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1. INTRODUCAO

A eficacia do flior no combate e prevencdo a carie dentaria € comprovada
cientificamente, sendo este elemento amplamente utilizado em produtos de higiene
bucal, e na fluoretacdo da 4gua potavel em muitos paises, como Brasil, Canad4,
China e Estados Unidos (CRAIG et al, 2015). Em 1974 tornou-se obrigatéria a
fluoretacdo das aguas de abastecimento publico no Brasil, sendo que a
concentracdo maxima de fllor permitida na agua potavel é de 1,5 mg L1, conforme
Lei n° 6.050 do Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 1989). Ja em
dentifricios, as concentracdes de fllor devem estar entre 1000 e 1500 mg L* e em
enxaguantes bucais entre 202,5 e 247,5 mg L?! conforme a Portaria n.° 22
20/12/1989 (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Entretanto, apesar de ser considerado fundamental para a saude bucal,
diversos especialistas discutem a respeito da toxicidade do fldor. Muitos
pesquisadores afirmam que tanto a quantidade utilizada na agua fluoretada quanto
nos produtos de higiene bucal é inofensiva, enquanto alguns estudos demonstram
que o acumulo deste elemento no organismo pode causar danos a saude. Dentre
os danos, destaca-se a fluorose dentaria, assim como possiveis danos hepéticos,
tendo em vista que o figado € um sitio ativo do metabolismo corporal, este 6rgéao
pode estar especialmente suscetivel a intoxicacdo pelo flior (CHAN, et al, 2013;
JOHNSON, 2020).

Neste sentido, destaca-se a importancia de estudos e desenvolvimento de
métodos para a determinacdo de flior, assim como para a avaliacdo das
consequéncias causadas por concentracfes deste elemento no organismo
humano. A falta de métodos universais de andlise aumenta a necessidade do
desenvolvimento de estratégias, muitas vezes devido aos métodos classicos e/ou
oficiais se encontrarem ultrapassados ou ndo atenderem as demandas atuais. O
estudo para determinagcdo de halogénios deve seguir uma sequéncia analitica,
onde uma das etapas de maior importancia € o preparo de amostras, que tem por
objetivo converter a amostra em uma forma adequada para introdugdo no
instrumento em que sera feita a quantificacéo.

A combustéo iniciada por micro-ondas (MIC), € uma alternativa satisfatéria
para o preparo de amostras que contenham flGor, pois este método consiste na
digestdo da amostra por meio da rea¢do de combustéo, possibilitando a utilizacao
de solucdes diluidas, especialmente as alcalinas, que sédo consideradas adequadas
para a absorgdo de halogénios, como o flior, minimizando a perda dos analitos. A
MIC possibilita a obtencdo de uma eficiente decomposicdo da amostra em sistema
fechado assistido por radiacdo micro-ondas (KRUG, 2019). Dentre as técnicas
analiticas para determinacéo de flior, a cromatografia de ions com detector por
condutividade (IC-CD) é promissora, pois apresenta melhor sensibilidade, quando
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comparada ao emprego do eletrodo ion seletivo, e menor custo de operacao,
quando comparada as técnicas espectrométricas (MELLO et al., 2013).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver um
método analitico adequado para determinacdo de flior em figado utilizando a IC-
CD apo6s decomposicao por MIC.

2. METODOLOGIA

Neste estudo, foram avaliados diferentes métodos de pré-tratamento
utilizando amostras de figado bovino, adquiridas em comércio local da cidade de
Pelotas-RS. Os pré-tratamentos foram realizados em triplicata e consistiram em : i)
secagem em estufa a 55 °C; ii) secagem em estufa a 100 °C, e iii) liofilizagc&o a -55
°C. Apés a etapa de secagem ou liofilizacdo, as amostras passaram pela etapa de
maceragdo, com a utilizacdo de um gral e pistilo, todos os materiais foram
previamente descontaminados com agua ultrapura e alcool bidestilado.

A fim de avaliar a massa maxima de amostra possivel de ser utilizada com
eficiéncia na MIC, foram feitos testes de massa, em que foram testados 500 e
600 mg de amostra, estas foram pesadas e envolvidas em filmes de polietileno,
formando invélucros posteriormente selados com uma fonte de aquecimento. Para
cada condigéo de pré-tratamento, 55 °C, 100 °C e -55 °C, foi realizado o preparo
das amostras por MIC em triplicata. Os invélucros preparados foram depositados,
separadamente, em suportes de quartzo contendo papel filtro previamente
umedecido com 50 pL de solucgéo ignitora de NH4NOs, 6 mol L, sendo inseridos,
em seguida, no interior de frascos de quartzo contendo 6 mL da solucao
absorvedora. Os frascos foram fechados com suas respectivas tampas, fixados ao
rotor, pressurizados a 20 bar de Oz e levados ao forno micro-ondas (Multiwave
3000®, Anton Paar, Austria). Foi selecionado o programa de irradiacdo por 5 min
de 1400 W, seguido por 20 min da etapa de resfriamento 0 W. As solucfes obtidas
foram recolhidas, avolumadas a 20 mL com &gua ultrapura e armazenadas em
frascos de polipropileno. Neste estudo, para cada pré-tratamento foram avaliadas
diferentes concentracdes da solucao absorvedora de hidréxido de amonio, as quais
foram de 100, 150 e 200 mmol L. Foram realizados dois ensaios de recuperacéo,
conforme descrito na Tabela 1. O ensaio 1 teve como objetivo verificar a influéncia
do pré-tratamento na recuperacdo de flior, enquanto que o ensaio 2 focou na
avaliacado da influéncia do preparo das amostras na recuperacdo. Para ambos
ensaios de recuperacao a solucdo padrdo de fluoreto foi preparada a partir de
fluoreto de sodio (Merck, Alemanha).

Tabela 1. Condicdes experimentais dos ensaios de recuperacéo por adicdo de

padrao.
Ensaio de C?nCNentragaf) d;‘ IVOIP me ((jja~ Massa de Momento da fQor;centraggo
recuperaciio solucdo padrdo de solucao padréo amostra (g) adicaio inal esperada
fluoreto (mg L) utilizado (mL) (mg LY)*
1 2.1 05 5 Antes do pré- 0.05
tratamento
2 1000 0,02 05 ApOs o pre- 0,05
tratamento

*correspondente a 100% de recuperagéo.

A determinagdo de fluoreto foi realizada em um cromatografo de ions
(ICS5000, Dionex/Thermo Fisher Scientific, USA) equipado com supressora de
anions eletroliticamente regenerada (Dionex ERS 500) e deteccao por
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condutividade. Os resultados foram obtidos por meio do software Chromeleon 7.0
(Thermo Fisher Scientific), sendo determinados com a integracéo da area dos picos
gerados nos cromatogramas. Foi utilizada uma curva padrao de fluoreto com cinco
pontos, com concentragdes de 0,01 a 0,1 mg L1 A andlise estatistica dos
resultados foi realizada por ANOVA seguido do teste t-Student com intervalo de
confianga de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No pré-tratamento de 55 °C, a secagem foi realizada por aproximadamente
19 h, até a obtencéo de peso constante da massa final da amostra, demonstrando
que a umidade presente na amostra havia sido removida. Nos pré-tratamentos a
100 °C e por liofilizagdo foram necessarios tempos de secagem menores
(aproximadamente 10 h) até a obtencdo de peso constante da amostra.

Com o ensaio de massa, foi possivel determinar que 500 mg foi a massa
maxima de amostra a ser completamente decomposta por MIC, tendo em vista que
guando utilizada a massa de 600 mg, foram verificados residuos no frasco e no
suporte, o que indicaram uma combustao incompleta da amostra. Posteriormente,
foi realizada a avaliacdo da solucdo absorvedora e pré-tratamentos executados.
Tendo em vista que o fluoreto ndo foi detectado originalmente nas amostras de
figado utilizadas, foi necesséria a realizacdo de ensaios de recuperagado. O ensaio
de recuperacao 1 resultou em recuperacoes de 57 a 88% (Figura 1), nao diferindo
entre si em um nivel de confianca de 95%. O pré-tratamento escolhido foi de
secagem em estufa a 55 °C, tendo em vista que este pré-tratamento indicou uma
tendéncia a maior recuperacdo dos niveis iniciais de flior adicionados nas

amostras.
0100 mmol/L* B150 mmol/L* 200 mmol/L*

120

100 TC!
P [@
X 80 T a a F a g
Y [ - |} S 1
%« L
5 40
Q
3 20
5}
x o

Estufa 55 °C Estufa 100 °C Liofilizado

Pré-tratamento
*concentragdo da solugdo absorvedora de NH,OH

Figura 1. Recuperacédo (%) de fluoreto em amostras de figado bovino com adi¢céo

de padréo anterior ao pré-tratamento das amostras (média = desvio padréao, n=3).
Letras iguais acima das barras indicam que as médias ndo diferem significativamente (Teste t-
Student, intervalo de confianga de 95%).

A partir disso, foram efetuados 0s ensaios de recuperagao 2, com a adi¢ao da
solucéo padrdo apods a etapa de secagem a 55°C, obtendo-se uma melhoria da
recuperacéao de fluoreto (Tabela 2). Estes resultados demonstram que o método de
preparo de amostras de figado por MIC é adequado para a posterior determinacao
de fltor.
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Tabela 2. Recuperacao (%) de fluoreto em amostras de figado bovino com adicéo
de padrdo posterior a secagem da amostra em estufa a 55 °C (média + desvio
padrao, n=3).

Pré-tratamento
Estufa 55 °C

Concentracéo da solucéo absorvedora (NH4sOH)

100 mmol/L 97 +42
150 mmol/L 102 +8°@
200 mmol/L 92+8¢2

Letras iguais indicam que as médias nédo diferem significativamente (Teste t-Student, intervalo
de confianga de 95%).

As trés concentracbes da solucdo absorvedora utilizadas resultaram em
recuperacbes adequadas, sem diferenca estatistica entre elas, entretanto, a
solucéo absorvedora que apresentou melhor comportamento foi a de 150 mmol L
1, uma vez que apresentou recuperacdes entre 95 e 111%, ressaltando a obtencéo
de desvios padrao inferiores a 10%, o que caracteriza uma boa repetibilidade dos
resultados.

4, CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a MIC é um método
eficiente para o preparo de amostras, apresentando adequada decomposicdo da
guantidade de amostra avaliada e posterior determinacdo de flaor por IC-CD por
meio da realizacdo de ensaios de recuperacdo. As solucdes absorvedoras
possibilitaram a obtencdo de recuperacdes acima de 90% para o0 ensaio de
recuperacéo 2, indicando uma perda insignificante do analito durante o preparo das
amostras. Com isto, vale mencionar que o presente estudo devera ser continuado
por meio de outros ensaios de recuperacdo utilizando diferentes niveis de
concentracdo dos analitos nas solu¢cdes padrdo adicionadas, bem como pela
utiizacdo de material de referéncia certificado (CRM). Por fim, o método
desenvolvido serd aplicado para avaliar as concentracdes de flior presente no
figado de ratos previamente expostos a diferentes concentrac¢des de fltor.
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