, 1998; MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016; FLORES et al., 2020).

A determinacéao de fluor por ICP-MS em plasma de argbnio tem sido realizada
apenas utilizando algumas condi¢des especiais (considerando a energia de ionizacao
do fldor de 17,4 eV e do argbnio de 15,8 eV - eficiéncia de ionizacdo de apenas
0,0009% do fluor no plasma de argbnio). Dentre elas, pode-se mencionar a utilizacédo
de espectrémetros de alta resolucdo (HR-ICP-MS), de espectrdmetros com campo
setorial e foco duplo (HR-ICP-SF-MS) e de espectrdmetros com triplo quadrupolo
(ICP-MS/MS) através da adicdo de béario para a formacéo de '38Ba’°F no plasma de
argonio e NHs ou O2 como gases de reacdo (FLORES et al.,, 2020). O uso de
espectrometros com quadrupolo simples operando em modo negativo e de
espectrometros com plasma de hélio (energia de ionizacdo: 24,6 eV) sdo outras
alternativas que vém sendo propostas para tal finalidade (FLORES et al., 2020).
Entretanto, a determinacao de fltor por ICP-MS, assim como por outras técnicas de
determinacao, ndo é uma tarefa trivial e vem se tornando uma demanda mundial.

A presenca de carbono, componente majoritario da matriz da grande maioria
das amostras bioldgicas, como o cabelo e a unha, e o efeito de memaria, proveniente
da formacdo de espécies volateis na camara de nebulizacdo e no nebulizador,
também podem interferir durante a etapa de determinacao. Além disso, componentes
majoritarios da matriz, do ar e dos reagentes utilizados na etapa de preparo de
amostras podem causar interferéncias durante a determinag&o dos analitos por ICP-
MS. Nesse sentido, a etapa de preparo de amostras é essencial e um desafio
extremamente consideravel para o sucesso da analise (MELLO et al., 2013; MESKO
et al., 2016; FLORES et al., 2020). Na Tabela 1, estdo apresentadas as espécies
poliatbmicas que podem interferir na determinagéo de halogénios e enxofre por ICP-
MS. Como mencionado anteriormente, essas interferéncias podem ser advindas dos

reagentes durante o preparo de amostras ou da matriz constituinte da amostra.
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Tabela 1. Interferéncias poliatbmicas na determinacdo de halogénios e enxofre por
ICP-MS (MONTASER, 1998; BU, WANG, HALL, 2003).

Isétopo Interferéncias poliatobmicas

19|: 38Ar2+ 1H180- 1601H3

328 15N17o- 15N1601H- 14N180- 14N1701H- 12N1801H2- 1602

348 15N1801H- 160180- 1702- 1601701H'3381H

35C| 170180; 1801601H; 3481H

37C| 1H36AI’;19F180; 3681H

7QBr 38Ar40Ar1H'62Ni170'61Ni18O'63Cu160'31P1603'40Ar39K

81BI’ 40ArzH'63Cu180'64Zn170'3281603H'3381603

127| 89Y38Ar 878r40Ar 87Rb40Ar QerSGAr 922r35CI 111Cd16o 109A918O

Em negrito estdo destacadas as principais interferéncias

A espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) baseia-se na medida da emissdo da radiacdo dos atomos e ions em
comprimentos de onda na regiao do ultravioleta e visivel (180 a 800 nm) excitados em
um plasma de argonio (NOLTE, 2003). O sistema de introdugdo da amostra no plasma
em ICP-OES é muito semelhante a ICP-MS. A emissdo ocorre pela absorcédo de
energia fornecida aos atomos/ions no plasma de argbnio. Embora esta técnica
apresente menor sensibilidade quando comparada a ICP-MS para alguns halogénios
como, por exemplo, bromo e iodo, a ICP-OES apresenta algumas vantagens no que
diz respeito a ocorréncia de interferéncias (MESKO et al., 2016; TJABADI, MKETO,
2019). A ICP-OES é comumente utilizada para a determinacdo de enxofre nos mais
variados tipos de matrizes (TJABADI, MKETO, 2019).

Apesar da ICP-OES ser amplamente utilizada para a determinacdo de alguns
metais com elevada sensibilidade, a determinacdo de halogénios e enxofre é ainda
um grande desafio pois as linhas de emissdo mais sensiveis (abaixo de 190 nm) sé&o
muito préximas as linhas de emissédo dos componentes do ar, geralmente CO2, Oz e
H20 (MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016). Algumas estratégias e alteracdes na
configuracéo do equipamento (sistema oOptico evacuado e/ou purgado) podem tornar
a utilizacdo da ICP-OES ainda mais adequada para a determinacao de elementos com
comprimentos de onda de emissdo abaixo de 200 nm como, por exemplo, bromo
(154,07 nm), cloro (134,72 nm), iodo (178,28 nm) e enxofre (180,73 nm) (NOLTE,

2003). Assim como para ICP-MS, o elevado potencial de ioniza¢do do fldor limita a
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determinacao desse elemento por ICP-OES. Algumas estratégias como a utilizacao
de um sistema de andlise de injecdo de fluxo e a determinacéo indireta baseada no
excesso de ions cério (lll) apds a precipitacdo de CeFs tem sido proposta na literatura
(KOVACS, MAGARINI, HALMOS, 2009). Entretanto, essa estratégia no € trivial e a
determinacao de fltor por ICP-OES, assim como por outras técnicas de determinacao,
segue sendo um desafio. Além disso, 0s inconvenientes associados a presenca de
carbono dissolvido no sistema de introdugéo e na interface do equipamento tornam a

etapa de preparo de amostras um fator indispensavel para a analise.

3.2.2 Cromatografia de ions

A cromatografia de ions (IC) é bastante adequada para a separacao das
espécies idnicas inorganicas e organicas (de cadeias curtas e relativamente polares)
(BARRON, NESTERENKO, PAULL, 2005; PARK et al., 2014; NOVO et al., 2018; HE
et al., 2019). A separacdo dos ions presentes na amostra ocorre devido a interacéo
entre as espécies ibnicas, fase estacionaria e fase mével. O mecanismo de interacdo
dos ions com a fase estacionaria € conhecido como troca iGnica. A fase estacionaria
€ constituida por uma matriz polimérica, que possui em sua superficie um grupo
funcional ligado. A fase movel também contém espécies ibnicas que competem pelas
espécies presentes na amostra e pelos sitios ativos da fase estacionaria. Para cada
ion, o processo de troca é caracterizado pelo equilibrio de distribuicdo entre a fase
movel e a fase estacionaria (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O sistema de deteccdo utilizado na cromatografia aniénica é, geralmente,
baseado na medida de condutividade das espécies idnicas. A condutividade € uma
propriedade comum a todas as espécies ibnicas em solucdo. Portanto, quando se
almeja a determinacéo de anions, a presenca de cétions em solu¢cao — 0s quais sédo
oriundos da fase moével ou até mesmo da solu¢cdo da amostra — podem afetar de
maneira significativa na detec¢éo dos analitos, uma vez que o sinal gerado por cations
€ substancialmente superior ao gerado por anions nesse sistema. Nesse sentido,
sistemas de supressao de condutividade do eluente vém sendo desenvolvidos e tém
auxiliado na melhora da sensibilidade e seletividade da técnica para varios analitos
(BARRON, NESTERENKO, PAULL, 2005; PARK et al., 2014; HE et al., 2019).

Outros detectores, como o de radiacdo ultravioleta-visivel (UV-Vis) e o de
espectrometria de massas (MS) podem ser utilizados (BARRON, NESTERENKO,
PAULL, 2005; PARK et al., 2014; HE et al., 2019). Outro desafio que deve ser
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mencionado é a sobreposicao de picos devido a separacéo inadequada dos analitos
que possuem afinidade bastante semelhante com as fases estacionaria e movel
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Algumas alternativas como utilizagcdo de
diferentes eluentes em concentracdes distintas ou a alteracdo de parametros
operacionais podem ser avaliadas com o intuito de promover uma melhor separacao
dos analitos. Além disso, a utilizacdo de detectores adicionais em uma unica corrida
cromatografica vem sendo proposta para auxiliar a identificacdo de espécies coeluidas
e a quantificacdo de elementos em baixas concentracao.

O acoplamento da cromatografia de ions com deteccdo por condutividade (IC-
CD) a MS com ionizacao a pressao atmosférica (API) — particularmente a ionizacao
por electrospray — é uma interessante ferramenta para a determinacé@o de halogénios
e enxofre em cabelo e unha. Na ionizacéo por electrospray, uma voltagem (que pode
variar de 2 a 5 kV) positiva ou negativa € aplicada na agulha e o campo elétrico produz
goticulas carregadas que sao aceleradas pelo campo elétrico. ApGs a evaporacao do
solvente, os ions livres entram no espectrémetro de massas e sédo separados através
de sua razdo m/z (BARRON, GILCHRIST, 2014; BREITBACH, et al., 2016). A
utilizacao de diferentes detectores apds a separacdo cromatografica - cromatografia
de ions com deteccdo condutimétrica acoplada a espectrometria de massas (IC-DC-
MS) — pode ser uma excelente alternativa para a determinacdo multielementar de
halogénios e enxofre em amostras de cabelo e unha, visto que os analitos
apresentam-se em variadas faixas de concentragao.

De maneira geral, condicdes brandas de ionizacdo, como ocorre com
eletrospray, ndo proporcionam a eliminacdo de compostos da matriz. Nesse sentido,
a introducdo de solucbes compativeis é requisito fundamental para o sucesso da
analise. Apesar da IC-CD-MS ter sido utilizada para a determinacédo de halogénios e
enxofre em amostras bioldgicas liquidas, tais como sangue e saliva (CHEN,
DARVELL, LEUNG, 2004; DEMKOWSKA, POLKOWSKA, NAMIESNIK, 2008; PARK
et al., 2014; CHEN et al., 2015; HE et al., 2019), essa técnica ainda nao foi utilizada
para a determinacdo desses elementos em amostras bioldgicas sélidas, como o

cabelo e a unha — com excecao do presente trabalho (MESKO, et al., 2019).

3.2.3 Potenciometria com eletrodo ion seletivo
A potenciometria com eletrodo ion seletivo (ISE) € baseada na medida da

diferenca de potencial de uma célula eletroquimica. A diferenca de potencial € gerada
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por ions que migram por uma membrana seletiva e esta diretamente relacionada com
a concentracdo da espécie idnica em solucédo (HARRIS, 2006; SKOOG et al., 2006).
A técnica apresenta algumas vantagens, principalmente quando comparada com os
métodos classicos de determinacdo, visto que dispensa vidrarias e reagentes
comumente utilizados em técnicas volumétricas e gravimétricas.

A ISE é ainda hoje aplicada para a determinacdo de flior nas mais diversas
matrizes, incluindo cabelo e saliva (TENOVUO, MIKINEN, 1976; HAC et al., 1997;
SAMANIDOU et al.,, 2002; HEDMAN et al., 2006; REBACZ-MARON et al., 2013;
URBANOWICZ et al., 2017). Apesar de um baixo custo de aquisicdo e manutencao e
relativa simplicidade, a ISE é bastante susceptivel as interferéncias. A presenca de
ions e o pH da solugcéo devem ser controlados de acordo com o tipo de eletrodo. Além
disso, o carbono presente em solucéo pode se depositar na interface da membrana,
alterando a sensibilidade do sensor durante as medic6es e dificultando a interacéo do
flior com a membrana do eletrodo (DIMESKI, BADRICK, JOHN, 2010; MENDES et
al., 2020). Assim, a obtencdo de uma solu¢cdo compativel com a ISE é de extrema
importancia para a obtengéo de resultados confiaveis.

3.3 Preparo de amostras

A maioria das técnicas convencionais utilizadas para a determinacéo elementar
requerem a conversao da amostra em uma solu¢do adequada a analise (FLORES,
2014; KRUG, ROCHA, 2016). Dessa forma, geralmente, faz-se necesséria a
realizacdo de uma etapa de preparo de amostras. Essa etapa € considerada a mais
critica dentro da sequéncia analitica, pois demanda tempo, custos e € suscetivel a
diversos erros que podem comprometer a exatiddo e precisdo dos resultados
(FLORES, 2014; KRUG, ROCHA, 2016). Vale mencionar que ndo existe um método
universal que possa ser aplicado para diferentes matrizes, uma vez que essa etapa
depende da natureza da amostra, do analito e da técnica de determinagéo.

A digestao por via umida utilizando acidos, ou mistura de acidos concentrados,
€ 0 método de preparo de amostras geralmente utilizado para a determinacao
elementar (FLORES, 2014; KRUG, ROCHA, 2016). Entretanto, para a determinacéo
de ndo metais e, principalmente, de halogénios, a etapa de preparo de amostras é
considerada um desafio ainda maior, tendo em vista a instabilidade de algumas
espécies de halogénios em meio acido e a possibilidade de contaminag¢do (MELLO et

al., 2013; MESKO et al., 2016). O uso de acidos concentrados resulta em solu¢des
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nao compativeis com a maioria das técnicas de determinacao utilizadas para esses
elementos (MESKO et al., 2016). Assim, a extracdo assistida por micro-ondas e a
combustdo iniciada por micro-ondas podem ser alternativas para a posterior
determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e unha. As caracteristicas

detalhadas desses métodos serdo apresentadas nos itens posteriores.

3.3.1 Métodos de preparo de amostras utilizando solu¢des alcalinas

Os métodos de extracdo utilizando solucdes alcalinas baseiam-se na diferenca
de afinidade do analito e da matriz com uma solucao extratora. A escolha da solucéo
mais adequada ira depender de fatores relacionados as caracteristicas da amostra e
dos elementos a serem determinados. Em busca de uma melhor eficiéncia e rapidez
nos processos de extracao, o uso de solugdes alcalinas ainda pode ser associado a
utilizacao de fontes de energias alternativas de aquecimento, tais como, por exemplo,
a radiacdo micro-ondas (GU et al., 1998). As solucBes mais utilizadas para o preparo
de amostras visando a posterior determinacdo de ndo metais sdo: hidroxido de
tetrametilaménio (HTMA), aminas terciarias soluveis em agua (CFA-C), hidréxido de
amonio e carbonato de aménio (NOBREGA et al., 2006).

A utilizacdo de solucbes alcalinas durante o preparo de amostras vem
demonstrando uma série de vantagens, incluindo recupera¢gfes quantitativas para
elementos instaveis em meio acido (NOBREGA et al., 2006). Entretanto, a eficiéncia
do método geralmente esta associada a complexidade da matriz e dos reagentes
utilizados, pois muitos componentes podem ser lixiviados e interferir durante a etapa
de determinacdo. Para amostras organicas, essas interferéncias estao relacionadas,
principalmente, ao carbono dissolvido (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1998;
NOBREGA et al., 2006). A extracao utilizando HTMA foi utilizada para a determinagéo
de iodo por ICP-MS em cabelo de humanos com transtorno de espectro autista. A
concentracdo de iodo variou de 0,483 a 15,9 ug g e o limite de deteccédo (LOD) foi
de 0,08 ug g* (LEVINE et al., 2007). A extracdo utilizando NaOH foi utilizada para a
determinacao de fluor por ISE em cabelo de cadaver da regido de Gdansk na Pol6nia.
A concentracdo média foi de 1,4 ug g* e o LOD néo foi informado (HAC et al., 1997).

Vale mencionar que existem outros trabalhos na literatura que propdéem a
utilizacdo de métodos de extracdo ou dissolucdo com solucdes alcalinas para a
posterior determinacéo de diversos elementos, tais como aluminio, arsénio, calcio,

cadmio, cobre, ferro, gadolinio, potassio, manganés, magnésio, sédio, niquel, fésforo,
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chumbo, estréncio e zinco em cabelo, saliva, soro, urina e unha por diferentes técnicas
de determinacdo (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1998; NOBREGA et al., 2006;
BATISTA et al., 2008; POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER, 2017); e de bromo e
iodo em saliva por ICP-MS (NOVO et al., 2019a). Entretanto, ndo foram encontrados
trabalhos visando a determinacao de bromo, cloro e enxofre em cabelo, bem como de
halogénios e enxofre em unha — com excecdo do presente trabalho (NOVO et al.,
2019b; 2019c; MESKO et al., 2019).

3.3.2 Métodos de combustéo

Os métodos de preparo que envolvem a combustdo de amostras sao
caracterizados pela oxidagcdo da matriz organica através do fornecimento de energia
na forma de calor, convertendo seus constituintes (C, H, O e N) em suas formas
oxidadas (COz2, H20 e NOx e/ou N2) (FLORES et al., 2007). Esses métodos merecem
destaque pelo fato de utilizarem apenas oxigénio como reagente oxidante. Além disso,
0os métodos de combustdo possibilitam a escolha de uma solu¢do adequada tanto
para absorver ou dissolver os analitos, como para a técnica de determinacao desejada
(FLORES et al., 2007). Essas vantagens vém de encontro aos métodos de digestao
por via Umida, visto que em muitos casos, hdo proporcionam uma digestéo satisfatoria
e/ou necessitam da utilizacao de reagentes concentrados.

Os métodos de combustdo em sistema fechado merecem destaque por
minimizar a perda dos elementos por volatilizagdo e contaminagdo por fontes
externas. Os métodos compreendem o frasco de Schoéniger, a bomba de combustao
e a combustéo iniciada por micro-ondas (MIC). Apesar do frasco de Schoniger e a
bomba de combustéo terem sido utilizados para a posterior determinagcao elementar
em cabelo (FUJITA et al., 1968; VENKATESWARLU, 1994; WANG, ZHOU, YANG,
1995; SUN, LI, 2000), esses métodos apresentam algumas desvantagens como a
baixa frequéncia de analise e a elevada complexidade de manipulag&o. Por outro lado,
a MIC tem tido destaque em vista das diversas vantagens em relacdo aos métodos

classicos de combustéo, e essas vantagens serdo destacas no item a seguir.

3.3.2.1 Combustéao iniciada por micro-ondas
A MIC foi proposta com o objetivo de associar as vantagens da digestao por via
umida assistida por radiagdo micro-ondas e da combustdo em sistemas fechados

(FLORES et al., 2004). Na MIC a queima da matéria organica € iniciada pela incidéncia
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da radiacdo micro-ondas em um papel filtro previamente umedecido com um agente
oxidante, em uma atmosfera enriquecida com oxigénio. As amostras sdo geralmente
digeridas na forma de comprimidos (ou de invélucros) sobre um suporte de quartzo,
em frascos de quartzo fechados e pressurizados com oxigénio, conforme apresentado
na Figura 3. ApGs a combustdo, os analitos sédo liberados e, posteriormente,
absorvidos em uma solucéo apropriada. Uma etapa de refluxo pode ser aplicada para
auxiliar na recuperacgdo quantitativa dos analitos. A MIC & um método de preparo de
amostras que vem sendo considerado como o estado da arte para o preparo de
amostras organicas de dificil digestdo (FLORES et al., 2004).

Abertura para entrada Valvula que regula a
ou saida de gases <+« entrada ou saida de
. ' gases

AT —
/ =

Tampa de PTFE ., | 4= Frasco de quartzo

Solucao absorvedora | ! Suporte de quartzo

N

Figura 3. Frasco de quartzo e suporte utilizados na combustdo iniciada por
micro-ondas (adaptado de MESKO, 2008).

A forma de introducdo da amostra no sistema de digestdo tem sido um
parametro avaliado como forma de abranger amostras de caracteristicas fisicas e
quimicas distintas. A utilizagdo de amostras envolvidas em um filme de polietileno (na
forma de invélucro) elimina a necessidade da utilizacdo de prensas de alta presséo e
possiveis perdas por adesdo as paredes do equipamento, além de possibilitar a
digestdo de amostras semissélidas (PEREIRA et al., 2008; COSTA et al., 2015). A
escolha de uma solucéo absorvedora adequada possibilita conciliar as caracteristicas
dos elementos e da técnica de determinacao selecionada. A absorcao de halogénios

e enxofre nas mais diversas matrizes tem sido feita com solu¢des alcalinas diluidas
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(na ordem de mmol L) ou até mesmo com H20 (FLORES et al., 2007; 2014; 2016;
COELHO Jr, et al., 2017; RONDAN et al., 2018).

A MIC vem sendo aplicada para a posterior determinagdo de halogénios e
enxofre em diversas amostras, tais como industriais (MORAES et al., 2010, PEREIRA
et al., 2010), farmacéuticas (BARIN et al., 2016), biologicas (COELHO Jr, et al., 2017;
NOVO et al., 2019a), alimentares (RONDAN et al., 2018; MESKO et al., 2016), dentre
outras (FLORES, 2014; KRUG, ROCHA, 2016). Esta ampla aplicacdo esta associada
as vantagens da MIC, como os baixos valores de branco, reducdo de tempo de
digestao, utilizacdo de materiais inertes, uso de frascos de elevada pressao, baixos
valores de carbono residual, elevada massa de amostra quando comparada a outros
métodos de combustdo em sistema fechado, e ao uso de reagentes diluidos (FLORES
et al., 2004; 2007). Apesar disso, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que
propdem a utilizacdo da MIC para a posterior determinacédo de halogénios e enxofre
em cabelo e unha — com excecéo do presente trabalho (NOVO et al., 2019b; 2019c;
MESKO et al., 2019).

Para melhor elucidacdo da problematica abordada, no quadro 1 sao
apresentadas as ferramentas analiticas propostas na literatura para a determinacéo
de halogénios e enxofre em cabelo e unha no periodo de 2000 a 2020. Vale mencionar
gue, como mencionado anteriormente, a grande parte dos trabalhos propostos
utilizam métodos baseados na andlise direta de sélidos. Para melhor comparacéo dos
resultados, no quadro 1 serdo também incluidos os trabalhos desenvolvidos e

publicados durante esta tese.



Quadro 1. Ferramentas analiticas propostas na literatura para a determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e unha.
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Amostra Elem. | Preparo de amostra Técnica de Faixa de concentracéo Referéncia
determinacao

Cabelo Br As amostras foram lavadas, XRF N&o informado CHIKAWA et al.,
secas e analisadas diretamente 2007

Cabelo Br, Cl, | As amostras foram lavadas e IC-CD-MS Br: 0,24 a 4,17 ug g* MESKO et al.,

F,l e S | secas. Cerca de 300 mg de ICP-MS Cl:56,1a1.190 ug g* 2019

cabelo foram digeridos por MIC | ICP-OES F:11pgg?
utilizando NH4OH 100 mmol L* I: 0,56 29,41 pug g*
como solucdo absorvedora S 40.200 a 61.200 ug g*

Cabelo Br, Cl, | As amostras foram lavadas e INAA Br.0,23a7,7 ug g* FAGHIHIAN,

leS secas. Cerca de 200 mg de Cl: 55a4.873 ug gt RAHBARNIA,

cabelo foram analisados 1:0,13a 2,45 ug g* 2002
diretamente envolvidas em S:3,34a6,83ug gt
recipientes de polietileno

Cabelo Brel | As amostras foram lavadas e ICP-MS Br: 0,24 a 4,17 ug g* NOVO et al.,
secas. Cerca de 300 mg de I: 0,56 29,41 ug g* 2019c
cabelo foram digeridos por MIC
utilizando NH4OH 100 mmol L*
como solucdo absorvedora

Cabelo Cl CRM de cabelo foi analisado HR-CS GF MAS | Cl: 48,2 ug g* GUARDA et al.,
diretamente na forma solida. 2017

Cabelo F As amostras foram lavadas e ISE F:20a182ug gt REBACZ-
secas. O cabelo foi digerido em MARON et al.,
bloco digestor a 95 °C por 1 h 2013

utilizando 1 mL de HCIO4
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Cabelo

As amostras foram lavadas,
secas e moidas. Cerca de 0,05
g de cabelo foram digeridos em
micro-ondas (180 °C por 20
min) utilizando HNOs3
concentrado

ICP-MS

l:0,15a1,0 ug g*

SKALNY et al.,
2017

Cabelo

As amostras foram lavadas,
secas e moidas. Cerca de 0,5-
1,0 g de cabelo foram digeridos
em banho ultrassbénico
utilizando a mistura de HNOs e
H20:2

ICP-MS

[:0,01a114 pug gt

PREJAC et al.,
2014

Cabelo

As amostras foram lavadas,
secas e moidas. Cerca de 25
mg de cabelo, 2 mL de HTMA
25% e 2 mL de agua
desionizada foram aquecidos
em bloco digestor a 80 °C por 4
h. ApGs a extracdo, uma
aliquota de 10 mL NaOH 0,1%
foi adicionado e as amostras
foram aferidas a 20 mL com
H20. A solucao foi agitada em
vortice e o sobrenadante filtrado
e analisado

ICP-MS

I: 0,483 a 15,9 ug g*

LEVINE et al.,
2007




(continuacéo)

47

Cabelo

As amostras foram lavadas e
secas. Cerca de 2 cm de fios de
cabelo foram dispostos em fita
adesiva dupla face e,
posteriormente, em l[aminas de
microscopio previamente a
introdu¢do na camara de
ablacao

LA-ICP-MS

l:30a129 ug g*

DRESSLER et
al., 2010

Cabelo

As amostras foram lavadas,
secas e moidas. Cerca de 50
mg do cabelo foram digeridos
em micro-ondas (150 W por 10
min, O W por 2 min, 300 W por
10 min e 0 W por 30 min)
utilizando 500 pL de HNOs, 300
uL de HCI e 200 pL H202

ICP-MS

I:30a129 ug g+

DRESSLER et
al., 2010

Cabelo

As amostras foram lavadas,
secas e moidas. Cerca de 100
mg de cabelo foram digeridos
em chapa de aguecimento (110
°C por 20 min) utilizando 10 mL
de HNO3 concentrado

HR-CS GF MAS

S:36.100 a 69.400 ug g*

OZBEK,
BAYSAL, 2017

Unha

Br

As amostras foram lavadas e
secas. Cerca de 170 mg de
unha foram analisadas
diretamente envolvidas em
recipientes de polietileno e
folhas de aluminio

INAA

Br:0,5a6,5ugg*

SANCHES, 2012
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Unha Brel | Asamostras foram lavadas e ICP-MS Br:1,17a3,16 ug g+ NOVO et al.,
secas. Cerca de 100 mg de [:0,22a0,72 ug g* 2019a
unha foram digeridas por MIC
utilizando NH4OH 100 mmol L*
como solucdo absorvedora
Cabelo e unha | Br e Cl | As amostras foram lavadas, INAA Cabelo AGUIAR, 2001
secas e analisadas diretamente Br: 0,24 a 35,08 ug g*
envolvidas em recipientes de Cl: 35,6 a9.023 ug g*
polietileno
Unha
Br: 0,57 a 78,2 ug g*
Cl: 12,30 2 11.157 ug g*
Cabelo e unha | Br, Cl | As amostras foram lavadas, LA-ICP-MS Cabelo: N&o informado RODUSHKIN,
el secas e grampeadas em AXELSSON,
papelao previamente a Unha 2003
introducdo na camara de Br:9,7a11,9 ug g*
ablacéo Cl: 3.600 a 3.900 pg g*
I: 0,027 2 0,084 ug g*
Cabelo e unha | Br, Cl | As amostras foram lavadas, HR-ICP-SF-MS | Cabelo RODUSHKIN,
el secas e moidas. Cerca 50 mg Br:5,6 a221 ug g* AXELSSON,

das amostras foram digeridas
em micro-ondas (325 W por 30
min) utilizando 500 pL de HNOs
e 500 pL H20:2

Cl: 1.350 a 27.000 pg g
I:0,13a3,31 pg g

Unha

Br: 6,5a49,9 ug g*

Cl: 2.020 a 22.600 pug g*
I: 0,077 20,810 ug g*

2000a, 2000Db,
2003
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Cabelo e unha

Cl

As amostras foram lavadas,
secas e analisadas diretamente

INAA

Cabelo
Cl: 8a809 ugg?

Unha:
Cl: 44 a 4.480 ug g*

MENEZES et al.,
2004




4. MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo serdo descritos equipamentos, reagentes, amostras,
procedimentos e parametros utilizados para o preparo e andlise das amostras. Os
métodos de preparo de amostras avaliados para a subsequente determinacdo de
halogénios e enxofre em cabelo e unha foram a combustéo iniciada por micro-ondas
(MIC), a digestéo assistida por radiagdo micro-ondas (MAD) e a extragcao assistida por
radiacdo micro-ondas (MAE). A determinacgéo foi realizada por IC-CD-MS, ICP-MS,
ICP-OES e ISE. Adicionalmente foi realizada uma avaliacdo para a determinacéo e

distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-ICP-MS.



51

4.1 Instrumentacgéao

A moagem foi realizada em moinho de facas 226/5 (Lucadema Cientifica,
Brasil), a secagem em estufa 400/2ND (Nova Etica, Brasil) e a pesagem em balanca
analitica AY220 com resolucao 0,0001 g e carga maxima de 220 g (Marte, Brasil). Um
purificador de agua MegaUP (MegaPurity, Coreia do Sul) foi utilizado para obter agua
ultrapura (resistividade até 18,3 MQ cm) e um sistema Duopor (Milestone, Italia) foi
usado para bidestilar o HNOs. A descontaminacao e a secagem dos materiais diversos
foram realizadas com banho de ultrassom USC — 1800 A (Unique, Brasil) e com capela
de fluxo laminar CFLH — 09 classe 100 (Veco, Brasil). Um medidor de pH mPA-210
(Tecnopon, Brasil) foi utilizado para determinar o pH das soluc¢des.

Os procedimentos correspondentes aos métodos de MIC, MAD e MAE foram
realizados em forno micro-ondas Multivave 3000® - Microwave sample preparation
system (Anton Paar, Austria) contendo rotor com capacidade para oito frascos,
conforme apresentado na Figura 4. O equipamento contém sensores de temperatura
e de pressao, que permitem o acompanhamento dos parametros em tempo real. A

poténcia também pode ser monitorada durante o programa de aquecimento.

Figura 4. A) forno micro-ondas e B) rotor para oito frascos utilizados para o preparo

de amostras.

Oito frascos de quartzo com volume interno de 80 mL foram utilizados na MIC
e oito frascos de politetrafluoretiieno modificado quimicamente (PTFE-TFM) com
volume interno de 80 mL foram utilizados na MAD e MAE. A temperatura e a pressao
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foram limitadas a 280 °C e 80 bar durante a MIC, respectivamente, e a 260 °C e 60
bar durante a MAD e a MAE, respectivamente. Essas condi¢ces foram selecionadas
de acordo com as recomendacdes do fabricante (v2.50 Software, Anton Paar). Na
Figura 5 sdo apresentados os frascos de (A) quartzo e (B) PTFE-TFM utilizados nos

meétodos de preparo de amostras.

A

Figura 5. A) frasco de quartzo utilizado na MIC e B) frasco de PTFE-TFM utilizado
na MAD e MAE (Adaptado de PEREIRA, 2014).

Uma prensa hidraulica de ago inoxidavel SSP-10 41 com pressdo maxima de
10 toneladas (Shimadzu, Japé&o) e puncdes em aco inoxidavel (12 mm de diametro)
foram utilizadas para preparar os pellets. Um soldador elétrico de ferro foi utilizado
para preparar os invélucros. Um suporte de quartzo foi inserido em cada frasco de
digestdo quando as amostras foram preparadas utilizando a MIC. Esse suporte
apresenta na parte superior um funil, que minimiza danos na tampa do frasco em
virtude da chama proveniente da combustdo, além de permitir que a solugéo
absorvedora promova uma lavagem efetiva. Na base do suporte existem fendas que
permitem maior contato de Oz com a amostra no momento da combust&do. O suporte
de quartzo utilizado na tese foi confeccionado no Laboratério de Hialotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria. Para melhor compreensdo, o suporte de
quartzo é apresentado na Figura 6.
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Figura 6. A e B) suporte de quartzo utilizado na MIC como suporte para a amostra.

Para a determinacédo dos halogénios e de enxofre foi utilizado um cromatégrafo
de ions ICS-5000 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA) equipado com uma coluna
de troca anidnica lonPac AS11-HC (250 mm x 2 mm i.d., tamanho de particula 4 um)
e uma coluna de protecao lonPac AG11-HC (50 mm x 2 mm i.d.), com temperatura
controlada a 30 °C. O cromatdgrafo € equipado com supressor de &anions
eletroliticamente regenerado ERS 500 (2 mm, modo de 4gua externa de supressao
automatica a 0,20 mL mint e 56 mA), cartucho gerador de fonte eluente EGC 500
KOH com coluna de retencdo de anions continuamente regenerada CR-ATC e
amostrador automéatico AS-AP. A célula de condutividade (Thermo Fisher Scientific)
com temperatura controlada a 35 °C foi utilizada para deteccdo de Cl, F e SO4%,
sendo conectada (tubo PEEK, 300 mm x 0,25 mm i. d.) a um espectrébmetro de massas
MSQ Plus (Thermo Fisher Scientific) utilizado para detec¢éo de Br e I'. O nitrogénio
utilizado como gas nebulizador na fonte de ionizacdo foi produzido pelo gerador de
nitrogénio 18LA (Peak Scientific, Escocia). A determinacdo dos analitos foi realizada
em uma Unica corrida cromatografica por integracdo da area de pico. O controle do
equipamento e aquisicdo de dados foram realizados com o software Chromeleon 7.0
(Thermo Fisher Scientific).

A determinacdo de bromo, cloro, iodo e enxofre foi feita utilizando um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado Elan DRC I
(PerkinElmer SCIEX, EUA) equipado com nebulizador concéntrico (Meinhard

Associates, EUA), camara de nebulizacdo do tipo ciclénica (Glass Expansion, Inc.,
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EUA) e tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc.) com o tubo injetor de quartzo (2 mm
d.i.). A determinacdo de bromo, cloro, iodo e enxofre foi também realizada utilizado
um espectrdmetro de emissdo éptica com plasma indutivamente acoplado Spectro
Ciros CCD (Spectro Analytical Instruments, Alemanha) equipado com nebulizador
pneumatico tipo cross-flow, camara de nebulizacdo duplo passo e tocha com injetor
de quartzo (2,5 mm d.i.). Fltor foi determinado utilizando um potenciémetro digital HI
3221 pH/ORP/ISE Meter (Hanna, Estados Unidos) com eletrodo combinado ion
seletivo para fluoreto HI 4110 (Hanna). O carbono dissolvido das solucdes foi
determinado utilizando o espectrdmetro de emissao 6ptica com plasma indutivamente
acoplado (Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical Instruments).

A possibilidade de determinacédo e de observar a distribuicdo de bromo, cloro,
iodo e enxofre em cabelo e unha foi avaliada por LA-ICP-MS com um espectrometro
de massas com plasma indutivamente acoplado Agilent 7900 (Agilent Technologies,
EUA) com ablacédo por laser. A ablacéo por laser foi realizada utilizando um sistema
Analyte G2 193 nm ArF*, comprimento de pulso < 4 ns (Teledyne CETAC
Technologies, EUA) equipado com camara de ablacdo COBALT (Teledyne CETAC
Technologies) por meio de um sistema de introducdo rapida em aerossol (ARIS)
(Teledyne CETAC Technologies). O ARIS é um complemento de baixa dispersédo da
camara de ablacdo COBALT, consistindo em uma tubulacao de transporte de aerossol
(tubo PEEK, 1,2 m x 1 mm i. d.) e um dispositivo para misturar o fluxo de hélio -
transportador do aerossol gerado na cela de ablacdo - com o fluxo de gas de reposicéo
de argbnio antes da introducdo da amostra no injetor da tocha. Um vértex Analog
Vortex Mixer (VWR, Alemanha), uma placa de aquecimento A3 (Analab, Franca) e
uma microbalanca M3P (Sartorius, Alemanha) foram utilizados para preparar os
padroes e as amostras. Uma equipamento de polir LaboPol-5 (Struers Inc., EUA)
utilizando papel SiC com granulometria 800, 1200, 2400, 4000 (Struers Inc), um
piramitome (LKB Produkter, Suécia) utilizando faca de vidro confeccionada no préprio
laboratorio e um profildometro éptico NT 9080 (Veeco, Alemanha) foram utilizados para
avaliar as estratégias de calibracdo para a determinacao dos analitos por LA-ICP-MS.

4.2 Reagentes
Acetona 99% (Proquimios, Brasil) foi utilizada para realizar a lavagem das
amostras. Acido nitrico 65% (Synth, Brasil) e alcool etilico absoluto 96 GL (Synth)

foram utilizados para a descontaminacao das vidrarias, discos de papel (15 mm de
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diametro, 12 mg) utilizados como auxiliar de combustéo (Unifil, Alemanha), filmes de
polietileno (8 x 8 cm e massa de aproximadamente 50 mg) utilizados para involucros
para as amostras (Congelito, Brasil), papéis filtro C40 (Unifil) e materiais diversos.
Hidroxido de aménio e HTMA utilizados como solucéo absorvedora e extratora foram
preparados a partir de solugdo de NH4OH 27% de NHsz em H20 (Dinamica, Brasil) e
HTMA 25% em éagua (Sigma-Aldrich, EUA), respectivamente. Acido nitrico 65%
(Merck, Alemanha) bidestilado foi utilizado como solucdo digestora. Na MIC, o
iniciador da combustdo foi preparado com NH4NOs (Merck) e os frascos foram
pressurizados com oxigénio de elevada pureza 99,5% (Linde, Brasil).

Solucdes padrdo contendo 1.000 mg L de Br, CI, I, F e SO4* foram
preparadas dissolvendo KBr (Merck), NaCl (Dinamica), KI (Merck), NaF (Merck) e
K2SO4 (Synth) em &gua ultrapura. Essas solugbes foram diluidas e usadas para
preparar as curvas de calibracdo para determinacdo dos analitos por diferentes
técnicas de determinacdo. Os mesmos sais foram utilizados para preparar as solucdes
adicionadas nos ensaios de recuperacdo. Acido citrico (Merck) foi utilizado para a
determinacao carbono por ICP-OES e itrio 1 mg L (SpexCertPrep, EUA) foi utilizado
com padrao interno. A determinacao dos analitos por ICP-MS e ICP-OES foi realizada
com argbnio de alta pureza 99,998% (White Martins, Brasil) e a determinacéo de flaor
por ISE utilizando o reagente TISAB Il (Dinamica) para garantir ajuste da forca idnica.

Na LA-ICP-MS, fita adesiva dupla face 11 mm (HEMA, China), laminas de
microscoépio 26 x 76 x 1,0 mm (Superfrost, Thermo Fisher Scientific), resina epoxi
(Struers Inc., EUA) e vidro de borossilicato 24 x 40 mm (VWR, Alemanha) foram
utilizados para introduzir as amostras e os padrées na camara de ablacdo. O ajuste
das configuragcdes do equipamento foi realizado utilizando o CRM NIST 612 de vidro
(NIST, EUA). Ureia (Sigma-Aldrich), dodecil sulfato de sodio (Sigma-Aldrich) e 2-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) foram utilizados para extrair a queratina do cabelo. O
pH da extracdo foi mantido em 9,0 com solucdo tampéao (Riedel-de Haen, Roménia).
Uma membrana de celulose para tubos de dialise 25 mm de largura, 16 mm de i.d.
(Sigma-Aldrich) foi utilizada para purificar a queratina. Glicerol (Sigma-Aldrich) foi
utiizado como plastificante para as gotas de queratina. Solugbes padrao
monoelementares (1.000 mg L) de brometo (Merck), cloreto (Merck) e iodeto (Merck)
e solucdes de bromato, clorato e iodato preparadas por dissolucdo de sais KBrOs
(UCB, Bélgica), KCIOs (UCB) e KIOs (UCB) foram utilizadas na etapa de calibracao

para a determinag¢ao dos elementos por LA-ICP-MS.
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4.3 Descontaminacao de materiais diversos

As vidrarias e outros materiais comuns de laboratorio foram descontaminados
com HNOs 10%, por pelo menos 24 h, lavados com élcool etilico absoluto e agua
ultrapura. Os discos de papel filtro e os filmes de polietileno foram descontaminados
apos a imersdo em HNOs 10% por 10 min em banho ultrassénico, sendo
posteriormente submetido ao mesmo procedimento com alcool etilico absoluto ao
invés de HNOg, lavados com &gua ultrapura e secos em capela de fluxo laminar. Os
frascos de quartzo e PTFE-TFM, assim como o0s suportes de quartzo foram
descontaminados com HNO3s concentrado sob aquecimento em forno micro-ondas. O
programa de aquecimento utilizado foi de 1000 W por 10 min, seguido de 20 min a O
W (etapa de resfriamento). Previamente ao preparo das amostras, o procedimento de
descontaminacéo foi repetido utilizando agua ultrapura.

4.4 Amostras e materiais de referéncia

As amostras de cabelo (cerca de 1 g por voluntario) e de unha (cerca de 0,1 g
por voluntario) foram coletadas sem nenhuma restricdo em sal6es de beleza na cidade
de Pelotas (RS, Brasil). O cabelo e a unha foram cortados por um profissional do saldo
com uma tesoura de aco inoxidavel e armazenados em frasco de polietileno. No
laboratério, as amostras foram lavadas trés vezes com acetona e agua (entre as
repeticdes), conforme recomendado pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica
(IAEA; 1985; POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER, 2017). As amostras foram
moidas, secas em estufa a 60 °C e armazenadas em frasco de polipropileno. Cerca
de 10 g de cabelo e 5 g de unha de diferentes voluntarios foram homogeneizadas,
considerando cada matriz, para o desenvolvimento dos métodos. Os objetivos e 0s
procedimentos foram apresentados para o profissional do saléo e para os voluntarios
de acordo com o projeto aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFPel (parecer:
2.251.932 — Anexo 1). Na Figura 7 € apresentado o aspecto das amostras apos a
realizacdo da etapa de pré-tratamento.
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Figura 7. A) amostra de cabelo e B) de unha apds a etapa de pré-tratamento.

O CRM NCS DC73347a de cabelo humano do China National Analysis Center
for Iron and Steel foi utilizado para avaliar a exatiddo dos métodos propostos para a
analise de cabelo. O CRM NIST 8435 (leite em p6 integral) do National Institute of
Standards and Technology foi utilizado, misturado com a amostra de unha para a
realizacdo de um ensaio de recuperagdo na forma sélida, para avaliar a exatiddo dos

métodos propostos.

4.5 Métodos avaliados para o preparo de amostras de cabelo e unha

4.5.1 Combustéo iniciada por micro-ondas

Amostras de cabelo (30 a 300 mg) ou de unha (30 a 100 mg) foram prensadas
usando uma prensa hidraulica ajustada em 3 toneladas por 1 min, ou embrulhadas
em filme de polietileno selado por aguecimento e seu excesso removido. Na Figura 8

sdo apresentadas as formas de introducdo das amostras avaliadas para a MIC.

A C

Figura 8. Cerca de 100 mg de amostra de cabelo preparadas na forma de A) pellet e

B) involucro e de unha preparadas na forma de C) pellet e D) involucro.
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Os pellets ou involucros foram colocados na base de um suporte de quartzo,
contendo disco de papel de filtro previamente umedecido com 50 pL de NHiNOs3
6 mol L*. O suporte contendo a amostra foi introduzido em frasco de quartzo contendo
6 mL da solucdo absorvedora. As solugdes absorvedoras avaliadas foram agua
ultrapura e NH4OH nas concentracdes de 25, 50 ou 100 mmol L, selecionadas de
acordo com estudos anteriores (FLORES, 2014; 2016). Os frascos foram fechados,
fixados no rotor, pressurizados com 20 bar de O2, como pode ser observado na Figura
9, e submetidos ao programa de radiagdo micro-ondas de 1400 W por 5 min (etapas
de combustéo e refluxo) e 0 W por 20 min (etapa de resfriamento) - taxa de aumento

de pressédo: 0,8 bar s, temperatura maxima: 280 °C e pressdo maxima: 80 bar.

Figura 9. Frascos de quartzo fechados, fixados no rotor e sendo pressurizados com
20 bar de oxigénio.

Inicialmente, o tempo de ignicdo e combustdo foram determinados visualmente
através de uma adaptacdo na capa de protecdo do frasco com um corte frontal,
conforme apresentado na Figura 10, utilizando funcdo Power check no software do
equipamento e cessando a radiacao logo apos iniciar a combustdo (PEREIRA, 2014).
O volume da solugao absorvedora, o volume e a concentragdo da solugéo de ignicao,
o programa de radiacdo micro-ondas e a pressao de oxigénio foram selecionados de
acordo com estudos anteriores (FLORES, 2014; 2016).
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Figura 10. Frasco de quartzo com capa de protecao adaptada.

Apos a digestao, a solucao final foi diluida com agua até 20 mL para a posterior
determinacdo de halogénios e enxofre por diferentes técnicas de determinacdo. A
compatibilidade da solucéo final com as técnicas de determinacgédo foi avaliada pela

determinacao do carbono dissolvido por ICP-OES.

4.5.2 Digestao assistida por radiacdo micro-ondas e extracdo assistida por radiacéo
micro-ondas utilizando solucdes alcalinas

Nos métodos de preparo de amostras baseados na MAD e MAE, massas de
300 mg de cabelo ou 100 mg de unha e 6 mL da solucdo digestora
(HNOs 14,4 mol L1) ou extratora (HTMA 110 mmol L** ou NH4OH 100 mmol L't) foram
transferidos para frascos de PTFE-TFM. Os frascos foram fechados, fixados ao rotor
e submetidos ao programa de radiacdo micro-ondas de 1000 W por 15 min (rampa de
5 min até 1000 W) e 0 W por 20 min (etapa de resfriamento) - taxa de aumento de
pressdo: 0,8 bar s, temperatura maxima: 240 °C e pressdo maxima: 60 bar. A
temperatura maxima para a extragdo com HTMA foi limitada a 90 °C para evitar a
degradacdo do reagente (KNAPP et al. 1998). As solucdes e o programa de
aquecimento utilizados foram selecionados com base em trabalhos publicados na
literatura (KNAPP et al., 1998; NOBREGA et al., 2006; COSTA et al., 2015; SKALNY
et al., 2017).

Os extratos foram filtrados e, assim como os digeridos, diluidos com agua até
20 mL para a posterior determinacéo de halogénios e enxofre por diferentes técnicas

de determinagdo. A compatibilidade da solugcédo final com diferentes técnicas de
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determinacao foi avaliada pela determinacao do carbono dissolvido por ICP-OES. Na
Figura 11 sdo apresentados os procedimentos avaliados para o preparo de amostras
de cabelo e unha visando a posterior determinagdo de halogénios e enxofre por
diferentes técnicas de determinacao.
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Procedimentos avaliados para o preparo de amostra de cabelo e unha

| I
[ Combustao iniciada por ] [ Digestao assistida por ] [ Extracao assistida por ]
r

micro-ondas (MIC) radiagao micro-ondas (MAD) adiagcao micro-ondas (MAE)

Cabelo: 30 a 300 d t
[ L?nha(:) 30 :1 00 n:r;gdeeae:nnlc;ir;a ] Cabelo: 300 mg de amostra Cabelo: 300 mg de amostra
I Unha: 100 mg de amostra Unha: 100 mg de amostra
20 barde O,
]
Solucio absorvedora: Solucéao extratora:

Solucao digestora:
6 mL de HNO; (14,4 mol L).

* 6 mLde HTMA (110 mmol L-);

* 6 mL de agua ultrapura;
* 6 mL de NH,OH (100 mmol L-).

+ 6 mL de NH,OH (25, 50, 100 ou 200 mmol L).

Irradiacao com micro-ondas: Irradiacao com micro-ondas:
Rampa de 5 min até 1000 W; Rampade 5 min até 1000 W;
1000 W por 30 min; 1000 W por 30 min;

0 W por 20 min (etapa de resfriamento).] |+ 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).

Irradiacao com micro-ondas:
* 1400 W por 5 min;
* 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).

Determinagao

Br, Cl, F,1e S por IC-CD-MS Br, Cl, 1 e S por ICP-MS Br, Cl, 1 e S por ICP-OES F por ISE

Figura 11. Representacdo esquematica dos procedimentos avaliados para o preparo de amostras de cabelo e unha para

subsequente determinacao de halogénios e enxofre por diferentes técnicas de determinacéao.
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4.6 Exatidao, precisao, limites de quantificacdo e analise estatistica

A exatiddo dos métodos foi avaliada inicialmente pela realizacéo de ensaios de
recuperacdo utilizando solugdo padrdo, adicionando 50 e 100% da concentracao
previamente detectada dos analitos nas amostras utilizadas para as otimizagdes ou 2
e 3 vezes o valor equivalente ao limite de quantificacdo (LOQ). Um CRM de cabelo foi
analisado com as mesmas condicfes estabelecidas para avaliar a exatiddo dos
métodos propostos para a andlise de cabelo. Ensaios de recuperagéo na forma solida
utilizando CRM misturado com a amostra, foram feitos para avaliar a exatiddo dos
meétodos propostos para andlise de unha.

A preciséo foi avaliada por repetibilidade e precisdo intermediaria conforme
recomendado pela Eurachem (EURACHEM, 2014). O limite de quantificacdo (LOQ)
para os elementos foi estimado como LOQ = kQ x s'0, sendo kQ o fator de
multiplicacdo (10 para LOQ) e s'0 o desvio padrdo de dez medidas do branco
(EURACHEM, 2014). No entanto, o valor médio do elemento para o branco ou para a
concentracéo limite quantificavel foi incluido na férmula do calculo (x £ 'kQ x s'0, sendo
X a média dos valores). A estatistica foi realizada com o software GraphPad InStat
(teste t de Student ou ANOVA, nivel de confianca de 95%, 3.00 Software Inc., EUA).

4.7 Determinacao de halogénios e enxofre por IC-CD-MS

Alguns parametros da técnica, como modo de eluicdo, voltagem do cone,
voltagem da agulha e temperatura da sonda foram otimizados considerando a
auséncia de relatos na literatura para a determinacdao multielementar de halogénios e
enxofre por IC-CD-MS. As curvas de calibracdo foram preparadas de acordo com a
sensibilidade da técnica ou com a faixa de concentracdo dos elementos nas amostras.
As curvas de calibracdo foram preparadas de 0,005 a 0,05 mg L para Br; 0,1 a 1,0
mg L* para CI; 0,01 a 0,1 mg L? para F; 0,001 a 0,01 mg L' para I e
1,0 a 10 mg L para SO4%, em meio a solugdo em que a amostra se encontrava no
momento da andlise — visando evitar possiveis erros na etapa de determinacdo. Na
Tabela 2 séo apresentadas as condi¢cdes operacionais utilizadas para a determinagéo
dos analitos por IC-CD-MS.



63

Tabela 2. Parametros na determinacéo de halogénios e enxofre por IC-CD-MS.

Parametros Condicao
IC

Fase movel KOH

Vazdao da fase mével, mL mint 0,28
Volume de injecao, pL 50

Modo de integragdo do sinal Area de pico
MS

Modo de ionizacao Electrospray
Polarizacao Negativa
Gas do nebulizador, bar 55
Intervalo, m/z e tempo de espera, s scan! 0,2 e 1,0, respectivamente
Is6topos, m/z 9Br, 127

4.8 Determinag&o de bromo, cloro, iodo e enxofre por ICP-MS e ICP-OES

Inicialmente, estudos sisteméticos foram realizados para avaliar interferéncias
poliatdmicas, efeitos de acidez residual e carbono dissolvido e faixa de concentracao
na determinacdo de bromo, cloro, iodo e enxofre por ICP-MS e ICP-OES. As curvas
de calibracédo foram de 1,0 a 10 pg L para Br, 500 a 10.000 pg L* para Cl, 0,1 a 1,0
ug Lt paral e 100 a 10.000 pg L* para S por ICP-MS. Por outro lado, as curvas de
calibracéo foram de 250 a 50.000 pg L para Br, 500 a 10.000 pg L para Cl, 100 a
10.000 pg Lt para | e 25 a 1.000 pug L para S por ICP-OES. Na Tabela 3 sédo
apresentadas as condicOes operacionais utilizadas para a determinacdo dos analitos
por ICP-MS e ICP-OES.

4.9 Determinacao de carbono por ICP-OES

Na determinacgdo de carbono dissolvido, acido citrico foi utilizado como fonte
de carbono e itrio (1 mg L) como padréo interno. A curva de calibracédo foi de 25 a
500 mg L para C em meio a HNOz 5%. Previamente a determinacéo de carbono,
todas as solucdes foram purgadas com argdnio (0,1 L mint, durante 2 min). Na Tabela
3 séo apresentadas as condi¢cbes operacionais utilizadas para a determinacdo de
carbono dissolvido por ICP-OES.
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Tabela 3. Parametros na determinacao de bromo, cloro, iodo e enxofre por ICP-MS e

bromo, cloro, iodo, enxofre e carbono por ICP-OES.

Parametros ICP-MS ICP-OES
Poténcia do gerador de RF, W 1400 1400

Vazao principal de argdnio, L min 15 15

Vazéo auxiliar de argonio, L mint 1,2 1,0

Vazéao de argobnio do nebulizador, L mint 1,1 1,0

Camara de nebulizacdo Ciclonica Duplo passo, scott

Nebulizador

Cones de amostragem e skimmer

Lente ibnica

Is6topos, m/z

Comprimentos de onda, nm

Concéntrico
Pt
Auto lens on

34S 35C|
YQBr 127|

Cross flow

Cl (134,72), Br (154,07),
1 (178,28), S (180,73) e
C (193,03)

4.10 Determinacéo de flaor por ISE

Na determinacéo de flior em cabelo e unha por ISE, a curva de calibragéo foi

preparada de 0,1 a 1,0 mg L* em 30 mL e uma solucdo de TISAB Il foi adicionada

para o ajuste da forca i6nica (15 mL). Na Tabela 4 sdo apresentadas as condi¢des

operacionais para a determinac¢ao de flaor por ISE.

Tabela 4. Parametros na determinacéo de flior por ISE.

Parametros ISE
Solugéo para leitura, mL 30
Eletrodo para F HI 4110
Propor¢cao de tampéao 1:1

4.11 Determinacao de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha por

LA-ICP-MS

A avaliagdo da adequabilidade da LA-ICP-MS para a determinacdo da

concentracéo e distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-
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ICP-MS foi realizada de maneira complementar aos resultados obtidos durante esta
tese. Os experimentos foram realizados durante o periodo de doutorado sanduiche
na Universidade de Ghent, Bélgica. Através dos métodos desenvolvidos durante esta
tese, foi possivel propor uma alternativa eficiente de calibracdo para a determinacgéo

de bromo e iodo por LA-ICP-MS, conforme sera apresentado nos itens posteriores.

4.11.1 Avaliagdes preliminares

Inicialmente foi avaliada a maneira mais adequada para a introducdo das
amostras no sistema, evitando a introducéo de particulas grandes no espectrémetro
para minimizar picos intensos positivos de sinal e até mesmo a obstrucao do tubo de
transporte do aerossol. Algumas avaliagbes preliminares foram realizadas como:

frequéncia de disparos por posicao, diametro do spot e densidade de energia.

4.11.1.1 Determinacéo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo

4.11.1.1.1 Estratégia de calibracdo: preparacao de fios de cabelo fortificados com
halogénios

A estratégia de calibracédo utilizando fios de cabelo fortificados com halogénios
foi desenvolvido com a amostra previamente analisada e foi selecionada por conter
uma baixa concentracdo dos analitos. Cerca de 100 mg de cabelo foram imersos em
solucdo padrdo contendo 0,025; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 10,0 e 20,0 mg L de
bromo e iodo e 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0 e 100 mg L de cloro por 24 h a
temperatura ambiente. Enxofre ndo foi adicionado visto que foi avaliado como padréo
interno. A mistura foi decantada e o cabelo foi lavado duas vezes com agua ultrapura
por 2 h e deixado em dessecador (POZEBON, SCHEFFLER, DRESSLER, 2017). O

aspecto do cabelo utilizado para essa avaliagdo esta apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Aspecto dos fios de cabelo fortificados com halogénios como estratégia de
calibragcédo para a determinagéo de bromo, cloro e iodo por LA-ICP-MS.

Uma porcdo desse cabelo foi analisada utilizando os métodos analiticos
previamente otimizados e apresentados nesta tese. Bromo e iodo foram determinados
por ICP-MS e cloro por IC-CD apés a digestao do cabelo por MIC. Uma outra por¢ao
foi fixada em paralelo em fita adesiva dupla face (cerca de 2 cm de fio de cabelo
considerando 3 fios para cada padrdo), depositada em laminas de microscopio de

vidro e introduzida na camara de ablag&o, conforme apresentado na Figura 13.
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Figura 13. A) fios de cabelo fixados em fita adesiva dupla face em laminas de

microscoépio B) introduzidos na camara de ablacgéo.

4.11.1.1.2 Estratégia de calibracdo: preparacao de gotas de queratina fortificadas com
halogénios

Para a extracdo da queratina, cerca de 10 g de cabelo homogeneizado,

conforme aspecto apresentados na Figura 7 A, foram misturados com 180 mL de ureia
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7 mol L, 6 g de dodecilsulfato de sédio e 15 mL de 2-mercaptoetanol e agitados a 50
°C por 12 h, com pH mantido a 9,0. O filtrado foi dialisado contra 3,5 L de solucdo a
0,08% de 2-mercaptoetanol (CHEAJESADAGUL, et al., 2011), conforme Figura 14.

Figura 14. Filtrado de queratina extraida do cabelo sendo dialisado.

Cinco padrdes foram preparados com a queratina extraida adicionando uma
concentracgéo final de 1,0, 2,5, 5,0, 10 e 25 ug g* de bromo e iodo e 250, 500, 750,
1000 e 2500 pg g* de cloro. Glicerina foi utilizada para melhorar a flexibilidade da
gueratina, imitando a matriz do cabelo natural. A solucéo final foi misturada em um
vortex a 4000 rpm por 10 min. Cerca de 50 pg dessa solucdo, pesadas em
microbalanga, foram pipetados em vidro de borossilicato e colocados no dessecador.
Os vidros contendo as gotas de queratina fortificadas com halogénios, apresentados
na Figura 15, foram fixados em laminas de microscoépio e introduzidos na camara de
ablacdo. Na Tabela 5 s&do apresentadas as condicdes operacionais para a
determinacdo dos analitos por LA-ICP-MS. As configuragcdes foram ajustadas
diariamente pela intensidade de sinal (Li*, 1*®In* and 228U*), baixa formacé&o de 6xido
(23BUB0O*/238U* < 1%) e baixo fracionamento elementar induzido por laser (238U*/232Th*
~ 1) utilizando o CRM NIST 612 de vidro.
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Figura 15. A) gotas de queratina em vidros fixados em laminas de microscépio B)
introduzidas na camara de ablagéo.

4.11.1.2 Determinacéo qualitativa de bromo, cloro, iodo e enxofre em unha

As unhas foram introduzidas diretamente na camara de ablagédo embebidas em
resina epodxi, conforme apresentado na Figura 16. Uma amostra foi selecionada
aleatoriamente e analisada utilizando as mesmas condicfes estabelecidas para a

analise do cabelo.

Figura 16. A) unhas embebidas em resina epo6xi B) inseridas na camara de ablagéo.
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Tabela 5. Parametros na determinacéo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-ICP-MS.

Parametro

Condicao

Cabelo e unha

Gota de queratina

Perfil de profundidade

ICP-MS

Poténcia do gerador de RF, W

Vazao principal argbnio, L mint

Vazao argobnio nebulizador, L mint
Profundidade da amostra, mm

Is6topos, m/z

Modo de aquisi¢cado dos dados

Tempo de permanéncia por isétopo, ms
Periodo de amostragem (tempo total de

aquisicao/pixel), s

LA

Taxa de repeticéo, Hz

NuUmero de disparos por posi¢cédo
Diametro do spot, ym (forma)
Densidade de energia, J cm™?
Velocidade de translagéo, ym s

Modo de escaneamento

1500
15
1,05
5,8

348, 798[‘, 127|’ 35C|
TRA - time resolved
0,005, 0,044, 0,044

0,100

100

40

35 (quadrado)
1,52

87,5

Linha

1500

15

1,03

5,5

348, 7QBr’ 127|’ 35c|

TRA - time resolved
0,005, 0,038, 0,038, 0,011
0,100

100

10

10 (quadrado)
1,52

100

Pontual

1500

15

1,05

5,8

345 79gy, 127] 35C|

TRA - time resolved

0,005, um elemento/andlise
0,005

1

40 a 200

10 (quadrado)
1,52

87,5

Area




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados para as andlises
descritas no capitulo 3 (Materiais e métodos). Inicialmente, serdo apresentados o0s
estudos sistematicos realizados para a obtencdo de condicbes instrumentais
adequadas para a determinacdo de halogénios e enxofre. Posteriormente, seréo
apresentados os resultados para as otimizacdes dos métodos visando a posterior
determinacao de halogénios e enxofre em cabelo e unha. Por fim, seréo apresentadas
algumas avaliacOes realizadas para a determinacdo e distribuicdo de bromo, cloro,

iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-ICP-MS.
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5.1 Avaliacdo da adequabilidade das técnicas para a determinacdo de

halogénios e enxofre em cabelo e unha

5.1.1 Cromatografia de ions com detecc¢ao condutimétrica acoplada a espectrometria
de massas

A determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e unha por IC-CD-MS foi
avaliada tendo em vista que ndo havia relatos na literatura sobre a utilizagao dessa
técnica para esta finalidade. A concentragdo total de bromo, cloro, fltor, iodo e enxofre
foi determinada como Br-, CI, F, I e SO4%, respectivamente. Os resultados foram
comparados com outras técnicas de determinacdo para avaliar possiveis erros
durante a quantificacédo. Cloro, flior e enxofre foram separados por IC e determinados
por condutividade (IC-CD), enquanto bromo e iodo foram separados por IC e
determinados por MS (IC-MS), mas em uma Unica corrida cromatografica (IC-CD-MS).
As condicdes foram otimizadas considerando as caracteristicas das amostras de
cabelo e unha.

O eluente inicialmente avaliado foi KOH 30 mmol L1, no modo isocratico de
eluicdo, conforme recomendado pelo fabricante (DIONEX, 2020). Nessa condicéo,
uma baixa resolucdo cromatografica foi observada no tempo de retencéo do CI- (4,0
min) e um elevado tempo de eluicdo foi constatado para o I (38 min). Além disso,
guando uma amostra de cabelo ou unha foi digerida por MIC, interferéncias de
compostos da matriz no tempo de retencdo do F (3,0 min), uma baixa resolucéo
cromatografica nos tempos de retengéo do Cl- (4,0 min) e SO4% (6,0 min) e a coelui¢éo
de Br (8,5 min) pelo ion NOs™ (8,5 min) dificultaram a realizacdo da analise. Na Figura
17 sédo apresentados os cromatogramas para uma solucdo padrdo e para uma
amostra de cabelo analisada por IC-CD apés a digestéo por MIC.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos para A) solugdo padrdo multielementar:
0,25 mg L para fluoreto; 10 mg L* para cloreto; 0,15 mg L para
brometo; 10 mg L para sulfato e 0,15 mg L para iodeto e B) solucédo

obtida apds a digestao de cabelo por MIC.

Diante dos inconvenientes mencionados, a eluicdo da fase mével no modo
gradiente de concentracao foi otimizada. O gradiente de eluicdo com KOH foi: a) 5
mmol L1 de 0 a 4 min (para minimizar interferéncias na determinagdo de F e melhorar
aresolucédo do pico); b) 5a 30 mmol L de 4 a 8 min (para reduzir o tempo de analise);
c) 30 a 10 mmol L* de 8 a 13 min (para melhorar a separacédo de NOs", Br- e SO4?%);
d) 10 mmol L1 de 13 a 19 min; €) 10 a 90 mmol Lt de 19 a 22 min (para diminuir o
tempo de retencéo de I); f) 90 mmol L* de 22 a 33 min; e g) 90 a5 mmol L* de 33 a
35 min (para estabilizar da linha de base). E importante mencionar que a etapa c) foi
necessaria devido a elevada concentracdo de NO3z e SO4%, resultante da amostra e
da solucéo de ignigcéo utilizada na MIC. O grafico com o perfil do gradiente de eluicéo
otimizado estd apresentado na Figura 18. Além disso, dois cromatogramas para a
mesma solugdo padrdo utilizando o modo isocratico e o0 modo gradiente de eluigédo

séo apresentados na Figura 19.
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Figura 18. Perfil do gradiente de eluigéo otimizado para a determinacao de halogénios
e enxofre por IC-CD-MS.

Modo isocratico: KOH 30 mmol L1
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Figura 19. Cromatogramas obtidos para uma solucdo padrdo multielementar:
0,25 mg L para fluoreto; 10 mg L* para cloreto; 0,15 mg L para
brometo; 10 mg L para sulfato e 0,15 mg L para iodeto. A) modo
gradiente de eluicdo e B) modo isocratico de eluicéo.

Assim como pode ser observado na Figura 19, utilizando o modo gradiente de
eluicéo foi possivel melhorar a separagdo cromatografica para Cl- e SO4%, presentes
em elevadas concentra¢cdes em cabelo e unha, e diminuir o tempo de retengéo do I

(33 min). Entretanto, a deteccdo por condutividade ndo apresentou sensibilidade
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suficiente para a determinacao de bromo e iodo em cabelo e unha. Assim, a separacéo
dos analitos por IC e a deteccéo de Cl, F e SO4% por condutividade e Br e I por MS
foram avaliadas, mas em uma Unica corrida cromatografica (IC-CD-MS).

A voltagem do cone, voltagem da agulha e temperatura da sonda sao
parametros criticos na resposta por MS (WANG, SCHNUTE, 2009) e foram otimizados
para a determinacéo de bromo e iodo utilizando planejamento delineamento composto
central rotacional (DCCR) com triplicata no ponto central (a = 1,68), totalizando 17
experimentos (2 + 2k + ¢). Uma solucdo padrdo contendo 5 mg L dos analitos foi
introduzida diretamente no MS utilizando uma bomba auxiliar AXP-MS
(Dionex/Thermo Fisher Scientific) com vazéo de 0,28 mL min't e volume de injecédo de
500 pL. A pressao do gas do nebulizador foi ajustada em 5,5 bar (medida pelo
regulador de gas dianteiro do MSQPIus), condigcdo recomendada no MSQ (WANG,
SCHNUTE, 2009). A intensidade do sinal nos tempos de retencéo entre 12 e 22 min
para °Br e 8Br entre 30 e 35 min para '?/I foi monitorada. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores ndo codificados e codificados das variaveis independentes e

respostas observadas para a intensidade de sinal para bromo e iodo na

detecgéo por MS.

Ensaio Temperatura Voltagem Voltagem Intensidade Intensidade
de sonda, do cone, da agulha, parabromo, paraiodo,
°C Vv kV cps cps

1 -1 (360) -1 (48) -1 (1,8) 34.433 111.000

2 +1 (540) -1 (48) -1 (1,8) 84.667 294.333

3 -1 (360) +1 (132) -1 (1,8) 38.117 135.167

4 +1 (540) +1 (132) -1 (1,8) 146.167 546.333

5 -1 (360) -1 (48) +1 (4,2) 98.340 204.400

6 +1 (540) -1 (48) +1 (4,2) 239.667 497.500

7 -1 (360) +1 (132) +1 (4,2) 137.667 297.167

8 +1 (540) +1 (132) +1 (4,2) 359.667 801.667

9 -1,68 (300) 0 (90) 0 (3,0) 144.167 394.500

10 +1,68 (600) 0 (90) 0 (3,0) 333.500 1038.833

11 0 (450) -1,68 (20) 0 (3,0) 65.683 207.500

12 0 (450) +1,68 (160) 0 (3,0) 231.000 697.667

13 0 (450) 0 (90) -1,68 (1,0) 333.00 203.167

14 0 (450) 0 (90) +1,68 (5,0) 295.000 459.833

15 0 (450) 0 (90) 0 (3,0) 228.000 649.000

16 0 (450) 0 (90) 0 (3,0) 234.167 650.333

17 0 (450) 0 (90) 0 (3,0) 230.667 650.667

Conforme apresentado na Tabela 6 e no grafico de pareto na Figura 20, todas

as variaveis sdo estatisticamente significativas (p < 0,05). Os parametros lineares

apresentaram efeito positivo nas respostas para todas as variaveis avaliadas,

enguanto os parametros quadraticos apresentaram efeito negativo. Os pontos centrais

mostraram pouca variacdo (coeficiente de variagdo - CV < 2%) para ambas as

respostas (intensidade de sinal para bromo e iodo), indicando uma boa repetibilidade.
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A Bromo

(3) Voltagem agulha (L)
(1) Temperatura sonda(L)
(2) Voltagem cone(L)
Voltagem cone(Q)
Voltagem agulha(Q)
1Lby3L

1Lby2L

2Lby3L
Temperatura sonda(Q)

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

B lodo

(1) Temperatura sonda(L)

Voltagem agulha(Q)

(2) Voltagem cone(L)
Voltagem cone(Q)

(3) Voltagem agulha (L)
1Lby2L

1Lby3L

2Lby3L

Temperatura sonda(Q)

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

Figura 20. Grafico de pareto dos efeitos padronizados para a intensidade de sinal

para A) bromo e B) iodo na detecgéo por MS.

A adequacéo e a significancia dos modelos gerados foram avaliadas atraves
do teste estatistico de Fisher para ANOVA. Conforme pode ser observado na Tabela
7, a ANOVA do modelo sugere que ele é preditivo (F calculado > F tabulado) e
significativo (p < 0,05). Os coeficientes de determinacdo foram 0,961 e 0,939 para
bromo e iodo, respectivamente, indicando que 96% e 94% da variacao da resposta da
MS foram atribuidos aos fatores. Os resultados obtidos experimentalmente foram
comparados com os obtidos com o modelo, e o coeficiente de correlagéo linear para
ambos analitos foi superior a 0,85. Nesse sentido, os modelos para a intensidade do
sinal para bromo e iodo por MS foram gerados.
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Tabela 7. ANOVA para a intensidade do sinal para bromo e iodo na detec¢éo por MS.

Fontes de Soma dos Graus de Média dos Fcalculado Ftabelado (95%)
variacao guadrados liberdade quadrados

Bromo

Regresséo 1,76x10%t 9 1,96x10%° 19,71 3,68
Residual 6,95x1009 7 9,93x108

Total 1,83x101 16 -

lodo

Regressao 1,07x10%? 9 1,20x10%1 12,34 3,68
Residual 6,79x10%° 7 9,69x10°

Total 1,14x10%? 16 -

As superficies de resposta obtidas para a intensidade do sinal para bromo e
iodo por MS utilizando diferentes voltagens de cone (20 a 160 V), voltagens de agulha
(1,0 a 5,0 kV) e temperaturas da sonda (300 a 600 °C) estdo apresentadas na Figura
21. A intensidade méxima de sinal para bromo e iodo foi obtida com a méxima
temperatura da sonda. Embora temperaturas mais elevadas possam fornecer maior
intensidade de sinal, 600 °C foi selecionada tendo em vista as recomendacdes do
fabricante visando minimizar danos ao espectrometro. A voltagem do cone de 132 V
e a voltagem da agulha de 4,2 kV corroboraram para maior intensidade do sinal para
bromo e iodo e essas condi¢cBes foram as selecionadas para avaliacdes posteriores.
A separacdo por cromatografia para uma solucéo padrédo contendo 0,25 mg L de F,

10 mg L*de Cl e SO4* e 0,15 mg L de Br e I é apresentada na Figura 22.
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Figura 21. Superficies de resposta para a intensidade do sinal para A, C e F) bromo
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voltagem de agulha (1,0 a 5,0 kV) e temperatura da sonda (300 a 600 °C)

na deteccao por MS, n = 5.

78



79

cr
B 150 -1,8e4
<] <
© ()
S 100 [1,2¢4 &
e Br- 5 S
= SO, 2
S ) =
S 50 -6,0e3 E
) L
F-
0| """""" ﬁ" FrrrrereTT TTrTrTTTY TTrr T TTrrrrrrrry 7 70 A B L 7. |_0’Oeo
0,0 5,0 10 15 20 25 30 35

Tempo, min
Figura 22. Cromatograma obtido para solucdo padrdo multielementar: 0,25 mg L*
para fluoreto; 10 mg L! para cloreto; 0,15 mg L para brometo; 10 mg Lt

para sulfato; e 0,15 mg L! para iodeto.

Como mostrado na Figura 22, foi possivel separar todas as espécies em uma
Unica corrida cromatogréafica de 35 min. Fluor, cloro e enxofre foram determinados
como F-, Cl- e SO4? utilizando a deteccédo por condutividade, enquanto bromo e iodo
foram determinados como Br e I utilizando a deteccdo por MS. O uso da MS como
detector adicional melhorou a detectabilidade da técnica para bromo e iodo, que

geralmente estdo presentes em baixas concentracdes em cabelo e unha.

5.1.2 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

Apesar de menos frequente que a determinacao de metais, a determinacéo de
bromo e iodo por ICP-MS vem sendo amplamente realizada em diferentes matrizes
(MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016; TJABADI, MKETO, 2019; FLORES et al.,
2020) e as condi¢Oes instrumentais foram baseadas em trabalhos presentes na
literatura (RONDAN et al., 2018; NOVO et al., 2019a). A determinacéo de flGor por
ICP-MS ndo foi avaliada nesta tese. Por outro lado, a determinacéo de cloro por ICP-
MS foi investigada utilizando os isétopos 3’Cl e 35Cl. O is6topo ¥’Cl foi bastante
impactado por interferéncias de espécies poliatdmicas, principalmente, H36Ar,
enquanto o is6topo °Cl foi bastante afetado pela espécie 3*S'H proveniente da

elevada concentragcdo de enxofre no cabelo e na unha. Assim, a determinacéo de
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cloro em cabelo e unha por ICP-MS néo foi considerada a mais adequada dentre as
alternativas avaliadas nesta tese.

Apesar de bastante impactada por interferéncias poliatdmicas, a determinacéo
de enxofre por ICP-MS foi avaliada em cabelo e unha considerando a elevada
concentracdo desse elemento nas amostras. Como esperado, interferéncias de
espécies poliatdbmicas nos is6topos 32S (1602 e “N!80O) e 3#S (%00 e '0y)
dificultaram a analise. Entretanto, curvas de calibragéo lineares foram obtidas para
enxofre por ICP-MS a partir de 0,5 mg L (isétopo 3?S) e 0,25 mg L? (isétopo 34S).
Vale mencionar que a presenca de interferéncias de espécies poliatbmicas resultou
em um CV entre as medidas de até 10%. Apesar das lineares curvas de calibracao e
a adequada faixa de concentragéo para a determinacéo de enxofre em cabelo e unha,
a elevada intensidade de sinal para o branco (sinal de fundo) devido as interferéncias
poliatbmicas com oxigénio e nitrogénio podem danificar o detector do equipamento
em uma analise de rotina. Assim, a determinacao de enxofre em cabelo e unha por
ICP-MS nao foi considerada como a mais adequada dentre as alternativas avaliadas.

Apesar da adequada sensibilidade e auséncia de interferéncias poliatdmicas
observadas para a determinacdo de bromo e iodo em cabelo e unha por ICP-MS,
alguns estudos relataram problemas de efeito de meméria (NOBREGA et al., 1997;
KNAPP et al.,, 1998) e interferéncias de carbono durante a determinacdo destes
analitos por ICP-MS (GRINDLAY et al., 2013). O efeito de memdria pode ser atribuido
principalmente a formacédo de espécies volateis (HX ou X2 em que X € bromo e iodo)
na camara de nebulizacdo e no nebulizador (NOBREGA et al., 1997; KNAPP et al.,
1998). Entretanto, com base em trabalhos presentes na literatura, esse inconveniente
foi contornado através da analise das solugées em meio de NH4OH 10 mmol L1, assim
como a lavagem do sistema de introdugdo de amostras (tubulagcdo, camara de
pulverizagdo, nebulizador) com a mesma solugédo (DEVOUGE-BOYER et al., 2018;
ROMARIS-HORTAS et al., 2010; WEIS et al., 2019).

O efeito do carbono dissolvido € atribuido principalmente a elementos com
elevada energia de ionizagdo (GRINDLAY et al., 2013). O aumento esta relacionado
a transferéncia de carga dos analitos com niveis eletrénicos e energia de ionizacao
semelhante a espécies de carbono ionizadas (C*, C?*, CO* ou COz2%) no plasma de
argonio (GRINDLAY et al., 2013). Vale mencionar que o carbono pode se acumular
na interface do equipamento, causando alteragdes na sensibilidade durante a analise

por ICP-MS, exigindo uma manutencéo de rotina (FLORES et al., 2004). O efeito do


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914018307628?via%3Dihub#!
javascript:void(0);
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carbono na determinacéo de bromo e iodo por ICP-MS foi avaliado utilizando solucdes
padréo contendo 5 pg L de bromo e 0,5 pug L de iodo em meio a concentracdes
conhecidas de carbono (variando de 100 a 5.000 mg L™). A intensidade relativa do
sinal foi definida como a relacao da intensidade do sinal dos analitos em uma solugéo
padrdo contendo carbono e a intensidade do sinal dos analitos em uma solucéo

padrao livre de carbono, mostrado na Figura 23.

1,44 .

1,3

[ ]

1,2-

1,1 * o 2

Intensidade relativa do sinal

1,012

0,9

100 200 400 600 800 1.000 2000 3.000 4.000 5.000
Carbono dissolvido, mg L1

Figura 23. Intensidade relativa do sinal para bromo (A) e iodo (®) variando a
concentragcdo de carbono dissolvido de 100 a 5.000 mg L' em
comparacao com a solucédo correspondente livre de carbono dissolvido. A
intensidade relativa do sinal entre as linhas tracejadas indica a auséncia
do efeito de matriz. Fonte de carbono: acido citrico. Instrumento: Q-ICP-
MS Elan DRC Il e suas condicdes descritas na Tabela 3, n = 5.

Como mostrado na Figura 23, a intensidade relativa do sinal para bromo e iodo
foi afetada pela concentracao de carbono dissolvido - todos os sinais foram corrigidos
com o branco. O CV da repetibilidade do sinal foi de cerca de 2% ou 4% a intensidade
relativa do sinal abaixo de 0,96 ou 0,90 indica supressdao do sinal, enquanto a
intensidade relativa do sinal maior de que 1,04 ou 1,10 indica aumento do sinal. Efeito
de matriz pronunciado foi observado para solugédo contendo concentragées maiores

que 400 mg Lt ou 1000 mg L de carbono dissolvido. Vale mencionar que o carbono
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dissolvido em outras formas proveniente da matriz deve ser sempre levado em
consideracao para avaliacdes futuras, pois o efeito de carbono pode estar tambéem
relacionado com esse fator. Nesse sentido, com base nestes resultados, a acidez e o
carbono dissolvido na solucédo final foram considerados no desenvolvimento dos

meétodos visando a determinacéo de bromo e iodo em cabelo e unha por ICP-MS.

5.1.3 Espectrometria de emisséo éptica com plasma indutivamente acoplado

Apesar de menos frequente que a determinacao de metais, a determinacgéo de
cloro e enxofre por ICP-OES vem sendo amplamente realizada em diferentes matrizes
(MELLO et al., 2013; MESKO et al., 2016; TJIABADI, MKETO, 2019), e as condi¢des
instrumentais foram baseadas em trabalhos presentes na literatura (PEREIRA et al.,
2009; MESKO et al., 2020). Vale mencionar que a determinacéo de fluor por ICP-OES
nao foi avaliada. Por outro lado, a determinacédo de bromo, cloro, iodo e enxofre por
ICP-OES é principalmente impactada pelas linhas de emissdo dos componentes do
ar proéximas as linhas de emissdo mais sensiveis dos elementos (cloro: 134,72 nm,
bromo: 154,07 nm, iodo: 178,28 nm e enxofre: 180,73 nm) (NOLTE, 2003; MELLO et
al., 2013; MESKO et al., 2016). Para minimizar essas interferéncias foi utilizado um
espectrometro com dptica selada e preenchida com argénio.

A determinacéo de bromo e iodo nao foi realizada por ICP-OES tendo em vista
a concentracao desses elementos no cabelo e na unha (curva de calibragéo a partir
de 0,25 mg L* para bromo e 0,1 mg L para iodo). Por outro lado, a determinacéo de
cloro e enxofre em cabelo e unha por ICP-OES foi considerada adequada tendo em
vista, principalmente, a faixa de concentracdo desses elementos nas amostras. O
ponto mais baixo da curva de calibracdo durante as andlises por ICP-OES foi de 0,5
mg L para cloro e 0,025 mg L para enxofre. Através da comparacéo dos espectros
de emissdo dos analitos para o branco, amostras e solugdo padrdo, foi possivel
observar a auséncia de interferéncias espectrais nas linhas de emissao utilizadas
durante os experimentos. A utilizacdo de linhas de emissdo abaixo de 200 nm e a
faixa de concentracdo dos analitos nas amostras tornaram adequada a determinacao

de cloro e enxofre em cabelo e unha por ICP-OES.

5.1.4 Potenciometria com eletrodo ion seletivo
A determinagdo de flior por ISE vem sendo amplamente realizada em
diferentes matrizes (DIMESKI, BADRICK, JOHN, 2010; MENDES et al., 2020), e as
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condi¢cbes instrumentais foram baseadas em trabalhos presentes na literatura
(DIMESKI, BADRICK, JOHN, 2010; REBACZ-MARON et al., 2013; URBANOWICZ et
al., 2017; MENDES et al., 2020). Apesar do ajuste da forca ibnica com o reagente
TISAB I, a determinacgéo de flior por ISE é principalmente impactada pela elevada
acidez ou alcalinidade da solu¢cao (HANNA, 2020).

O efeito da acidez e da alcalinidade na determinacdo de fldor por ISE foi
avaliado. Para isso, o sinal do analito para uma solucéo padréo contendo 1 mg L de
F- em diferentes meios acidos e bésicos foi avaliado (pH variando 0 a 13). Os
resultados estdo apresentados na Figura 24. A intensidade relativa do sinal foi definida
como a relacéo da voltagem do sinal do analito em uma solucao padrédo com pH acido

e béasico e a voltagem do sinal do analito em uma solucao padrdo com pH neutro.

1,0 ’!l_ﬂ_.

0,8 -
0,7 1

0,6 1
°
0,5 P T T r r T
0 2 4 6 8 10 12
Potencial hidrogeniénico

Intensidade relativa do sinal

Figura 24. Intensidade relativa do sinal para fltor (®) variando o pH da solucéo de 0
a 13. A intensidade relativa do sinal entre as linhas tracejadas indica a
auséncia do efeito. Fonte de acidez e basicidade: HNOs e NaOH.
Instrumento: Potenciometro HANNA HI 3221 pH/ORP/ISE com eletrodo

combinado HI 4110 e condi¢des descritas na Tabela 4, n = 5.

Como mostrado na Figura 24, a intensidade relativa do sinal para flaor foi
afetada pela acidez ou basicidade da solucdo. O CV da repetibilidade do sinal foi de
cerca de 2% ou 4% e a intensidade relativa do sinal abaixo de 0,96 ou 0,90 indica
supresséo do sinal, enquanto a intensidade relativa do sinal maior de que 1,04 ou 1,10

indica aumento do sinal. Um decréscimo no sinal para o analito foi observado em
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solucdes acidas (pH menor que 4 ou 3,5) e um acréscimo no sinal para o analito em
solucdes basicas (pH maiores que 8 ou 11). Esse efeito pode estar relacionado com
interferéncias fisicas e quimicas que alteram a interagdo do analito com a membrana
do eletrodo. A acidez e a basicidade da solucao final foram parametros considerados
no desenvolvimento dos métodos visando a determinacao de fltor por ISE.

A determinacdo de flior por ISE é também impactada pela presenca de
carbono na solucéo a ser analisada (DIMESKI, BADRICK, JOHN, 2010; MENDES et
al., 2020). O carbono pode alterar a natureza fisica do ISE, causando depdsitos na
interface da membrana e alterando a sensibilidade do sensor durante as medicdes.
Um filme pode ser gerado na interface da membrana, dificultando a interacéo do flGor
presente na solucdo com as vagas no interior do eletrodo da membrana (DIMESKI,
BADRICK, JOHN, 2010; MENDES et al., 2020). Um estudo sistematico foi
recentemente publicado na literatura avaliando o efeito do carbono dissolvido na
determinacao de flaor por ISE (MENDES et al., 2020). Os autores demostraram que
uma concentracdo de carbono dissolvido a partir de 1000 mg L* afeta de maneira
significativa o sinal do analito quando comparado com uma solugéo livre de carbono.
Com base nesse estudo, a concentracdo de carbono de até 1000 mg L foi

considerada para a determinacéo de flaor por ISE.

5.2 Avaliacdo de métodos de preparo de amostras para a posterior determinacéao
de halogénios e enxofre em cabelo e unha
Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados dos métodos
avaliados para andlise de cabelo e unha. Os métodos de preparo de amostras foram
MIC, MAD e MAE e as técnicas de determinacéo IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE.

5.2.1 Preparo de amostras de cabelo e unha por combustao iniciada por micro-ondas
As decomposicoes de cabelo e unha por MIC foram realizadas conforme
descrito no item 4.5.1 (Materiais e métodos). A seguir serdo apresentados e discutidos

os resultados referentes aos ensaios realizados.

5.2.1.1 Forma de introducdo da amostra no sistema e tempo de ignigdo e combustao
Inicialmente, foi avaliada a forma mais adequada para a introducéo de cabelo
e unha no sistema de MIC. A forma de invOlucro foi selecionada como a mais

adequada, uma vez que os pellets de cabelo e unha se mostraram instaveis durante
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a manipulacéo e durante a etapa de pressurizacao do frasco. Além disso, o uso de
invélucros traz maior seguranca ao analista em virtude de ndo necessitar de prensas
de elevada pressédo e uma maior praticidade para a confeccdo quando comparado
com os pellets. Os filmes de polietileno foram descontaminados com eficiéncia e ndo
contribuiram para o aumento dos valores de branco.

O tempo de ignicdo e combustéo foram determinados para avaliar, visualmente,
0 momento em gque as amostras entram em ignicao e o tempo que elas permanecem
em combustdo. O tempo de ignicdo nao varia significativamente (p > 0,05) quando
utilizadas diferentes massas de cabelo e unha. Esse resultado era esperado, visto que
o tempo de ignicdo esta relacionado com a interacao da radiacdo micro-ondas com a
solucdo de NH4NOs responsavel pela oxidacao do papel filtro. Entretanto, como pode
ser observado na Tabela 8, a duracdo da combustéo foi proporcional ao aumento da
massa de amostra. O tempo de ignicdo e combustdo foram parametros importantes
para a definicdo do programa de radiagcdo micro-ondas (1400 W por 5 min e 0 W por
20 min). O tempo relativamente rapido para a ignicdo e combustao ndo necessitou a
inclusdo de uma etapa adicional no programa de aguecimento (entre a etapa de
combustdo e a etapa de refluxo) visando garantir a combustdo completa das
amostras. A etapa de refluxo foi utilizada para auxiliar na recuperacéo quantitativa dos

elementos através da lavagem do sistema.

Tabela 8. Tempo de ignicéo e duracdo da combustéo durante a digestao de cabelo e

unha por MIC, n=3.

Tempo de ignicao (s) Duracgéao da combustao (s)
Amostra
50 mg 100 mg 300 mg
Cabelo 3x1 4+1 71 18+2
Unha 4+1 3x1 51 -

Parametros ndo avaliados para 300 mg de unha.

5.2.1.2 Otimizagdo da massa de amostra e avaliacdo da pressdo maxima do sistema
de combustéo

A massa maxima de cabelo e unha a ser decomposta por MIC foi um parametro

avaliado para a obtencdo de menores LOQs. A menor massa utilizada foi 30 mg de

cabelo e unha, sendo acompanhado o comportamento da combustédo, o aspecto da
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solucéo final obtida apds a combustdo e a pressdao maxima atingida pelo sistema. A
combustdo de 400 mg de cabelo e 200 mg de unha néo foi considerada segura pois
a chama gerada foi bastante intensa, podendo causar danos a tampa do frasco de
digestédo. Por outro lado, a combustédo de até 300 mg de cabelo e 100 mg de unha
mostrou-se segura (a pressdo maxima atingida no sistema foi de cerca de 40% do
limite de pressdo operacional recomendada pelo fabricante de 80 bar). Assim,
considerando o comportamento de combustéo e a disponibilidade de amostra, 300 mg
de cabelo e 100 mg de unha foram selecionados para estudos posteriores.

5.2.1.3 Avaliacéo da solucdo absorvedora

ApGs as condi¢des operacionais iniciais do sistema de combustao terem sido
estabelecidas, a solugdo mais adequada para a absor¢édo de halogénios e enxofre,
liberados apdés a combustdo de cabelo e unha, foi avaliada através de ensaios de
recuperacédo. Vale mencionar que a solucao absorvedora deve ser avaliada para cada
elemento e amostra, considerando que a faixa de concentracdo dos elementos de
interesse e dos compostos na matriz influenciam de maneira incontestavel nas
caracteristicas da solucao final e, consequentemente, na recuperacao dos analitos.
Inicialmente, 300 mg de cabelo e 100 mg de unha, utilizando as amostras
homogeneizadas selecionadas para as otimizacBes, foram digeridas por MIC
utilizando éagua ultrapura ou NHsOH (25, 50 e 100 mmol L?') como solucédo
absorvedora e a técnica de determinacao utilizada nesta avaliacéo foi a IC-CD-MS

Nos ensaios de recuperacdo, cerca de 50% da concentracdo dos analitos
previamente detectada ou 2 vezes o valor equivalente ao LOQ foi adicionado
previamente a etapa de preparo de amostras. Para absorver halogénios e enxofre
ap6s a combustdo do cabelo, 20 yL de uma solugdo contendo 10 mg L de bromo,
3750 mg L de cloro, 300 mg L"* de flGor, 100 mg Lt de iodo e 300 g L de enxofre foi
adicionado a 300 mg de amostra antes de fechar o invélucro. Para a combustédo da
unha, 20 uL de uma solugdo contendo 25 mg L de bromo, 8.000 mg L™ de cloro, 200
mg L de flior, 8 mg L de iodo e 50 g L'! de enxofre foi adicionado a 100 mg de
amostra antes de fechar o involucro. Na Figura 25 sdo apresentados os resultados
obtidos apds os ensaios de recuperagdo para a absorcdo de halogénios e enxofre

apos a combustéo do cabelo e unha por MIC.
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Figura 25. Recuperaces obtidas através de ensaios de recuperacéo para (M) bromo,
(™) cloro, (M) flaor, () iodo e (M) enxofre em A) cabelo e B) unha apés o

preparo por MIC utilizando diferentes solucbes absorvedoras.
Determinag&o por IC-CD-MS (x + sd, n=3).

Como mostrado na Figura 25 A, a recuperacao de bromo, cloro, flior e enxofre
apos a combustédo do cabelo foi entre 94 e 103% para todas as solucdes avaliadas.
Contudo, uma recuperacdao inferior para iodo foi obtida utilizando agua, 25 mmol L+
ou 50 mmol L'! de NH4OH (entre 70 e 82%) como solucdo absorvedora. E importante
mencionar que apesar de ter sido obtida uma recuperacdo adequada para flior

utilizando &gua (103%) e 25 mmol L* de NH4OH (94%) como solucédo absorvedora,
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um CV de até 16% foi observado. A recuperacao para iodo utilizando agua, 25 mmol
Lt ou 50 mmol Lt de NH4OH como solucéo absorvedora apés a combustéo do cabelo
pode estar associada a instabilidade de algumas espécies de iodo em solugdes com
carater acido - o pH dos digeridos finais variou de 2 para 4 (FLORES, 2014; FLORES
et al., 2016). Por outro lado, a recuperacéo de iodo utilizando NH4OH 100 mmol L
como solucéo absorvedora foi de 98 + 4% e o pH do digerido final ficou em torno de
7. A solucdo de NH4OH 100 mmol L foi selecionada para avaliagcdes subsequentes.

Como mostrado na Figura 25 B, a recuperagéo de bromo, cloro, fllor e enxofre
apos a combustdo da unha foi entre 91 e 107% para todas as solucdes avaliadas.
Contudo, a recuperacao para iodo (68%) foi inferior utilizando adgua com solucéo
absorvedora. Apesar de de ter sido obtida uma recuperacdo adequada para bromo
utilizando agua (107%) e 25 mmol L* de NH4OH (104%) como solucédo absorvedora,
um CV para bromo e iodo de até 14% foi observado. A baixa recuperacao para iodo e
o elevado CV para bromo e iodo utilizando agua e 25 mmol L* de NH4OH como
solucdo absorvedora apds a combustdo da unha podem estar relacionadas a
instabilidade de algumas espécies de bromo e iodo em solu¢des com carater acido
(FLORES, 2014; FLORES et al., 2016) - o pH dos digeridos variou de 2 para 4
utilizando agua e 25 mmol L* de NH4OH, enquanto que variou de 7 para 8 utilizando
50 mmol L't e 100 mmol L* de NH4OH. Assim, a solugcdo NH4OH 50 mmol L* foi
selecionada para avaliagbes subsequentes.

5.2.1.4 Brancos analiticos e limites de quantificacéo

Uma das dificuldades relacionadas a determinacao de halogénios e enxofre em
baixa concentracdo é os valores dos brancos. Nesse sentido, vale mencionar que
algumas caracteristicas da MIC, como a utilizacdo de materiais de elevada pureza e
de solucdes alcalinas diluidas durante o preparo da amostra, possibilitou a obtencéo
de baixos valores de branco: 0,6 pug L™ para bromo, 0,1 mg L para cloro, 0,1 mg L
para enxofre, < 0,025 mg L* para flior e 0,2 ug L* para iodo. Isso torna-se uma
vantagem extremamente importante para a obtencdo de LOQ adequado para a
analise de amostras com pouca disponibilidade, como é o caso de cabelo e unha.

A solucéo obtida apresentou um aspecto limpido sem a presenca de material
em suspensdo e a concentracdo de carbono nessas solugdes foi inferior a 5 mg L.
Este valor pode ser explicado pela elevada temperatura (superior a 1350 °C) atingida

durante a combustdo (CARRENO et al., 2018). O baixo valor de carbono dissolvido e
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a auséncia de material particulado minimizam interferéncias de matriz durante a etapa
de determinacéo e possiveis danos aos equipamentos. O uso de uma solucéo alcalina
diluida para absorver os elementos evita os inconvenientes da acidez residual na
determinacao dos elementos por IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE. Os LOQs para
a determinacédo de halogénios e enxofre em cabelo e unha apdés a MIC utilizando

diferentes técnicas de determinacdo estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Limites de quantificagdo para halogénios e enxofre em cabelo e unha

utilizando diferentes técnicas de determinacdo apds o preparo por MIC.

Limite de quantificac&o, pg g

Técnica
Br Cl F I S Br Cl F I S
Cabelo - 300 mg Unha - 100 mg
IC-CD-MS 0,7 13 8 0,3 210 3,0 40 20 1,0 800
ICP-MS 0,06 40 - 0,02 8 0,1 120 - 0,03 25
ICP-OES 20 40 - 8 8 60 120 - 25 25
ISE - - 25 - - - - 80 - -

Na Figura 26, sdo apresentados os cromatogramas obtidos para uma solucao
padrdo multielementar e para a analise de cabelo e unha digeridos por MIC. Fatores
de diluicdo de 4 e 20 vezes foram realizados para minimizar as interferéncias dos
compostos da matriz e reagentes, especialmente durante a determinacgéo de flor e
enxofre, respectivamente por IC-CD. Além disso, a utilizacdo da MS acoplada a IC-
CD como um detector adicional aumentou a detectabilidade da técnica para bromo e
iodo, geralmente presentes em baixas concentragdes nas amostras de cabelo e unha.
O tempo de retencdo correspondente a | foi bastante semelhante para a solucéo
padrdo e para as amostras analisadas. No entanto, um deslocamento para o sinal de
Br- foi observado, o que provavelmente esta relacionado a constituintes da matriz que
modificam a fase estacionaria ou interagem com outras espécies anidnicas (por
exemplo, NO3~ e SO4%) em concentracées elevadas. Cabe ressaltar que o sinal para
o Br foi confirmado na amostra através de ensaios de recuperagcdo na etapa de

determinacao e esse fato ndo afetou a determinacdo de bromo por IC-MS.
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Figura 26. Cromatogramas obtidos para (=) solucdo padréo, (=) cabelo e (==) unha
por MIC. As amostras foram diluidas A) 20 vezes na deteccdo por
condutividade e B) 4 vezes na deteccdo por MS. Concentracdo dos
analitos na solucéo padrédo: 50 pg L para fluoreto, 500 ug L para cloreto,

50 ug L para brometo, 500 pg L para sulfato e 50 pg L para iodeto.

A baixa concentrag&o de carbono dissolvido, a auséncia de material particulado
em suspensdo e o uso de solucdo alcalina diluida para absor¢do dos analitos
produzem uma solugédo final totalmente compativel com a analise por ICP-MS, ICP-
OES e ISE, praticamente livre de interferéncias. O aspecto da solucéo obtida apds o
preparo das amostras de cabelo e unha serédo apresentados no item 5.2.2 (Resultados
e discussao, Figuras 27 D e 28 D, respectivamente). O método de digestédo de cabelo
e unha por MIC possibilita a utilizacdo de vérias técnicas de determinacao e, a melhor
alternativa, sempre ird depender da faixa de concentracdo e da disponibilidade de
amostra. O LOQ para os analitos utilizando todas as técnicas de determinacao
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avaliadas neste trabalho apos a digestédo de cabelo e unha por MIC esta apresentado

na Tabela 9.

5.2.1.5 Avaliagdo da exatiddo e da precisao

A avaliacdo da exatidao foi realizada inicialmente por ensaios de recuperacéao,
conforme apresentado no item 4.6 (Materiais e métodos), considerando as condi¢cdes
do método otimizado: 300 mg de amostra na forma de invélucros e 100 mmol L*
NH4OH como solugéo absorvedora para cabelo e 100 mg de amostra na forma de
invélucros e 50 mmol Lt NH4OH como solucdo absorvedora para unha. Além do
primeiro ensaio de recuperacao utilizado para a avaliacdo da solucdo absorvedora, foi
realizado um segundo ensaio de recuperacgéo utilizando as condi¢des selecionadas
adicionando 100% da concentracdo previamente detectada ou 3 vezes o valor
equivalente ao LOQ. Para o cabelo, foram adicionados 40 uL de uma solugao
contendo 10 mg L de bromo, 3750 mg L de cloro, 300 mg L de fltor, 100 mg L
de iodo e 300 g L de enxofre em 300 mg de amostra antes de fechar o invélucro.
Para a unha, foram adicionados 40 pL de uma solugdo contendo 25 mg L de bromo,
8.000 mg L de cloro, 200 mg L de flior, 8 mg L' de iodo e 50 g L de enxofre em
100 mg de amostra antes de fechar o involucro. Os resultados estdo apresentados

nas Tabelas 10 e 11.



Tabela 10. Concentracdo antes e apés a adicdo de halogénios e enxofre em cabelo (x * sd, ug g, n=3).

Elemento Valor adicionado Valor Obtido  Recuperacao, % Valor Obtido Recuperacéao, %
Cabelo IC-CD-MS ICP-MS, ICP-OES ou ISE
Br 0 1,30+ 0,05 1,32 +£0,072
0,667 1,96 £ 0,08 99 + 1,98 £ 0,082 99 +
1,33 2,59+0,14 97 + 2,59 + 0,082 95+
Cl 0 488 + 31 490 + 20°
250 735+ 23 99 +3 729 + 21b 95+
500 990 + 57 1005 979 + 68° 98 +
F 0 < g¥c < 25¥¢
20 19,2+ 0,6 96 + < 25¥%
40 38,0+2,1 95 + 42,3 +3,9¢ 106 £ 10
I 0 1,20 £ 0,05 1,22 + 0,052
0,667 1,85+ 0,08 98 + 1,87 £ 0,082 98 +4
1,33 2,49 + 0,21 97 + 2,58 + 0,152 102 +5
S 0 47.200 £ 2.600 48.110 + 2.023°
20.000 66.000 £ 2.540 98 + 67.120 + 2.490 95+
40.000 86.600 £ 3.990 98 + 86.216 + 4.612° 98 +

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e ¥LOQ.



Tabela 11. Concentracdo antes e ap6s a adicdo de halogénios e enxofre em unha (x * sd, pug g1, n=3).

Elemento Valor adicionado Valor Obtido  Recuperacgéo, % Valor Obtido Recuperacgéo, %
Unha IC-CD-MS ICP-MS, ICP-OES ou ISE
Br 0 10,1+ 0,5 10,5+ 0,52

5 15,3+0,5 106 +3 15,3+ 0,82 96 £ 5

10 20,1 +0,5 101 +3 20,7+ 1,12 102+5
Cl 0 3.080 + 225 3.012 + 205°

1.600 4.655 + 180 103 +4 4512 +112° 94 +5

3.200 6.120 + 180 97 +3 6.098 + 231P 96 +4
F 0 < 20% < 80%

40 37,6 +1,2 94 +3 < 80¥¢

80 84,0+ 3,6 1055 82,4+2]1° 103+ 2
I 0 2,68 +0,12 2,73 +0,102

1,6 4,31+0,14 102 +3 4,30 £ 0,202 98+4

3,2 6,01 + 0,35 104 +6 5,80 + 0,202 95+4
S 0 23.200 +£1.200 23.141 +1.089°

10.000 33.100 = 390 1011 32.981 +1.122° 98 +3

20.000 44.000+1.200 105%3 43.781 +1.897° 103 +4

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e ¥LOQ.
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Como pode ser observado nas Tabelas 10 e 11, a recuperacdo para os analitos
variou de 94 a 106% quando realizados ensaios de recuperacao em diferentes niveis
de concentracdo para as amostras de cabelo e unha digeridas por MIC com as
condicdes selecionadas e analisadas por diferentes técnicas de determinagéo. A
exatiddo dos métodos propostos para a analise do cabelo também foi avaliada através
da anélise de um CRM de cabelo humano. Como pode ser observado na Tabela 12,
a concentracao de halogénios e enxofre obtida pelos métodos propostos nao diferiram
significativamente (p> 0,05) da concentragdo descrita no certificado do CRM
(concordando de 93 a 103%). O CV para repetibilidade e precisédo intermediaria para

a analise do cabelo foi sempre inferior a 10%.

Tabela 12. Concentracdo de halogénios e enxofre obtida para o CRM NCS
DC73347a de cabelo (x * sd, pug g1, n=3).

Amostra Elem. Valor de Valor Obtido Valor Obtido
referéncia IC-CD-MS ICP-MS, ICP-OES ou ISE
CRM NCS Br 11 1,04 £ 0,04 1,13 £ 0,062
DC73347a CI 180 176 £ 4 186 + 8°
F 11,0 11,0+0,3 < 25¥%
I 0,8+0,2 0,78 + 0,02 0,75 + 0,042
S 41.900 + 1.100 40.200 + 800 39.900 + 1.200°

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e *LOQ.

A exatidao dos métodos propostos para a analise da unha também foi avaliada
através de ensaios de recuperacao na forma sélida. Para isso, 25 mg do CRM NIST
8435 (leite em po integral) foi misturado a 75 mg de unha humana e digeridos por MIC
utiizando as condi¢gbes otimizadas e analisada por diferentes técnicas de
determinacdo. Como pode ser observado na Tabela 13, a recuperacao variou de 93 a
106% e o CV para repetibilidade foi sempre inferior a 5%. A concentracdo de flaor por
ISE ficou abaixo do LOQ.
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Tabela 13. Concentragdo antes e ap6s a adicdo de halogénios e enxofre em unha com o CRM NIST 8435 (x + sd, ug g1, n=3).

Elem. Xslionrfocrer:‘tg(ij%ado Va'lo‘r Valor Obtido Recuperacdo, % Valor Obtido Recuperacéo, %

adicionado  |c-CD-MS ICP-MS, ICP-OES ou ISE
Br 20 0 10,1+£0,5 10,3 +0,52

6,67 17,2+0,9 106 £5 16,9 £ 0,92 99+5
Cl 8420 0 3.080 £ 225 3.020 + 131°

2.807 5.858 + 260 99 +4 5.798 + 260° 99 +4
F 0,17 0 < 20%¢ < 80%¢

0,06 < 20%¢ - < 80¥¢
I 2,3 0 2,68 +£0,12 2,65+0,112

0,77 3,39+0,12 93+4 3,41+£0,122 98+5
S 2650 0 23.200 £+ 1.200 23.050 +1.010P

883 24.100 + 501 102 +2 23.870 + 501° 98+3

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e *LOQ.
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Diante desses resultados, foi possivel observar que os métodos propostos se
mostraram adequados para a determinacdo de halogénios e enxofre em cabelo e
unha. Vale mencionar que a utilizacdo de técnicas de determinacdo sensiveis e
sistemas fechados de digestado para o preparo de amostras de cabelo e unha sé&o
caracteristicas fundamentais para a determinacdo de halogénios e enxofre. A
obtencdo de uma solucdo compativel com diferentes técnicas de determinacéo e a
obtencéo de baixos valores de branco, torna a MIC uma ferramenta poderosa para o
preparo de amostras de cabelo e unha visando a posterior determinacdo de

halogénios e enxofre.

5.2.2 Digestao assistida por radiagdo micro-ondas e extracdo assistida por radiagcéo
micro-ondas para a posterior determinagéo de halogénios e enxofre em cabelo
e unha por diferentes técnicas de determinacéo
Os métodos baseados na MAD e MAE foram investigados para avaliar o
desempenho em comparacao a MIC. Nesse sentido, a massa de amostra foi a mesma
preparada por MIC e as solugdes digestoras e extratoras selecionadas foram
baseadas em trabalhos presentes na literatura (KNAPP et al., 1998; NOBREGA et al.,
2006; SKALNY et al., 2017). O aspecto das solucdes obtidas apds os métodos de

preparo de amostras é mostrado nas Figuras 27 e 28.

A B C D

Figura 27. Aspecto da solucéo apos a preparacdo da amostra de cabelo por MAD A)
utilizando 14,4 mol L't de HNOs, por MAE utilizando B) 110 mmol L* de
TMAH e C) 100 mmol L't de NH4OH e por D) MIC utilizando 100 mmol L*

de NH40OH como solug&o absorvedora.
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Figura 28. Aspecto da solucdo apés a preparacdo da amostra de unha por MAD A)
utilizando 14,4 mol L't de HNOg, por MAE utilizando B) 110 mmol L! de
TMAH e C) 100 mmol Lt de NH40OH e por D) MIC utilizando 50 mmol L

de NH40OH como solugéo absorvedora.

Como pode ser observado na Figura 27 A e Figura 28 A, a solugéo obtida ap6s
a digestdo de cabelo e unha por MAD apresentou um aspecto limpido sem a presenca
de material particulado, assim como a solugéo obtida apos a digestdo de cabelo e
unha por MIC (Figura 27 D e Figura 28 D). As solucdes apresentaram baixo carbono
dissolvido (232 + 40 mg L para MAD e <5 mg L para MIC para cabelo e 273 + 72
mg L para MAD e <5 mg L para MIC para unha). No entanto, a elevada acidez
residual da solucédo obtida ap0s a digestdo de cabelo e unha por MAD necessitou uma
etapa de diluicdo adicional e de ajuste de pH, previamente a etapa de determinacéo,
0 que nao foi necessario para a solucdo obtida ap6s a MIC.

Como pode ser visto na Figura 27 B e C e 28 B e C, a solucdo obtida apds o
preparo da amostra de cabelo e unha por MAE apresentou uma coloracdo marrom
escura ou amarelada, devido a presenca de compostos organicos da matriz em
solucéo. A solucéo apresentou material em suspenséo e elevado carbono dissolvido
(2.138 + 233 mg L utilizando 110 mmol L't TMAH e 5.789 + 603 mg L™ utilizando 100
mmol L't de NH4OH para o cabelo e 3.583 + 146 mg L* utilizando 110 mmol L't TMAH

e 4.605 + 867 mg L™ utilizando 100 mmol L* de NH4OH para a unha). A solucéo obtida
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apos a MAE precisou ser filtrada e diluida, previamente a etapa de determinacédo, o

gue néo foi necessario para a solucao obtida apos a MIC.

5.2.3 Comparacao entre os diferentes métodos de preparo de amostras para a
determinacao de halogénios e enxofre em cabelo
Uma amostra de cabelo foi selecionada aleatoriamente e preparada pelos
diferentes métodos de preparo de amostras avaliados nesta tese. Os resultados estao

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Concentracdo de halogénios e enxofre em uma amostra de cabelo
utilizada para a comparacgdo da performance de diferentes ferramentas

analiticas (x + sd, ug g%, n=3).

Solugio digestora ~ Concentracao, ug g+

ou extratora Br cf o s

HNO3 14,4 mol L < 15¥ - - < 1¥ -

TMAH 110 mmol L < 6¥ < 900¥ - < 2¥ 450 £ 160
NH4OH 100 mmol L' < 6* < 900¥ - <2¥ 9.500 = 322
Método proposto 1,32 +0,07 488+31 <8* 1,22+0,05 47.200 +2.600

3CP-MS; PIC-CD e ¥LOQ.

Quando utilizada a MAD como método de preparo de amostras, a elevada
acidez residual e o elevado teor de NOs™ nos digeridos poderiam danificar e saturar a
coluna cromatografica durante a analise por IC-CD-MS. Essa solucdo nao foi
analisada por IC-CD-MS para evitar danos ao equipamento. Vale mencionar que a
solucéo obtida apos a MIC possibilitou a quantificacéo de bromo, cloro, iodo e enxofre
guando o cabelo foi analisado por IC-CD-MS. Um ajuste de pH adicionando em torno
de 500 pL em 10 mL de NH4OH concentrado e um fator de diluicdo adicional de 20
vezes foram necessarios para determinacao de bromo e iodo por ICP-MS devido ao
efeito de memoaria causado pela acidez da solucéo obtida apds MAD. A concentracéo
de bromo e iodo no cabelo analisado ficou abaixo do LOQ (Br: 15 uggtel: 1 ug g?)
qgue foi superior quando comparado ao obtido utilizando MIC associada a ICP-MS
(Br: 0,06 ug gt e I: 0,02 ug g*). Um ajuste de pH (adicionando NaOH) e a realizagdo

de um fator de diluicAo de cerca de 5 vezes também se fez necessario para a
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determinacao de fldor por ISE na solucdo obtida apdés MAD. Apesar disso, vale
mencionar que a concentracao de fluor ficou abaixo do LOQ mesmo utilizando a MIC
associada a ISE (25 ug g?) e IC-CD (8 ug g9).

Quando utilizada a MAE como método de preparo de amostras, além da etapa
de filtracdo, a realizacdo de uma etapa de diluicdo adicional (pelo menos 20 vezes) foi
necessaria previamente a etapa de determinacdo por IC-CD-MS. Fldor ndo foi
possivel de ser detectado devido a presenca de interferéncias de matriz no tempo de
retencdo do F. A concentracao de cloro, bromo e iodo ficou abaixo do LOQ (Cl: 900
ug gt por IC-CD e Br: 13 ug gt e l: 7 ug g por IC-MS), enquanto a concentracéo de
enxofre foi significativamente inferior (99% utilizando 110 mmol Lt HTMA e 80%
utilizando 100 mmol L* de NH4OH) ao valor obtido utilizando a IC-CD apés a MIC.
Isso pode estar relacionado a extracdo ndo quantitativamente ou a extracdo em uma
forma diferente da determinada. Uma etapa de diluicdo adicional (pelo menos 20
vezes) foi necessaria previamente a determinacéo de bromo e iodo na solucdo obtida
por MAE e analisada por ICP-MS. A concentragao de carbono dissolvido superior a
400 mg L e a presenca de material particulado interferiram na determinacdo dos
analitos por ICP-MS. A concentracdo de bromo (6 pug g*) e iodo (2 ug g*) no cabelo
foi inferior ao LOQ. A realizacdo de um fator de diluicdo de até 6 vezes também se fez
necessario para a determinacéo de flaor por ISE visando minimizar o efeito do carbono
dissolvido (MENDES et al., 2020).

Nesse sentido, a MIC superou as desvantagens dos métodos convencionais de
preparo de amostras baseados na MAD e MAE para a posterior determinacao de
halogénios e enxofre em cabelo. Utilizando a MIC, a baixa concentracdo de carbono
dissolvido e utilizacdo de uma solucéo alcalina diluida resultaram em baixos valores
de branco e solucbes totalmente compativeis com diferentes técnicas de
determinacdo (IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE). Na Tabela 15 é apresentado o

LOQ para os analitos utilizando diferentes as estratégias avaliadas nesse trabalho.
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Tabela 15. Limites de quantificacdo para os métodos avaliados visando a determinacéo de halogénios e enxofre em cabelo.

Métodos de preparo de  Carbono (mg L?) Técnica de determinacéo Limite de quantificacéo (ug g*)
amostras e solugéo
utilizada Br Cl F I S
MAD
HNOs 14,4 mol L* 232 + 40° IC-CD-MS - - - - -
ICP-MS, ICP-OES e ISE 152 1.000°  700°¢ 12 1.300P
MAE
HTMA 110 mmol LY/ 2.138 + 233°/ IC-CD-MS 13 900 - 7 260
NH4OH 100 mmol L* 5.789 + 603
ICP-MS, ICP-OES e ISE 62 300° 40¢ 22 150°P
MIC
NH4OH 100 mmol L* < G¥b IC-CD-MS 0,7 13 8 0,3 210
ICP-MS, ICP-OES e ISE 0,062 40P 25¢ 0,022  g°

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e ¥*LOQ.
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5.2.4 Comparacdao entre os diferentes procedimentos de preparo de amostras para a
determinacao de halogénios e enxofre em unha
Uma amostra de unha foi selecionada aleatoriamente e preparada pelos
diferentes métodos de preparo de amostras avaliados nesta tese. Os resultados estao

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Concentragéo de halogénios e enxofre em uma amostra de unha utilizada
para a comparacdo da performance de diferentes ferramentas analiticas

(x = sd, ug g1, n=3).

Solugéo digestora Concentracéo, ug g*

ou extratora Bra ClI® = [ sP

HNO; 14,4 mol L? < 10¥ - - 1,01+0,17 -

TMAH 110 mmol L* 8,09+1,7 3.904 £ 900 - < 4¥ 23.725 + 1.200
NH,OH 100 mmol L* 8,70+ 1,6 3.779+939 - < 4¥ 19.320 £ 1300
Método proposto 10,55+0,84 3.080+225 <20¥ 2,73+0,20 23.200* 1.200

3CP-MS; PIC-CD e *LOQ.

Quando utilizada a MAD como método de preparo de amostras, assim como
para o cabelo, a solugdo nédo foi analisada por IC-CD-MS para evitar danos ao
equipamento. Vale mencionar que a solucdo obtida apés a MIC possibilitou a
guantificacdo de bromo, cloro, iodo e enxofre na unha analisada por IC-CD-MS. Na
ICP-MS, um ajuste de pH adicionando em torno de 500 puL de NH4OH concentrado
em 10 mL e um fator de diluicio de 20 vezes foram realizados, previamente a
determinacao de bromo e iodo por ICP-MS. A concentracao de bromo ficou abaixo do
LOQ (10 ug g*) e a de iodo na unha analisada foi bastante inferior (cerca de 54%) ao
valor obtido utilizando ICP-MS apés a MIC. Isso pode estar relacionado com a
instabilidade de algumas espécies em meio acido. A combinac¢éo de HCIO4 e HNO3
para converter iodeto em iodato (KNAPP, 1998) nao foi avaliada em virtude dos riscos
e das possiveis interferéncias durante a etapa de determinacéo, e também por ter o
objetivo da determinacao de cloro na solugdo. Um ajuste de pH e a realizagéo de um
fator de diluicdo (cerca de 5 vezes) foi realizado previamente a determinacao de flaor
por ISE. Entretanto, a concentracéo de flior na amostra ficou abaixo do LOQ mesmo
utilizando a MIC associada a ISE (80 pg g*) e IC-CD (20 pg g?).
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Quando utilizada a MAE como método de preparo de amostras, além da etapa
de filtracéo, a realizacdo de uma etapa de diluicdo adicional (pelo menos 20 vezes) foi
necessaria previamente a etapa de determinagdo por IC-CD-MS. Fliuor néo foi
detectado devido a presenca de interferéncia de matriz no tempo de retencéo do F.
A concentracéo de bromo e iodo ficou abaixo do LOQ (Br: 40 ug g e I: 20 ug g* por
IC-MS), enquanto a concentracgdo de cloro (3.904 + 900 ug g* utilizando 110 mmol L-
LHTMA e 3.779 + 939 g g* utilizando 100 mmol Lt de NH4OH) e de enxofre (23.725
+ 1.200 pg gt utilizando 110 mmol L HTMA e 19.320 + 1.300 pg g utilizando 100
mmol Lt de NH4OH) foi bastante concordante ao valor obtido utilizando a IC-CD apds
a MIC (CI: 3.080 + 225 ug g* e S: 23.200 + 1.200 pg g?). No entanto, o CV para
repetibilidade foi de até 30% e o LOQ para cloro (1.200 pg g*) e enxofre (1.500 ug g
1) foi bastante superior ao obtido com a MIC associada a IC-CD (Cl: 40 ug g* e
S: 800 ug gt). Uma etapa de filtracéo e uma diluicéo adicional (pelo menos 20 vezes)
foram necessarias para a determinacédo de bromo e iodo em unha por ICP-MS apés
MAE. A concentracdo de bromo (8,09 + 1,7 ug g* utilizando 110 mmol L' HTMA e
8,70 + 1,6 pg g utilizando 100 mmol L* de NH4+OH) foi bastante concordante ao valor
obtido utilizando a ICP-MS apés a MIC (10,0 + 0,5 ug g1), enquanto a concentracéo
de iodo ficou abaixo do LOQ (4 pug g*). O CV do bromo para repetibilidade foi de até
15% e o LOQ para bromo (7 pg g?) foi superior ao obtido com a MIC associada a ICP-
MS (Br: 0,1 ug gt e I: 0,03 pug g1). A realizacéo de um fator de diluigdo de até 5 vezes
também se fez necessario para a determinacédo de flior por ISE visando minimizar o
efeito do carbono dissolvido (MENDES et al., 2020).

Assim, a MIC superou as desvantagens dos métodos convencionais de preparo
de amostras baseados na MAD e MAE para a posterior determinacéo de halogénios
e enxofre em unha. Assim como para a digestao do cabelo, a baixa concentracdo de
carbono dissolvido e utilizacdo de uma solucao alcalina diluida resultaram em baixos
valores de branco e solu¢fes totalmente compativeis com diferentes técnicas de
determinacao (IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE). Na Tabela 17 € apresentado o
LOQ para os analitos utilizando diferentes as estratégias avaliadas nesse trabalho.
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Tabela 17. Limites de quantificacdo para os métodos avaliados visando a determinacéo de halogénios e enxofre em unha.

Métodos de preparo de  Carbono (mg L?)
amostras e solugéo

Técnica de determinacéo

Limite de quantificacdo (ug g2

utilizada Br Cl F I S
MAD
HNO3 14,4 mol L1 273 + 72 IC-CD-MS - - - - -
ICP-MS, ICP-OES e ISE 102 1.000b 2.000¢ 12 300P
MAE
HTMA 110 mmol LY/ 3.583 + 1460/ IC-CD-MS 40 1.200 - 20 1.500
NH4OH 100 mmol L1 4.605 + 867°
ICP-MS, ICP-OES e ISE 72 600P 100¢ 42 800P
MIC
NH4OH 50 mmol L1 < G¥b IC-CD-MS 3 40 20 1 800
ICP-MS, ICP-OES e ISE 0,12 120P 80¢ 0,032 25b

3CP-MS; PICP-OES, °ISE e ¥*LOQ.
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5.2.5 Determinacao de halogénios e enxofre em cabelo e unha

Os métodos propostos, que envolvem a digestdo das amostras de cabelo e
unha por MIC e a subsequente determinacdo de halogénios e enxofre por véarias
técnicas de determinacao foram aplicados para a andlise de dez amostras de cabelo
e unha oriundos de diversos doadores. Como pode ser observado nas Tabelas 18 e
19, néo foram observadas diferencas significativas (p> 0,05) entre os resultados para
todas as concentracdes de analitos no cabelo e na unha, utilizando diferentes técnicas
de determinacao apos a MIC. O CV para repetibilidade e precisdo intermediaria para
a andlise do cabelo e unha foi sempre inferior a 10%. As variacbes de concentracdo
nas amostras de cabelo e unha analisadas podem estar associadas aos habitos,
exposicdo ambiental e condi¢cdes de cada organismo. A concentracao de flor em
todas as amostras de cabelo e unha ficou abaixo do LOQ (com exce¢cédo do CRM de
cabelo, apresentado na Tabela 12, e dos ensaios de recuperacéo, apresentados na
Tabelas 10 e 11).

Vale mencionar que existe uma demanda por informacdes e estudos voltados
para a determinacdo de halogénios e enxofre em amostras biolégicas. Os desafios
analiticos associados a esse tema limitam essas avaliagdes nos campos nutricional,
ambiental, medicinal e dentre outros. O estado clinico dos voluntérios néo foi avaliado
neste estudo, mas os métodos propostos podem ser uma ferramenta poderosa para
essa finalidade, considerando que foi possivel determinar a concentracdo dos
elementos com exatiddo e precisdo satisfatdria. As estratégias analiticas propostas
nesta tese podem ser eficientes ferramentas para a determinacdo de halogénios e

enxofre em cabelos e unha para diferentes areas do conhecimento.
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Tabela 18. Concentracdes de halogénios e enxofre em cabelo: combustéo iniciada por micro-ondas, 300 mg da amostra e 100

mmol L't NHsOH como solucéo absorvedora. Determinacao por diferentes técnicas (x * sd, pug g%, n=5).

Amostra

IC-CD-MS

Condutividade MS CPMS (CP-OES

Cabelo Cl F S* Br I Br I Cl S*

C1 1.112+43 <8* 576+3,3 2,20+0,20 1,30+0,12 2,47+0,15 1,27+0,12 1.025+55 53,2+3,1
C2 646 + 16 <8% 525+2,1 4,10+0,32 2,70+0,25 4,17 +0,40 2,88 0,27 635 + 25 482+ 24
C3 107 £ 8 <8 50,7+15 <0,7¥ 0,85+0,08 0,41+ 0,04 0,90 0,09 115+8 48,4 £ 3,0
C4 784 + 49 <8 519+1,2 1,21+0,12 0,71+0,07 1,31+ 0,07 0,66 + 0,05 720 + 23 53,6 £2,1
C5 120+ 12 <8%¥ 53,7+0,6 0,98+0,08 1,30+0,11 1,07 +0,04 1,19+0,02 128 £ 12 52,1+24
C6 56,1+24 <8¥ 47,1+06 <0,7¥ 0,61 +0,06 0,24 +0,02 0,56 +0,02 539+3,8 45022
C7 647 + 51 <8% 516+24 291+0,30 1,90+0,18 2,69+0,10 1,98+0,12 645 + 41 48,8+ 2,5
c8 1.039+60 <8* 56,1+15 359+0,32 10,1+0,9 3,50+0,33 9,41+0,61 1.043+68 54,1+2,6
C9 1.190+56 <8% 61,2+0,9 3,21+0,30 2,19+0,21 3,41+£0,26 2,29+0,20 1.182+71 62,0+1,5
C10 697 + 42 <8% 534+09 3,70+£0,25 2,20+0,21 3,82+0,27 2,18+0,16 650 + 50 50,2 + 3,2

*mggle¥LOQ.
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Tabela 19. Concentracbes de halogénios e enxofre em unha: combustéo iniciada por micro-ondas, 15 a 100 mg de amostra e

50 mmol L't NH4OH como solucéo absorvedora. Determinacgao por diferentes técnicas (x * sd, ug g%, n=5).

Amostra [IC-CD-MS
Condutividade MS CPMS (CP-OES

Unha Cl F S* Br I Br I Cl S*

ula 7139 < 30¥ 270+1,8 < 5¥ <2¥ 1,17 £0,09 0,27 +0,02 731 +£20 250+2,1
u2b 7509 < 70¥ 33,6 +0,9 < 10¥ < 3¥ 1,75+0,09 0,23+0,01 780 £ 40 32,2+£21
usP 657 £48 <70 32,2+0,2 < 10¥ < 3¥ 292+0,24 0,72+0,07 673 + 39 329+0,9
u4b 589+35 <70¥ 33,7+x1,1 < 10* < 3¥ 1,80+0,14 0,33+0,02 601 + 40 33,1+1,0
u52 671+25 <30¥ 334+1,1 < b5¥ <2¥ 2,04+0,16 0,53+0,04 651 + 15 329+0,9
u6e® 793+79 <130¥ 32924 < 20¥ <7¥ 1,64+0,12 0,36+0,03 783 £ 49 324114
u7v 772 +£45 < 70¥ 30,0+0,1 < 10¥ < 3¥ 2,18+0,08 0,22+0,01 729 + 45 29,8+ 0,7
usP 754 +73 <70 30,6 +0,9 < 10* < 3¥ 1,89+0,15 0,41+0,03 714 + 43 30,2+04
ugP 719+21 <70¥ 29,1+1,0 < 10¥ < 3¥ 1,91+0,10 0,31+0,03 720 £ 11 28,7+1,0
u1o® 752 +35 < 70¥ 32,1+1,8 < 10¥ < 3¥ 2,02+0,15 0,51+£0,03 73125 32,4+£0,9

Utilizando massas de 260 mg; °30 mg; 15 mg; * mg g e ¥LOQ.
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5.3 Determinacao e distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e
unha por LA-ICP-MS

5.3.1 AvaliagOes preliminares

Inicialmente foi avaliada a forma de introducdo das amostras na camara de
ablacdo. Conforme pode ser observado na Figura 29 A, os fios de cabelos foram
introduzidos na camara de ablacéo fixados em uma fita adesiva do tipo dupla face e,
conforme pode ser observado na Figura 29 B, as unhas foram introduzidas na camara
de ablacdo embebidas em resina epoxi. A forma de introducédo foi previamente
selecionada de acordo com a caracteristica de fixacdo das amostras e a baixa
concentracdo dos analitos na fita dupla face e na resina epoxi. A analise direta de
cabelo e unha por LA-ICP-MS confere varias vantagens em relagdo a simplicidade na
etapa de pré-tratamento e a possibilidade da obtencéo de informacfes em relacdo a
contaminacgao temporal. Para a realizacdo das andlises por LA-ICP-MS, inicialmente,

uma amostra de concentragéo conhecida foi utilizada para as otimizagdes iniciais.

!

A

T i e

LI

Figura 29. Forma de introducéo das amostras na camara de ablag&o. A) fios de cabelo

fixados em fita adesiva dupla face e B) unhas embebidas em resina epoxi.
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5.3.1.1 Determinacédo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo

O cabelo foi selecionado para as avalicdes preliminares e condi¢bes brandas
de ablacéo foram inicialmente utilizadas visando minimizar a introducéo de particulas
grandes no espectrdmetro e evitar picos intensos positivos de sinal e até mesmo a
obstrucdo do tubo de transporte do aerossol. O diametro do spot foi de 10 um e a
densidade de energia foi de 0,33 J cm™. A intensidade do sinal para os analitos é

apresentada na Figura 30.
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Figura 30. Intensidade de sinal para os is6topos (—) “°bromo, (—) ®bromo,
(==) 35cloro, (==) %7cloro, () **’iodo e (=) *enxofre por LA-ICP-MS
(10 um de diametro do spot e 0,33 J cm? de densidade de energia).
Cabelo com 3,50 ug g* de bromo, 1.000 ug g* de cloro; 10,0 ug g* de

iodo e 56,0 mg g de enxofre - amostra C8.

Com o intuito de aumentar a intensidade do sinal para os analitos e a razao
sinal/ruido, o diametro do spot e a densidade de energia do laser foram aumentados

de 10 pm e 0,33 J cm™ para 35 um e 1,50 J cm2. O aumento nas condicdes de ablacéo
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nao causou a desintegracdo do cabelo e proporcionou um aumento significativo da
intensidade do sinal para o sinal de bromo, iodo e enxofre, como pode ser observado
na Figura 31. Vale mencionar que a intensidade do sinal para cloro manteve-se estavel

mesmo com o aumento do diametro do spot e da densidade de energia.
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Figura 31. Intensidade de sinal para os is6topos (=) “°bromo, (—) &bromo,
(=—=) 35cloro, (—) 3’cloro, (—) '?/iodo e (—) 3*enxofre por LA-ICP-MS
(35 um de diametro do spot e 1,50 J cm? de densidade de energia).
Cabelo com 3,50 ug g* de bromo, 1.000 ug g* de cloro; 10,0 ug g* de

iodo e 56,0 mg g de enxofre - amostra C8.

Nesse sentido, o diametro do spot de 35 um e a densidade de energia de 1,50
J cm? foram selecionados. Os isotopos utilizados nas avaliagdes subsequentes foram
9Br, 3Cl e 1?7 e o is6topo *4S foi avaliado como padréo interno. A utilizacdo de uma
camara de ablacéo ultrarrapida resultou em uma limpeza (definida como a largura do
pulso em 0,1% do maximo do pulso) de 30-40 ms. Além disso, para obter uma
intensidade de sinal estavel para os elementos, a taxa de repeticdo do laser foi de
100 Hz. A combinacao do aumento do diametro do spot (35 pm) e da elevada taxa de

repeticdo (100 Hz) necessitou de uma quantidade de 40 disparos por posi¢cao para
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cumprir a velocidade de translacdo dos estagios da camara de ablacdo e manter as
varreduras de linhas mais curtas. Isso possibilitou uma elevada frequéncia de analise

e a manutencdo de uma boa resolucdo espacial.

5.3.1.1.1 Utilizac&o dos fios de cabelo fortificados com halogénios como estratégia de
calibracédo para a determinacéao de bromo, cloro e iodo por LA-ICP-MS

Inicialmente, a concentracédo de bromo, cloro e iodo foi determinada nos fios de
cabelo fortificados com halogénios por ICP-MS e IC-CD ap0s a digestao das amostras
por MIC, métodos de analise previamente otimizados e propostos durante o
desenvolvimento desta tese (MESKO et al.,, 2019; NOVO et al., 2019c). A
concentracdo de bromo (1,54 a 84,1 ug g*) e iodo (1,85 a 163 ug g*) nos fios de
cabelo fortificados foi proporcional ao aumento da concentracdo dos elementos na
solucéo padréo (0,025 a 20,0 mg L de bromo e iodo). Por outro lado, a concentracéo
de cloro nos fios de cabelo fortificados manteve-se estavel (500 pg g*) mesmo com o
aumento da concentracdo dos elementos na solugdo padréo (1,0 a 100 mg L* de
cloro). Apesar de impossibilitar a determinagéo de cloro, a utilizacao de fios de cabelo
fortificados com halogénios com estratégia de calibracdo possibilita a determinacéo
de bromo e iodo em cabelo por LA-ICP-MS.

A homogeneidade de bromo e iodo (analitos adicionados ao fio) e de enxofre
(padrdo interno ja presente na matriz) foi avaliada na secéo longitudinal dos fios de
cabelo fortificados com halogénios. Para isso, os sete fios de cabelo utilizados como
padrao foram fixados em paralelo em fita adesiva dupla face (cerca de 2 cm de fio de
cabelo considerando 3 fios para cada padrao), depositada em laminas de microscépio
e introduzida na camara de ablacéo. Nessas avaliacdes, foram feitas ablacdes de um
total de trés linhas para cada padrédo, com comprimento de 650 um para cada linha.
Na Figura 32 é apresentada a intensidade do sinal para bromo, iodo e enxofre nos fios

de cabelo utilizados como padréo, na se¢ao longitudinal.
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Figura 32. Intensidade do sinal para os isétopos (—) “°bromo, () *’iodo e
(—) 3*enxofre nos fios de cabelo fortificados com halogénios. Utilizando

trés varreduras em linha para cada padréo.

Como pode ser observado na Figura 32, houve um aumento proporcional na
intensidade do sinal para bromo e iodo com o0 aumento da concentra¢céo dos analitos
nos fios de cabelo fortificados (considerando trés varreduras por padréo). Enxofre
manteve-se estavel na secdo longitudinal para todos os padrbes, o que indica que

esse elemento esta distribuido homogeneamente na matriz e pode ser utilizado como
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padrdo interno para corrigir variacbes no transporte, rendimento de ablacdo e
heterogeneidade da amostra. Assim, os padrdes foram considerados homogéneos na
secao longitudinal e resultaram em um CV de 2 a 8% para bromo e iodo e de 1 a 3%
para enxofre.

A homogeneidade e a incorporacao dos analitos nos fios de cabelo fortificados
com halogénios utilizados como padréo foram também avaliadas na secéo transversal
através de 200 disparos na mesma posi¢cdo do cabelo, compreendendo o diametro
total. Nesse ensaio, a taxa de repeticdo do laser foi fixada em 5 Hz, enquanto o
periodo de amostragem foi fixado em 5 ms. Na Figura 33 é apresentada a intensidade
do sinal para bromo e iodo nos fios de cabelo utilizados como padréo, na secao vertical

compreendendo o diametro total.

150 -
100 -
50
[7)]
o
© 9
'y
©
[1+]
=i
[7)]
=
O
g
£ 1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 A
200
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
P O = O = O P O P O P NP O =0 =0 =0
N OMMRDMOMMEBDONOMMUDONOMRMIDOMOMRMRLLDMNO
canqmnmnx—h-d-nwhmhwnmhhhanqwheunx—h-d-hr«-nmhwhmnmn
ON=T O O DO ONWEAO <t WO MW M~
e NN MM O D = ot
Tempo, s

Figura 33. Intensidade do sinal para os is6topos (—) "°bromo e (- ) *?’iodo no fio de
cabelo. Ensaio de profundidade com ablacdo total do fio de cabelo

utilizando o padréo 5.
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Como pode ser visto na Figura 33, apesar de alguns picos aumentados, a
intensidade do sinal para bromo e iodo permanece estavel mesmo com o aumento da
profundidade do cabelo, o que indica que o elemento foi aderido pela matriz. A
homogeneidade de bromo, iodo e enxofre na se¢do vertical foi também avaliada pela
analise dos sete padrdes fixados em paralelo em fita adesiva dupla face (cerca de 2
cm de fio de cabelo considerando 3 fios para cada padrédo), depositados em laminas
de microscopio e introduzidos na camara de ablacao, e na Figura 34 sao apresentados
os resultados. A taxa de repeticdo do laser foi fixada em 5 Hz, o periodo de

amostragem em 5 ms e o numero de disparos por posicdo em 40.
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34enxofre nos fios de cabelo fortificados com halogénios. Utilizando trés

Figura 34. Intensidade do sinal para os isétopos (—) "°bromo, (

varreduras em profundidade para cada padrao.

Como pode ser visto na Figura 34, houve um aumento proporcional na

intensidade do sinal de bromo e iodo com o0 aumento da concentragcdo dos analitos

nos fios de cabelo fortificados (considerando trés varreduras para cada padrdo). Assim

oes.

| para todos os padr

ave

longitudinal, enxofre manteve-se est

~

como para a secao

Nesse sentido, os resultados indicam que bromo e iodo foram incorporados de

maneira homogénea e que enxofre permanece homogeneamente distribuido na segéo

longitudinal e transversal no cabelo. Assim, a amostragem realizada utilizando 40
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disparos por posicao € bastante representativa. Com base nesse resultado, os sete
fios de cabelo fortificados com halogénios foram analisados por LA-ICP-MS no modo
de varredura de linha e as curvas de calibracdo foram construidas plotando a
intensidade média dos elementos em relacdo a concentracdo determinada por ICP-
MS ap0s a digestdo da amostra por MIC. As curvas de calibracédo para bromo e iodo
(intensidade do sinal para os analitos ndo normalizada e normalizada com a

intensidade do sinal para o padréo interno) estao apresentadas na Figura 35.
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Figura 35. Curvas de calibracdo para A) bromo e B) iodo com o sinal ndo normalizado
com padrao interno e para C) bromo e D) iodo com o sinal normalizado

com padréao interno. Utilizando varreduras de linha de 8 s.

Como pode ser observado na Figura 35, a realizacé@o de trés varreduras de trés
fios de cabelo enriquecidos para cada padréo forneceu um CV de 2 a 8% para bromo
e iodo e de 1 a 3% para enxofre (exceto para o padrao mais baixo proximo ao LOQ).
As curvas de calibracéo resultaram em uma boa linearidade (R?> 0,98 para bromo e
R?> 0,99 para iodo). O LOD e o LOQ calculado utilizando trés vezes, para o LOD, e

dez vezes, para o LOQ, o desvio padréo dos analitos para o sinal de fundo foi de 0,5
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e 1,1 yg gt para bromo e 0,2 e 0,6 ug g* para iodo, respectivamente. Nesse sentido,
a utilizacdo dos fios de cabelo fortificados com halogénios analisados por ICP-MS
apos a digestdo da amostra por MIC pode ser uma estratégia de calibracdo para a
determinacao de bromo e iodo em cabelo por LA-ICP-MS. Existem poucos trabalhos
na literatura que propdem alternativas eficientes para essa finalidade. Os métodos
analiticos otimizados e propostos durante esta tese, podem ser utilizados para ampliar

a gama de estudos sobre esses elementos em amostras biolégicas.

5.3.1.1.2 Utilizacdo de queratina extraida de cabelo como estratégia de calibracao

para determinacédo de bromo, cloro e iodo por LA-ICP-MS

Considerando que um dos maiores desafios da utilizagdo da LA-ICP-MS para
a quantificacdo de elementos, em especial de halogénios, é a etapa de calibracao,
outra estratégia para esta finalidade foi estudada. Assim, a calibracdo baseada na
preparacao de gotas de queratina fortificadas, extraida do cabelo, foi investigada para
a determinacdo de bromo, cloro e iodo por LA-ICP-MS. A homogeneidade e a
incorporacao dos analitos nas gotas de queratina foram avaliadas e, para isso, bromo,
cloro e iodo foram adicionados em diferentes espécies (Br, BrOs', CI, ClOsz,, I e 103).
A distribuicdo espacial dos elementos foi avaliada através de imagens qualitativas,
utilizando 10 um de didametro do spot e a taxa de repeticdo foi sincronizada com o
periodo de amostragem do espectrémetro de massa (taxa de aquisicédo de dados). O
aspecto microscopico das gotas de queratina e a distribuicao espacial dos elementos

nas gotas de queratina sdo apresentados nas Figuras 36 e 37.
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Figura 36. Aspecto microscopico das gotas de queratina. A1-F1 adicdo dos analitos na forma de brometo, cloreto e iodeto. A2-F2
adicdo dos analitos na forma de bromato, clorato e iodato. Concentracdo dos elementos adicionada na queratina: A1-2) 0
ug g* de cloro, bromo e iodo, B1-2) 250 ug g* de cloro e 1,0 pug g* de bromo e iodo, C1-2) 500 ug g* de cloro e 2,5 ug g-
! de bromo e iodo, D1-2) 750 pg g de cloro e 5,0 ug g* de bromo e iodo, E1-2) 1000 ug g* de cloro e 10 ug g* de bromo
e iodo e F1-2) 2500 pug g* de cloro e 25 pug g* de bromo e iodo.
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Figura 37. Aspecto microscopico (Al e A2) e distribuicdo de bromo (B1 e B2), cloro (C1 e C2), iodo (D1 e D2) e enxofre (E1 e E2)
nas gotas de queratina. A1-E1 adicdo dos analitos na forma de brometo, cloreto e iodeto. A2-E2 adi¢cao dos analitos na

forma de bromato, clorato e iodato. Concentracéo dos elementos adicionada na queratina (padréo 3): 750 pg g* de cloro

e 5,0 ug gt de bromo e iodo.
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Como pode ser observado na Figura 36, a gota de queratina sofreu uma
cristalizacdo severa, ap0s a adicdo dos analitos, fazendo com que os elementos
fossem deslocados para as extremidades da gota, como pode ser observado na
Figura 37. A heterogeneidade dos padrdes pode estar relacionada com a interacao
dos analitos com compostos da matriz (imagem com concentracdes mais elevadas
nas bordas) ou a efeitos de tensédo superficial (imagem com concentragcbes mais
elevadas no centro) apos a etapa de secagem (SALA, SELIH, VAN ELTEREN, 2017).
A heterogeneidade dos padrbes desempenha um papel critico na distribuicdo
longitudinal e transversal dos elementos. Alguns procedimentos de preparacéo
habitual dos padrées vém sendo modificados para produzir um padrao de calibracéo
com elevada homogeneidade para varios elementos. A alternativa proposta € a
inclusdo de uma etapa de aquecimento (SALA, SELIH, VAN ELTEREN, 2017).
Contudo, a incluséo dessa etapa poderia causar perdas por volatilizacao.

Tendo em vista a distribuicdo heterogénea de bromo, cloro e iodo nas gotas de
gueratina fortificadas, uma nova alternativa para a calibracédo baseada na ablacgéo total
do padrao foi realizada. A curva de calibracdo na ablacédo total é construida através
da intensidade integrada do sinal e a massa absoluta do analito (obtida através da
concentracdo e da massa total do padrao), conforme pode ser apresentado na Figura
38 (VAN ACKER et al., 2016). Nessa abordagem, os fatores relacionados a
heterogeneidade dos analitos ndo séo considerados tendo em vista que o padrao é
totalmente analisado. Na Figura 39 sdo apresentadas as curvas de calibracéo para

os analitos utilizado a abordagem da ablacéo total.

Curva de calibracao

=
>
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h

Intensidade integrada, cps

Mass absoluta do analito, ug

Figura 38. A) aspecto microscopico da gota de queratina e B) da gota apds a ablacéo
total. Representacdo esquematica para a curva de calibracdo utilizando a
abordagem da a ablacéo total.
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forma de brometo, cloreto e iodeto. A2-C2 adicdo dos analitos na forma de bromato, clorato e iodato.
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Como pode ser observado na Figura 39, as curvas de calibracédo para bromo e
iodo utilizando a ablagéo total resultaram em uma linearidade razoavel (R>> 0,98)
quando realizada a adicdo dos elementos na forma de Br, I, BrOs e 10s. Uma
linearidade inferior (R?> 0,97) foi obtida para cloro quando realizada a adicédo na forma
de ClO3 e uma linearidade ruim (R?< 0,1) quando realizada a adi¢éo na forma de CI-.
Provavelmente, perdas dos elementos podem estar ocorrendo durante a etapa de
secagem da gota mesmo a temperatura ambiente. As perdas nos elementos poderiam
ser confirmadas através da andlise da gota ou dos fios de cabelo fortificados com
halogénios. Entretanto, a concentracdo absoluta deve ser relacionada com a
concentracdo do analito na amostra e, para isso, a quantidade de material removido
durante a ablacdo do cabelo deve ser estabelecida.

Para avaliar a quantidade de material removida durante a ablag&o do cabelo,
foi feita duas avaliacdes: 1) o cabelo foi embebido na resina epoxi na se¢éo transversal
e longitudinal com o molde apresentado na Figura 40 Al e, apés a cura, o material foi
polido em equipamento de polir para a obtencdo de uma superficie plana ou 2) o
cabelo foi embebido na resina epoxi na secéo transversal e longitudinal com o molde
apresentado na Figura 40 B1 e cortado em finas se¢des com um piramitome equipado
com faca de vidro ideal para o corte de amostras rigidas apresentado na Figura 40 B2
com o intuito de obter uma superficie plana. Posteriormente, foi realizada a ablagéo
do cabelo com diametro do spot de 35 ym e aumentos gradativos de disparos por
posicao e a superficie do material foi analisada por perfilometria 6ptica. Na Figura 40

€ demonstrado um resumo dos procedimentos realizados.

A1 A2

Figura 40. Experimentos para avaliar a quantidade de material removido durante a
ablacdo do cabelo. A1 e B1 moldes utilizados para embeber o cabelo em
resina epoxi, A2 cabelo embebido em resina epoxi polida e B2) cortada
em piramitome com faca de vidro. Cabelo embebido em resina epoxi na

secdo C1) longitudinal e C2) transversal.
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Muitas técnicas de perfilometria Optica exigem que a superficie analisada seja
lisa e permita uma boa focalizagcdo para a aquisicdo dos dados. Na Figura 41 sao
apresentados os resultados para a analise da superficie da resina epdxi com cabelo
embebido polida em equipamento de polir (Figura 41 A) ou cortada em piramitome

com faca de vidro (Figura 41 B) e analisadas por perfilometria Optica.

150 35 um area de ablagéao
100 | a Valas profundas

50

-100
-150

-200

0 100 200 300 400 500 600

Figura 41. A) mapa de superficie 2D da secédo longitudinal do fio de cabelo embebido
em resina epoxi destacado em amarelo. B) Aspecto microscopico da
secao longitudinal (10 um de espessura) do fio de cabelo embebido em
resina epoxi cortada com piramitome e faca de vidro. Diametro do spot de

35 um e aumentos gradativos de disparos por posig¢ao ao longo do fio.

Como pode ser observado na Figura 41 A, a superficie polida apresentou-se
bastante aspera o0 que impossibilitou a aquisicdo de dados confiaveis - as
irregularidades da superficie codificadas por cores indicam as zonas pretas fora da
faixa vertical. Ndo obstante, apesar da obtencdo de secbes extremamente lisas e
planas (10 um) da resina epoxi cortada por piramitome equipado com faca de vidro, a
fraca interacdo do cabelo com a resina epOxi utilizada durante essas avaliacoes
também impossibilitou a aquisicdo de dados confidveis. Como pode ser observado na
Figura 41 B, valas profundas ao redor da amostra comprometeram a caracterizagcéo
do poco de ablacéo através da analise da superficie por perfilometria Optica. Apesar
de comumente utilizada para incorporar diferentes materiais, caracterizada por boa
aderéncia e propriedades mecanicas, a resina utilizada mostrou uma baixa aderéncia

para o cabelo, provavelmente relacionada a camada lipidica externa da amostra.
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Nesse sentido, até o momento, a caracterizacédo da profundidade do poco de
ablacdo durante a andlise do cabelo ainda € desconhecida e outras alternativas
devem ser investigadas. A ablacdo total do cabelo poderia ser uma delas para
comparacgao dos resultados, mas acarretaria em uma baixa frequéncia de andlise e
levaria uma quantidade significativa de material para o sistema podendo até mesmo
comprometer a operacdo do equipamento. A correlacdo da concentracdo do enxofre
nas gotas de queratina e no cabelo com a concentragdo de bromo, cloro e iodo no
cabelo pode ser outra possibilidade a ser avaliada. Vale mencionar que essas
avaliacdes nao foram realizadas tendo em vista o término do periodo de doutorado
sanduiche. Entretanto, a utilizacdo dos fios de cabelo enriquecidos e analisados por
ICP-MS apo6s o preparo das amostras por MIC, foram utilizados como estratégia de
calibracdo para determinacdo e distribuicdo de bromo e iodo em cabelo por
LA-ICP-MS.

5.3.1.1.3 Determinacéo e distribuicdo de bromo e iodo em cabelo por LA-ICP-MS

As condicbes de ablacdo previamente otimizadas e os fios de cabelo
fortificados com halogénios como estratégia de calibracdo foram utilizadas para a
determinacdo de bromo e iodo em cabelo. Inicialmente, para a comparacdo dos
resultados, quatro fios de cabelo foram analisados por ICP-MS apés a digestdo das
amostras por MIC e por LA-ICP-MS. Como pode ser observado na Tabela 20, a
concentracdo de bromo e iodo nédo apresentou diferenca significativa (p > 0,05)
utilizando ambas as ferramentas analiticas. Entretanto, vale mencionar que o CV para
os analitos obtido por LA-ICP-MS foi bastante superior quando comparado ao obtido
por ICP-MS apés a digestao das amostras por MIC. O CRM NCS DC73347a de cabelo
nao foi analisado por LA-ICP-MS por possuir caracteristicas fisicas diferentes do fio.
A ablacdo desse material poderia causar também interferéncia fisica no tubo de

transporte de aerossol.
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Tabela 20. Concentracdes de bromo e iodo em cabelo por ICP-MS apés a MIC e
LA-ICP-MS (x * sd, ug g%, n=5).

Br | Br |
Amostra

MIC+ICP-MS LA-ICP-MS
CF1 1,81 +0,04 6,41 + 0,41 1,79+0,49 5,16+1,06
CF2 1,34+0,14 7,62+0,73 153+063 6,71+1,78
CF3 1,20 + 0,05 3,98 +0,19 1,29+0,33 3,71 +0,24
CF4 1,31 + 0,07 2,98 + 0,30 1,33+0,43 3,77+0,44
CRM NCS DC73347a 1,13 +0,06 0,75+ 0,04 - -

Na Tabela 21, sdo apresentados os resultados para as 23 amostras analisadas
por LA-ICP-MS. A concentragdo de bromo e iodo variou em uma ampla faixa nas
amostras analisadas. Vale destacar que os voluntarios sob a administracdo de
horménios tireoidianos sintéticos apresentaram maior concentracao de iodo no fio de
cabelo (variando de 2,87 a 24,1 ug g*) quando comparado com os demais voluntarios.
Entretanto, é valido destacar que a concentracao de iodo, assim como a concentracao
do bromo, pode estar relacionada a varios efeitos, tais como habitos, exposicao
ambiental, condicdo do organismo e etc. O estado clinico dos voluntarios néo foi
avaliado neste estudo e maiores estudos nesse sentido devem ser realizados. Os
métodos de analise otimizados e propostos durante esta tese abrem portas para esse
tipo de avaliagao.
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Tabela 21. Concentracdes de bromo e iodo em cabelo: média de trés fios de cabelo

Determinacdo por LA-ICP-MS (x + sd, pg g1, n=5).

para cada voluntario e trés linhas de ablacdo em diferentes posicoes.

Amostras Br I

CF1* 1,79 £ 0,49 5,16 + 1,06
CF2* 1,53+0,63 6,71+1,78
CF3* 1,29+ 0,33 3,71+£0,24
CF4* 1,33+£0,43 3,77 0,44
CF5* <0,5% 2,87+1,35
CF6* <0,5% 24,1 +571
CF7 0,91 +0,19 1,42 £ 0,07
CF8 0,85 + 0,08 1,12+ 0,19
CF9 0,97 +0,21 1,46 + 0,13
CF10 0,77 £ 0,15 1,47 £ 0,63
CF11 <0,5% 0,59 + 0,38
CF12 0,83+0,16 1,43+0,18
CF13 0,96 + 0,18 1,12 + 0,47
CF14 0,42 £ 0,05 0,45+0,11
CF15 0,40 £ 0,22 1,57 £ 0,05
CF16 1,06 £ 0,34 1,90 £ 0,29
CF17 0,78 £ 0,07 1,81+ 0,36
CF18 <0,5% 0,40+0,13
CF19 <0,5% 0,40 £ 0,22
CF20 1,17 £ 0,23 0,46 + 0,05
CF21 1,17 £ 0,03 0,46 £ 0,31
CF22 <0,5% 1,65+ 0,26
CF23 <0,5% 0,40 £ 0,22

* Voluntarios sob a administracédo de hormdnios tireoidianos sintéticos e ¥*LOD.

LOQ: 1,1 ug g* para bromo e 0,6 ug g* para iodo.

A distribuicdo de bromo e iodo em regiées do cabelo de quatro voluntarios foi

realizada com o intuito de demostrar a versatilidade da LA-ICP-MS para esse tipo de

avaliagdo. Para isso, foram analisados cerca de 2 cm de fio, com ablacdo de linhas

de 650 um. Entretanto, vale mencionar que ndo havia informac¢des em relacdo as
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regioes especificas do cabelo devido a amostragem feita. Como pode ser observado
na Figura 42, a concentracdo desses elementos permaneceu estavel ao longo das
regides do cabelo. Vale mencionar que a determinagéo e a distribuicdo de bromo e
iodo em regides do cabelo pode auxiliar a esclarecer fatores relacionados ao
metabolismo desses elementos no organismo que, ainda hoje, segue uma incégnita
para a comunidade cientifica, do acompanhamento do quadro evolutivo de doencas
como a fibrose cistica e do consumo de alguns medicamentos como os utilizados para

o tratamento das disfun¢bes da glandula tireoide.
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5.3.1.2 Determinacédo de bromo, cloro, iodo e enxofre em unha

Uma amostra de concentragcdo conhecida foi utilizada para avaliar a
adequabilidade da LA-ICP-MS para determinar e observar a distribuicdo de bromo,
cloro, iodo e enxofre em unha. Com esse intuito, foi realizada apenas a determinacéo
qualitativa utilizando as condi¢cdes previamente otimizadas para o cabelo. Vale
mencionar que, assim como para o cabelo, ndo havia informacdes em relacao as
regides especificas da unha devido a amostragem feita. A intensidade do sinal para

os analitos € apresentada na Figura 43.
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Figura 43. Intensidade de sinal para os isétopos (—) "°bromo, (—) S3°cloro,
(—) *?"iodo e (=) **enxofre por LA-ICP-MS (35 um de diametro do spot
e 1,50 J cm2 de densidade de energia). Unha com 1,00 pug g* de bromo,
700 pg g? de cloro; 0,27 pg g* de iodo e 25,0 mg g?! de enxofre -

amostra Ul.

Como pode ser observado na Figura 43, a intensidade de sinal para os is6topos
®bromo, &bromo, 3>cloro, 3’cloro, **’iodo e 3*enxofre por LA-ICP-MS resultou em uma

adequada razado sinal/ruido, considerando a faixa de concentracdo na amostra
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selecionada para essa avaliacdo. Nesse sentido, assim como para cabelo, a LA-ICP-
MS pode ser uma alternativa para determinacéo e distribuicdo de bromo, cloro, iodo e
enxofre em unha. As estratégias de calibracdo, como as baseadas na preparacao de
unhas fortificadas e analisada por ICP-MS ap0s a digestdo por MIC ou na preparagao
de gotas de queratina fortificadas, podem ser ferramentas para a analise de unha por
LA-ICP-MS. Apesar do cabelo apresentar uma composi¢ao quimica majoritaria muito
semelhante a da unha, a interagdo do laser com cada uma das amostras é distinta.
Isso deve ser considerado durante a etapa de calibracdo para evitar possiveis erros
durante a obtencao dos resultados. As estratégias de calibracdo néo foram avaliadas

para a analise da unha tendo em vista o término do periodo de doutorado sanduiche.



130

6. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos durante o desenvolvimento desse
trabalho, foi possivel estabelecer a MIC como um método de preparo de amostras que
possibilitou a determinacéo de halogénios e de enxofre em cabelo e unha por vérias
técnicas de determinacédo (IC-CD-MS, ICP-MS, ICP-OES e ISE) com valores de LOQ
muito baixos. Ao contrario dos métodos convencionais de digestdo e extracdo
avaliados neste trabalho, a MIC resultou em uma solucéo totalmente compativel com
as varias técnicas de determinacéo. A baixa concentracao de carbono dissolvido para
a digestédo de cabelo (300 mg) e unha (100 mg) e a utilizacdo de solu¢cbes alcalinas
diluidas para absorver os elementos (NH4OH 100 mmol L para a digestdo de cabelo
e NHsOH 50 mmol L' para a digestdo de unha) eliminou etapas adicionais
previamente a determinacdo que sao comumente utilizadas buscando a
compatibilidade da solucdo final com a técnica de determinacdo e a reducdo e
interferéncias. O LOQ obtido para os elementos foi considerado adequado mesmo
utilizando pequenas massas de amostra tendo em vista que os valores de branco
foram negligenciaveis e fatores de diluicdo ndo foram necessarios. Essa vantagem é
extremamente importante para amostras que possuem uma disponibilidade
relativamente baixa para a realizacao da analise, como é o caso do cabelo e da unha.
A MIC associada com as varias técnicas de determinacdo apresenta relativa elevada
frequéncia de analise e baixa geracéo de residuos.

Algumas avaliacdes sistematicas estabeleceram condi¢cGes 6timas em relagéo
as ferramentas analiticas utilizadas nesta tese. A determinacdo de halogénios e
enxofre em uma Unica corrida cromatogréfica utilizando a IC-CD-MS foi proposta pela
primeira vez para uma amostra sélida provinda da realiza¢éo de uma etapa de preparo
de amostras. Alguns parametros da técnica como eluicdo por gradiente, voltagem do
cone, voltagem da agulha e temperatura da sonda foram otimizados e propostos na
literatura pela primeira vez. A determinagéo adicional de bromo e iodo utilizando a MS
acoplada a IC-CD é uma alternativa bastante interessante e promissora pois oferece
vantagens relacionadas a seletividade, sensibilidade e custo de manutengdo quando
comparada com técnicas espectrométricas baseadas em plasma. A demanda mundial
em relacdo a determinacéo de flior em amostras biolégicas em virtude da relevancia
e dos desafios analiticos associados a esse tema foi suprida com as ferramentas

analiticas propostas durante esta tese.
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O efeito de memoria causado pelo meio acido e o efeito do carbono dissolvido
durante a determinacdo de bromo e iodo por ICP-MS foram avaliados. Alguns
parametros e limitacdes em relacdo a determinacgéo de cloro e enxofre por ICP-OES
e de fluor por ISE também foram avaliados. A LA-ICP-MS foi também proposta para a
determinacao e distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha. A
utilizacao dos fios de cabelo fortificados com halogénios analisados por ICP-MS apés
a digestdo da amostra por MIC foi uma estratégia eficiente para a calibragcdo para a
determinacdo de bromo e iodo em cabelo por LA-ICP-MS. Algumas condi¢des
instrumentais adequadas foram alcancadas para avaliar a concentracdo e a
distribuicdo de bromo, cloro, iodo e enxofre em cabelo e unha por LA-ICP-MS.

Em relacdo a aplicabilidade dos métodos propostos, as variacbes de
concentracdo nas amostras de cabelo e unha podem estar associadas aos habitos,
exposicdo ambiental e condicbes de cada organismo. Existe uma caréncia de
informacdes e de estudos voltados para halogénios e enxofre em amostras biolégicas.
Os desafios analiticos associados a esse tema limitam as avaliacfes para esses
elementos nos campos nutricional, ambiental, medicinal e dentre outros. A estratégia
analitica proposta no presente trabalho pode ser uma eficiente ferramenta para a
determinacao de halogénios e enxofre em cabelos e unha nas mais variadas areas do
conhecimento, podendo auxiliar a esclarecer fatores relacionados ao metabolismo no
organismo, ainda hoje uma incégnita para a comunidade cientifica. Os métodos
desenvolvidos podem ser utilizados para o acompanhamento do quadro evolutivo de
doencas, como fibrose cistica, e o consumo de alguns medicamentos, como 0s

utilizados para o tratamento das disfuncfes da glandula tireoide.
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An effective analytical method for bromine and iodine determination in human hair using interference-
free inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was developed. Human hair was digested
based on combustion reaction to obtain compatible solutions with ICP-MS analysis. Using microwave-
induced combustion (MIC), masses of human hair ranging from 50 to 300 mg were efficiently diges-
ted. Only a diluted alkaline solution (100 mmol L' NH40H) was used for the absorption of both analytes,
which was fully compatible with ICP-MS analysis. Using these conditions low limits of detection were
obtained (LOD of 0.01 ugg 1 for Br and 0.004 ngg ! for ). Recovery tests at two levels (50% and 100%)
using a standard solution or mixtures of the sample with certified reference materials (CRMs) were
carried out to evaluate the suitability of proposed method and recoveries between 94% and 102% were
always obtained. Accuracy was evaluated by analysis of a human hair CRM, and the Br and I concen-
trations obtained by the proposed method did not differ significantly from those described in the cer-
tificate. Repeatability (RSDs < 4%) and reproducibility (RSDs < 7%) of the results using proposed method
were always very suitable. The digests obtained using the MIC method were fully compatible with ICP-
MS and the interferences currently found using conventional digestion methods were completely
eliminated. Ultra-trace concentrations of Br and | were determined in human hair, demonstrating that
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Abstract

A single analysis of hair for determining halogens (chlorine, bromine, fluorine, and iodine) and sulfur by ion chromatography
with suppressed conductivity and mass spectrometry detection (IC-MS) was proposed. Inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES) and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) were also used to compare
the results. For this purpose, 300 mg of human hair were digested by microwave-induced combustion (MIC) using 20 bar of
oxygen pressure. The analytes were absorbed in 100 mmol L™' NH,OH. Trueness of the proposed method was evaluated by
analysis of a CRM of human hair; by recovery tests, using standard solution at two levels (50% and 100%), and by comparison of
results with those obtained by ICP OES (Cl and S) and ICP-MS (Br and I). Suitable recoveries (ranging from 92 to 105%) were
obtained, and the results from CRM analysis did not differ significantly from those described in the certificate. Moreover, results
obtained by IC-MS did not present significant differences (p > 0.05) from those obtained by ICP OES and by ICP-MS. Precision
was evaluated in terms of repeatability and intermediate precision, and the relative standard deviations were always lower than
8%. The proposed method presented good accuracy and it is a reliable strategy for human hair analysis. Final digests obtained
using the MIC method were fully compatible with all proposed determination techniques. Compared to others reported in the
literature, the proposed method presents several advantages, especially given that it is possible to determine halogens and sulfur
in a single analysis.

Keywords Ion chromatography - Mass spectrometry - Inductively coupled plasma optical emission spectrometry - Inductively
coupled plasma mass spectrometry - Microwave-induced combustion - Biological matrices analysis

Introduction

Halogens and sulfur content in human hair are commonly
associated with diet, environmental exposure, health prob-
lems, medicines, or supplements taken [1-4]. These elements
have important functions to the human organism; however, in
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unsuitable concentrations, they can be related to several dis-
orders [4-6]. Halogens and sulfur concentration in biological
samples is also used as an indicator of anthropogenic sources,
global contamination, and toxic effects of persistent organic
pollutants [2-5, 7].

Some techniques, such as instrumental neutron activation
analysis (INAA), X-ray fluorescence, high-resolution contin-
uum source graphite furnace molecular absorption spectrom-
etry, and laser ablation inductively coupled plasma mass spec-
trometry have been used to determine halogens and sulfur in
human hair [2, 5, 8-12]. Other versatile analytical tools, such
as combustion ion chromatography or CI/S multi-analyzer,
have been proposed for the direct determination of halogens
and sulfur in solid samples. However, although these tech-
niques enable the direct analysis of solid samples, they have
some disadvantages related to problems in the calibration step,
a lack of sample homogeneity, matrix effects, and, specifically
in the case of INAA, requirement for a nuclear reactor as a
neutron source [13]. Moreover, some of them may not have
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Rationale: Bromine and iodine have important physiological functions; however, in
inadequate concentration, they can also cause several physiological problems. Their
mobility assessment in human organisms through biological sampling may help
clarify some doubts related to metabolic routes, which are still not well elucidated.
In this context, a suitable analytical method for this purpose should be developed.

Methods:

iodine in human nail samples was developed. Inductively coupled plasma mass

An analytical method for determining ultratrace levels of bromine and

spectrometry (ICP-MS) using a conventional nebulization system was immediately
chosen as the determination tool because of its powerful sensitivity and selectivity.
Sample preparation methods including microwave-induced combustion (MIC),
microwave-assisted extraction, and microwave-assisted digestion were evaluated.
The compatibility of the final solutions with ICP-MS analysis was considered while
the method was developed.

Results: MIC was chosen as the most suitable method for the sample preparation
for determining the levels of bromine and iodine in human nail samples using ICP-
MS. Unlike other sample preparation methods, this one fully eliminated
interferences related to the carbon content and memory effects. Sample masses up
to 100 mg were efficiently digested, and the analytes were quantitatively absorbed
using only 50 mmol L™ NH,OH solution. Recoveries ranged from 93% to 102%, and
the relative standard deviation was < 8%.

Conclusions: The proposed analytical method presents important characteristics for
routine analysis. It allows ultratrace determination even when low sample masses are
used because of the low blank values, reduced volume of reagents, and powerful
detectability using ICP-MS.

KEYWORDS

Biological samples, bromine determination, ICP-MS, iodine determination, sample preparation
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sensii:gade e possivers iNterleréncias, bem como © Cuslc de aquisicao @ manutengac A exalidao dos
meloges. sera avaliada utihzando matenas de teiertoma, Quando GISponiveis, Com ensains de
adicac/recuperacac dos anailos e'ou pof COMPAracdu com aulros metodus A analise cos dados sera feta
apenas com znleros empreganod na area de quimica analitica. sendo possive! estabelacer uma valdacao
guango cabwet

Objetivo da Pesquisa:

Opjetive Primano: Desenvolver melodos de anahse adeguados e contiavers pard a gelenminacao de
eigimenios ESSAnCIAIS @ NAD-LSSeNncias Para O OIGansme em amosiras bIciogicas humanas oblidas atraves
fde coielas nag-Invasivas

.
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Objetivo Secundano: Avaliar metodos de preparo ge amostta utiizando ondas GHrassonicas, radiacac micro-
ondas e uitravicleta visando a postenor delerminacac stemantar: investigar metodos de prepare de
amosiras que sejam compativeis a gelerminagao das conceniragoes de elemonios essencis ¢ Aad
eSSENCIAIS PAra ¢ QIgamisme em amostras tiologicas nag mvasivas de ongem humana atraves do diferenios
lecnicas de determinacao com elevada sensibilidade. Fornecer nformacdes quanio a conceniracao
elementar em amostras bioclogicas nao-nvasivas de ongem humana: Desenvolver pesquisa na interface
entre a quimica € as cencias bislogicas: Estabelecer protocolos de amosiragem visandd a determinagio
glementar de amostras DIOIGYICas obtidas por coletas nag-nvasivas em humanos; Desenvoiver melados de
analise adequados para avahar a concentracac de elementos quinucos em diferentes populacées, garanido
que seja possivel realizar a correla \nterpretagap dos resultados; Desenvolver e aplicar farramentas para a
geterminacao de halogenios, como. por exemplo, 0 10da, Considerandc a Importanc:a em avahar sua
ingestas. assim como ¢ funcionamanto da élanduia treode. Promover a fonmiagao de reculsos humanos em
nivel de pos-graduagac atraves da onentacac de mestres e doulores na area de desenvelvimento de
metodos analiticos para determinacao elementar em amostaas biologieas jurio ao Programa de Pés-
Graduagao em Quimica ¢ aa Programa ce Pos-Graduagao em Bioguimica ¢ Boprospectao da UFPel
Promover a formagac ge recursos humanos em mivel de graduagao alraves da onertagao de alunos de
imciacac cientiica, Divulgar 0s resultagol atraves da submigsao de arugos para revisias Cientilicas
ndexadas com reconhacimento internacional e atraves da subnussan de Fabaihos para CoNGressos da area

Avaliagao dos Riscos e Beneticlos:

Com reiagan dos nscos: "Os voluntarnos serao onentados sobre possivers Nscos nerentes ao procedicienty
de coleta das amostras. Uma vez que se fram de uma coleta nao invasiva e nao necessita do uso de
senngas ou agqulhas, nac ocasiona ao voluntano bs nscos de dores edemas e derramamentas F valica
MENCoNar Que O LMCE ASCO Jue podera causar a0 volunidno € o consirangmento peio conlalo aurante a
coleta da amostra, que embura seja minime, poce levar ae voluntano desistiy de participar da pesquisa.’

- Com reiagac aos beneficios: “Os metodos prepostos neste estudo devem permitir a amostragem de ama
quanudade adequada ¢e cabelo. saliva e unkas, por M de procedimantas Nag INvasivos e sem o uso de
reagentes adicionais Os metodos proposios apresentardo glevada sensibiidade. exatidao e precisas, O
estugo em Quesiao {am COMo PRNcipas vanlagens frente as amostras

Endereco  Av Duguw 06 Canas 250

Baltro: Fragala CEP. 95 030001
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Pan~adli e &4



UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PELOTAS

Contnos ao do Pateres 7 292 445

A}

Qe

158

mo

oblidas por coletas wvasivas. a simphcidade de colela, estocagem, transporte ¢ manusoio Alem dissg, €

imporianie mencionar a praticidags e a possibiidace de fazer amostragens simultaneas. alem de reduzir

consideravelmente a geragao de residucs @ minimizar riscos oe contaminggas. Os metodos de analise

BrOPOosSIGSs poderac ser utiizades com conhiabibdade em esludes postenores de diversas areas gdo

cenhecimenio com o miuwlG Je avahar a concentragac dos clemenlos em pessoas com dierentes patciogas

habios. exposias a ambentes contammados, dentre outras”

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Serao desenvolvidos novos meélodos de anaise levando em consgeracag as pecuhandades de cada

amostra e gos elemenios que s deseja delerminar. A party do desenvelvimento 0o matode, visd se a

dgaterminacao gos halogamos (brome {Br). cioro (ChH. tluer {F; & 10do (1)), bem como do enxolre

’

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

OK

Recomendacoes:
OK

Conclusoes ou Pendencias e Lista de Inadequacoes:

OK

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo reiacionados:

Tpo Documento Arquivo Postagem Autor Situagac

Cutros Projete MarciaMesko goc 220972017 {Paincia Abrantes Acedo
16:10:50 | Duval

Informagoes Basicas! PB INFORMACOES BASICAS DO P | 21062017 Aceio

do Projete ROJETO 912744, p0f 17:32:14

Cutros terma de conhdencialidade padt 200062017 {MARCIAFOSTER Aceino
11:18:29 {MESKO

Projeto Detathado - [projeto complato pdl 20006 2017 {MARCIA FOSTER Aceito

Brochuta 11.17.07 {MESKO

Investigador

Qutros Formuiano_registro_de_amostra paf 20/06:2017 |MARCIA FOSTER Aceito
11:1168:46 _{MESKO

Endereco  Av Dugue de Caras 250 3
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Cutros Auscrizacao. pdf 20:06:2017 [MARCIA FOSTER Acento
11:15:07  IMESKO

TCLE *Termos de | ICLE pa! 20062017 |MARCIA FOSTER Aceito

Assentimento | 11:13:43  |MESKO

Justiicativa de

Auysencia

Deciaracao de Autorizacag_instiucional. pat 200062017 [MARCIA FOSTER Aceilo

Instituicao e 11.04.05 |MESKO

Infragstruturg

Cronograma cronograma pt 20062017 |MARCIA FOSTER Aceio
11.03:01  IMESKO

Foiha de Rosto fotha_de_rosio.pat 18062017 {MARCIA FOSTER Aceilo
17:13:33  |MESKO

Situagao do Parecer:

PELOTAS, 22 de Setembro de 2017

Coeatt N sty o)
.

Assinado por:

~Patricia Abrantes Duval

{Coordenador)

Aprovado 2
Necessita Apreciacao da CONEP: |
Nao

% \
Endeteco.  Av Dugue de Caras 250
Batiro: Fragata CEP:
UF; RS Municipio: PELOTAS
Teletone: 53 3084 4460 Fax: (53,3221 3554
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