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Resumo 

O flúor é um elemento químico de grande importância, cuja presença em 

excesso pode acarretar problemas de saúde. No presente trabalho foi desenvolvido 

um método para a determinação de flúor em fígado animal, pois este é um órgão 

vulnerável ao acúmulo desse elemento. O preparo da amostra foi uma etapa crucial e 

desafiadora da análise, sendo escolhido o método de combustão iniciada por micro-

ondas (MIC) para decomposição da matriz. Parâmetros como a massa de amostra e 

a solução absorvedora foram avaliados por meio de ensaios de recuperação. As 

condições de pré-tratamento também foram avaliadas. A solução absorvedora de 150 

mmol L-1 de (NH4)2CO3 e massa de amostra de 400 mg se mostraram as condições 

mais adequadas dentre as avaliadas. Como condição de pré-tratamento, a liofilização 

demonstrou melhor eficiência como método de secagem, uma vez que, secagem em 

estufa ocasionou perdas do analito de até 25%. A determinação foi feita utilizando 

duas técnicas, a de potenciometria com eletrodo íon-seletivo (ISE) e a cromatografia 

de íons (IC). Os resultados obtidos por ambas as técnicas foram concordantes, não 

apresentando diferença estatística significativa (Teste t-Student, p< 0,05) entre si. Os 

limites de detecção para F utilizando as técnicas de IC e ISE foram de 2 e 3 mg kg-1, 

respectivamente, e os limites de quantificação foram de 3 e 6 mg kg-1, 

respectivamente. O método foi aplicado para a análise de amostras de fígado de 10 

ratos Winstar, divididos em dois grupos (n=5), sendo os animais do grupo I, tratados 

com administração de água ultrapura (grupo controle), e o grupo II tratado com 20 mg 

L-1 de F por via oral. Tendo em vista as condições do método desenvolvido, foi possível 

determinar F em todas as amostras. Com base nos resultados obtidos, foi possível 

observar que nos animais em que foi administrada a solução de F, uma maior 

concentração do elemento foi determinada, sendo a concentração de F no grupo 

tratado de 71,9 ± 14,6 mg kg-1 e no grupo controle de 44,2 ± 13,0 mg kg-1. Foi possível 

observar diferença estatística significativa (teste t-Student, p<0,05) entre os grupos 

quando utilizada a técnica IC para determinação, visto que quando feita por ISE, 

obteve-se elevados valores de desvio padrão e desvio padrão relativo, indicando a 

maior precisão da técnica cromatográfica. Com isso é possível afirmar que o fígado é 

um local vulnerável ao acumulo de flúor no organismo, quando feita a ingestão de 

doses de 20 mg kg-1. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O flúor está presente na água potável, tanto de forma natural como artificial, e 

sua adição é feita pelas companhias de distribuição de água, tornando esta a maior 

fonte de ingestão deste elemento pelos seres vivos (Lewis e Milgrom, 2003). O 

processo de fluoretação consiste na adição controlada de um composto de flúor na 

água distribuída à população, com a finalidade de elevar sua concentração até um 

determinado valor, estabelecido como efetivo na prevenção da cárie dentária, 

remineralização do esmalte dentário e efeitos antibactericidas para a saúde bucal 

(OMS, 2006).  

Apesar dos benefícios comprovados do flúor na aplicação odontológica, 

diversos estudos realizados mostram que sua ingestão crônica causa um acúmulo 

metabólico deste elemento no indivíduo (Mcdonagh et al., 2000). Esse acúmulo causa 

toxicidade ao organismo, principalmente quando há o consumo com os níveis de flúor 

na água acima do recomendado pelos órgãos de fiscalização (máximo de 1,2 mg L-1 

para uma temperatura ambiente de 20 oC e limite recomendado é de 0,9 mg L-1 (Brasil, 

2012). 

O processo de metabolismo do flúor tem uma dependência direta com o pH do 

meio em que este se encontra, fragmentado a partir de uma dissociação iônica ao 

entrar em contato com o ácido gástrico presente no estômago, sendo convertido em 

HF, onde ocorre a maior parte de sua absorção (Buzalaf e Witford, 2011). A maior 

concentração de flúor no organismo ocorre nos ossos e nos dentes, porém este 

elemento também está presente, em menor quantidade, nos tecidos moles como 

fígado, rins e também no sangue (OMS, 2006; Ludlow, et al., 2007; Buzalaf e Witford, 

2011).  

Estudos recentes demonstraram que, através da administração crônica de flúor 

por ratos de laboratório, é possível compreender como e onde o flúor pode se 

acumular no organismo (Witford, 1994; Inkielewicz e Krechniak, 2003; Tsunoda et. al, 

2005; Adachi et al. 2007; Pereira, 2011). O consumo excessivo de flúor está 

diretamente ligado a casos de fluorose dentária e fluorose esquelética (Srivastava & 

Flora, 2020), assim como doenças hepáticas e renais. Estudos também têm 
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relacionado o acúmulo desse elemento com neurotoxicidade, causando sintomas 

como déficit de memória e de aprendizado, em animais experimentais (Choi et al., 

2012). Dessa forma, é necessário que haja um método de preparo adequado para 

determinação de flúor nesses tecidos, pois nenhum método de preparo de amostra 

pode ser considerado universal, estando diretamente relacionado com a matriz da 

amostra, o analito que se deseja determinar e mais importante, a técnica utilizada para 

análise. Cada tipo de amostra exige um preparo diferente, e é assim que surge a 

demanda de desenvolvimento de novos métodos e estratégias para este quesito. Os 

métodos clássicos e oficiais se encontram ultrapassados e, com isso, medidas 

inovadoras têm tomado a frente na área de pesquisa (Krug & Rocha, 2016). A 

combustão iniciada por micro-ondas (MIC) pode ser um método adequado para o 

preparo de amostras e posterior determinação de flúor e outros halogênios (Flores, 

2008; Costa, 2019; Mesko, 2019). Dentre as técnicas analíticas para determinação de 

flúor em amostras, a cromatografia de íons (IC) se mostra com grande potencial, pois 

apresenta maior sensibilidade e reprodutibiliadade quando comparada à técnica de 

determinação de potenciometria por eletrodo íon-seletivo (ISE), e menor custo de 

operação, quando comparada às técnicas espectrométricas (Mello et al., 2013; Krug 

e Rocha, 2016). Desta forma torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento de 

um método adequado para a determinação de flúor em fígado animal, possibilitando 

futuramente avanços nos estudos referentes aos efeitos desse elemento e suas 

espécies em organismos vivos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver um método para avaliar a presença de flúor em fígado animal, 

tendo como método de preparo de amostra a combustão iniciada por micro-ondas e 

utilizando diferentes técnicas de determinação. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Determinar o teor de umidade da amostra; 

• Avaliar a etapa de pré-tratamento nas amostras utilizando-se de diferentes 

processos e condições de secagem; 

• Avaliar a massa de amostra a ser decomposta;  

• Avaliar a solução absorvedora para F;  

• Avaliar a exatidão do método de preparo de amostra via MIC por meio de um 

ensaio de recuperação; 

• Avaliar as técnicas de eletrodo íon-seletivo e cromatografia de íons para 

determinação de F; 

• Aplicar o método desenvolvido na análise de amostras de fígado de ratos 

cronicamente tratados com flúor, buscando identificar se este elemento 

apresenta efeito dose-resposta acumulativo no organismo. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Flúor: aspectos gerais e presença no organismo humano 

 

O flúor é um elemento conhecido por em muitas de suas formas ser altamente 

reativo, corrosivo e tóxico. Ele é o elemento mais eletronegativo e se encontra no 

grupo 17 da tabela periódica, tendo como símbolo a letra F e número atômico 9. Este 

elemento pode ser encontrado na natureza, principalmente na forma de minérios, 

como a fluorita (CaF2), criolita (Na3AlF6) e topázio (Al2SiO4F2). Também está presente 

no solo, em fontes de água naturais e plantas (Meiers, 2023). 

Muitos pesquisadores tentaram isolar o flúor em sua forma elementar (F2) entre 

os séculos XVI e XIX, mas sem sucesso, e acabaram sofrendo intoxicação e as 

severas consequências que este elemento pode causar, encurtando drasticamente o 

tempo de suas vidas e levando-os à morte prematura (Peixoto, 1998; Toon, 2011). Foi 

somente em 1886 que o químico francês Ferdinand Frederic Henri Moissan conseguiu 

isolar o elemento. O experimento foi realizado pela eletrólise de uma solução de KHF2 

em HF anidro, utilizando eletrodos de Pt e Ir em um tubo em forma de U selado nas 

duas extremidades com fluorespato; resultando no gás flúor. Por esse feito e pelo 

desenvolvimento do primeiro forno elétrico, em 1906, Moissan recebeu o Prêmio 

Nobel de Química (Peixoto, 1998; Okazoe, 2009). 

A partir do século XX, notou-se no meio científico que a população residente 

em regiões que possuíam água natural com maiores concentrações de flúor em sua 

composição apresentava menos casos de cárie dentária. Com isso, em 1945, o estado 

de Michigan, nos Estados Unidos, passou a distribuir água fluoretada artificialmente 

para sua população (Andrade, 2015). No Brasil, a implementação da fluoretação da 

água potável chegou logo em seguida, em 1953, e já no ano de 1974, esse processo 

se tornou obrigatório por meio da lei federal nº 6050 (Brasil, 1974). A lei define que o 

valor da concentração de flúor na água potável deve variar entre 0,6 e 1,7 mg L-1 

dependendo da localidade e de suas temperaturas, destacando também que o valor 
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máximo de flúor permitido pela OMS é de 1,5 mg L-1 (OMS, 2006; FUNASA, 2012; 

Frazão e Narvai, 2017). 

O flúor vem sendo amplamente utilizado no ramo da odontologia desde o 

século passado, primordialmente para a prevenção e o tratamento de cáries dentárias. 

Isso se deve ao fato de o íon fluoreto provir um excelente mecanismo de defesa aos 

dentes, uma vez que esse atua na inibição dos ácidos formados pelas bactérias 

causadoras da cárie dentária e no enriquecimento da mineralização dentária (Lewis e 

Milgrom, 2003). Apesar de ser considerado um elemento essencial, nos últimos anos 

muitos estudos têm tido interesse em avaliar e analisar seus efeitos tóxicos e a forma 

como eles podem afetar o organismo humano (Choi et al., 2012; Srivastava e Flora, 

2020; Aneez et al., 2022). Foi avaliado em diversos estudos in vivo que a longa 

exposição a elevadas taxas de fluoreto podem causar toxicidade e também o 

desenvolvimento da fluorose dentária e da fluorose esquelética (Witford, 1994; Lewis 

e Milgrom, 2003; Barbier et al., 2010; Fernandes et al., 2012; Bashash et al, 2017), 

assim como danos na estrutura e funcionamento de órgãos e da medula espinhal, 

podendo causar também doenças hepáticas e renais, bem como a neurotoxicidade, 

que causa perda de memória e déficit de aprendizagem (Xiong et al., 2007; Choi et 

al., 2012). 

A fluorose dentária é uma doença que se desenvolve de forma muito mais 

severa em crianças do que em adultos, pois elas estão mais suscetíveis ao acúmulo 

desse elemento (OMS, 2006). Essa condição é identificada visualmente pela presença 

de manchas nos dentes (como uma espécie de corrosão), que podem ser sutis ou 

mais marcantes, dependendo diretamente do quão elevado está o consumo de flúor 

pelo indivíduo (OMS, 2006; Srivastava, 2020). A gravidade das lesões aumenta 

proporcionalmente ao aumento de flúor ingerido. Por outro lado, a fluorose esquelética 

é uma condição fisiopatológica também causada pelo consumo crônico excessivo de 

flúor e sua acumulação nos ossos. Essa condição causa sintomas como dor articular 

crônica, rigidez articular, dor esporádica, calcificação de ligamentos e osteosclorose 

(Srivastava, 2020). 

 Como mostrado no estudo de Wang e Li (2002), o fígado é um sítio muito 

vulnerável ao acúmulo e intoxicação de flúor, assim como os rins, que juntos são 
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responsáveis por cerca de 50 a 80% da excreção de flúor do organismo. Com isso, 

diversos trabalhos, como artigos, dissertações e teses, foram realizados com base na 

administração crônica de fluoreto na água potável de animais (majoritariamente ratos) 

visando estudar esses efeitos em seus organismos (Witford, 1994; Inkielewicz e 

Krechniak, 2003; Adachi et al. 2007 Pereira, 2011). Como os tecidos biológicos são 

considerados matrizes complexas, dificilmente poderá ser feita uma análise direta 

desses materiais, sendo geralmente necessário que haja uma etapa de preparo de 

amostra antes da determinação. 
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3.2 Métodos de preparo de amostra 

O preparo da amostra é considerado como uma das etapas mais importantes 

e mais desafiadoras da sequência analítica, tendo a função de converter matrizes de 

amostras de diversas origens em uma solução contendo os analitos de forma 

representativa, que poderá ser avaliada por diferentes técnicas de determinação, 

dependendo dos elementos que se deseja quantificar (Krug & Rocha, 2016). As 

amostras biológicas muitas vezes são consideradas matrizes complexas, pois têm a 

presença de proteínas, lipídios, compostos orgânicos e inorgânicos, ácidos e bases 

que agem como interferentes e mascaram a presença de alguns analitos, dificultando 

sua determinação (Niu et al., 2018). Diante disso, é importante sempre ser levada em 

consideração para a escolha do método de preparo a origem da amostra, os analitos 

e sua concentração na amostra, e o equipamento instrumental de análise adequado 

para determinação dos analitos.   

Alguns métodos de preparo de amostras biológicas foram propostos no 

decorrer dos anos, como: a destilação de Willard e Winter (Willard e Winter, 1933); 

digestão ácida (via úmida) (Rocha et al., 2013); pirohidrólise (Schnetger e Muramatsu, 

1996); difusão facilitada (Taves, 1968); e métodos de combustão, como combustão 

em forno tipo mufla, em tubo de combustão, em bomba de combustão, em frasco de 

Schöniger (Krug & Rocha, 2016) e combustão iniciada por micro-ondas (MIC) (Flores, 

2004). Alguns métodos de digestão, apesar de serem mais simples a baratos, não são 

adequados pois utilizam ácidos para decompor a matéria orgânica da amostra, e o 

meio ácido favorece a formação de compostos voláteis de flúor, como F2 e HF. Um 

dos principais métodos de preparo reportados na literatura é o de difusão facilitada, 

proposto por Taves em 1968 (Whitford, 1996) porém este é um método moroso e 

ultrapassado, além de utilizar de ácidos fortes para extração de F. Assim novos 

métodos de preparo de amostra têm tomado a frente na área de pesquisa, como por 

exemplo o de combustão iniciada por micro-ondas. 
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3.2.1 Combustão iniciada por micro-ondas  

 

Segundo Mesko (2008), “a combustão iniciada por micro-ondas foi 

desenvolvida a fim de incorporar as vantagens da decomposição por via úmida com 

aquecimento por radiação micro-ondas e da combustão em sistemas fechados”. 

Esse método baseia-se na decomposição da matéria orgânica presente na 

amostra por meio de um processo de combustão que ocorre no interior de frascos 

pressurizados com oxigênio (Flores et al., 2008; Krug & Rocha, 2016). Nesse 

processo, todos os analitos são retidos em uma solução absorvedora, essa 

geralmente diluída. Dessa forma, esse método tem um menor gasto de reagentes e 

utiliza de uma fonte de energia limpa, o que vai ao encontro de alguns dos princípios 

da química analítica verde (Nowak, 2021). O sistema consiste em um forno micro-

ondas, frascos de quartzo, suporte de quartzo e tampas de politetrafluoretileno 

(PTFE). Também pode ser utilizada uma etapa de refluxo com um suporte de quartzo 

adaptado, a fim de melhorar ainda mais a eficiência de extração dos analitos. O 

sistema de refluxo consiste na volatilização da solução absorvedora durante o 

aquecimento, que ao entrar em contato com as paredes frias da parte superior dos 

frascos, condensa, e junto de um suporte adaptado é possível que “lave” por refluxo 

o suporte onde foi feita a queima da amostra, otimizando a recuperação dos analitos. 

Na Figura 1 é possível observar os componentes utilizados para o método de MIC. 
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Figura 1: Tubo e suporte de quartzo utilizados na MIC (Mesko, 2008). 

Para esse método, a amostra é pesada e disposta na forma de comprimido ou 

invólucro (filme de polietileno selado com fonte de calor) no suporte sobre um disco 

de papel filtro umedecido com 50 µL de uma solução ignitora de nitrato de amônio (6 

mol L-1). O tubo é então fechado com uma tampa de PTFE, levado ao rotor e 

pressurizado a 20 bar com oxigênio molecular (O2) e, depois, inserido no forno de 

micro-ondas. Vale destacar que até 8 frascos podem ser dispostos simultaneamente 

no interior do forno, o que aumenta consideravelmente a eficiência energética no 

processo e diminui o tempo gasto na etapa de preparo de amostra (Barin et al., 2006; 

Mesko, 2008). 

Visando à posterior determinação de halogênios, a principal preocupação para 

o preparo de amostra são as perdas de analitos voláteis, com isso, a MIC se mostra 
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um método eficiente para o preparo de amostra e posterior determinação dos analitos 

em concentrações em nível traço, pois se trata de um sistema fechado em que as 

perdas serão mínimas ou nulas (Flores et al., 2004). Dentre as diversas outras 

vantagens apresentadas pelo método de MIC, quando comparado a outros métodos 

de preparo previamente citados, pode-se observar uma alta eficiência e rendimento, 

menor risco de contaminação, obtenção de baixos valores de brancos e de limites de 

detecção e quantificação (LoDs e LoQs), menor (ou nenhuma) perda de elementos 

voláteis, maior segurança no processo e uma solução final compatível com diversas 

técnicas de determinação (Flores et al., 2008; Mesko et al., 2014; Krug & Rocha, 

2016). Todavia, estudos para avaliar a melhor forma de introdução da amostra no 

sistema, a escolha da solução absorvedora mais adequada para reter o analito a 

técnica de determinação necessária. 

No Laboratório de Controle de Contaminantes em Biomateriais, situado na 

Universidade Federal de Pelotas, onde o presente estudo foi desenvolvido, o método 

de MIC vem sendo utilizado pelo grupo de pesquisa desde 2010, majoritariamente 

para decomposição de variadas matrizes de amostras orgânicas, incluindo matrizes 

biológicas e posterior determinação de halogênios, por diferentes técnicas de 

determinação (Pires et al. 2013; Mesko et al. 2015; Coelho Junior et al., 2017; Rondan 

et al. 2018 Novo et al., 2019).    
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3.3 Técnicas para a determinação de flúor 

 

Com o aumento dos estudos em relação aos potenciais efeitos tóxicos do flúor 

em concentrações elevadas e, consequentemente, aumento da preocupação com os 

níveis deste elemento em água, alimentos e fontes de absorção inerentes a animais 

e seres humanos, diversas técnicas para a detecção e quantificação de fluoreto foram 

desenvolvidas e vêm sendo aplicadas ao decorrer dos anos (Yahyavi, Kaykhaii e 

Mirmoghaddam, 2015; Dhillon e Kumar, 2016). A técnica mais utilizada atualmente 

para quantificação de flúor é a de potenciometria com eletrodo íon-seletivo (ISE). 

Também são reportados o uso de técnicas espectrométricas, como a espectrometria 

de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria ótica com 

plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absorção atômica 

(AAS) e espectrometria de absorção molecular (MAS) e fluorescência de raios X 

(XRF), porém como o flúor é um elemento de difícil ionização, o uso dessas técnicas 

acaba sendo limitado pela baixa sensibilidade quando comparado as técnicas mais 

utilizadas (Dhillon e Kumar 2016).  

As técnicas cromatográficas, onde se destaca especificamente a de 

cromatografia iônica (IC), ganharam espaço na determinação de fluoreto devido a 

melhores sensibilidades em comparação à ISE. Novos métodos de preparo de 

amostra cada vez mais eficientes foram desenvolvidos no decorrer da história, e estes 

são capazes de disponibilizar os analitos de uma amostra de matriz complexa em uma 

solução compatível com diversos equipamentos instrumentais mais modernos, o que 

potencializa ainda mais a utilização da cromatografia de íons na determinação de flúor 

e halogênios (Yahyavi, Kaykhaii e Mirmoghaddam, 2015; Mesko et al., 2019).  
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3.3.1 Eletrodo íon-seletivo (ISE) 

 

Em 1966 Frant e Ross desenvolveram e construíram o primeiro eletrodo íon 

seletivo de flúor. A construção do eletrodo se deu basicamente da modificação de um 

eletrodo de pH, em que na membrana de leitura foi adicionado um cristal fabricado de 

elementos de terras raras, como LaF3, NdF3 ou EuF2, e a solução de preenchimento 

utilizada foi uma mistura de NaF e KCl, ambas em concentração de 0,1 mol L-1 (Frant 

& Ross, 1966). A técnica de ISE é muito utilizada para a determinação de flúor, cloro, 

bromo e iodo com limites de detecção e quantificação aceitáveis para diversos tipos 

de amostra (Arnold e Meyerhoff, 1984). As principais vantagens dessa técnica são o 

seu baixo custo operacional, prática e de fácil operação. Em contraproposta, suas 

desvantagens também são muitas, como mudanças mínimas de temperatura e 

correntes de ar que podem afetar a leitura, presença de íons interferentes 

complexantes de fluoreto (principalmente OH-), baixa reprodutibilidade dos resultados 

devido a alterações superficiais do sensor em uma exposição contínua a amostras 

reais e difícil estabilidade de leitura, causando resultados não representativos da 

amostra (De Marco, Clarcke e Pejcic, 2007; Dhillon, 2016).  

As medidas realizadas com o equipamento geram um sinal que é dado em 

milivolts (mV) e se baseiam na diferença de potencial das cargas presentes dentro do 

eletrodo referência seletivo e do eletrodo de leitura imerso na solução a ser medida 

de concentração desconhecida (Fernandes et al., 2001). A diferença de potencial 

ocorre diretamente na membrana cristalina do eletrodo, que fica na interface entre a 

solução de preenchimento e solução de concentração desconhecida que, com a 

passagem da corrente elétrica, gera um sinal no equipamento. Essa diferença é 

chamada de potencial de difusão (Orlando, 2019). No caso específico para flúor, para 

eliminação de interferentes de íons metálicos, deve-se adicionar à solução 

desconhecida uma alíquota de solução tampão de ajuste de força iônica (TISAB) para 

realizar a leitura com maior precisão (Solsky, 1990; Skoog, 2014). Conforme Orlando 

et al. (2019), o desbalanço de cargas é o resultado da diferença de atividades dos 

íons F- na solução interna e na solução externa. Assim, com a construção de uma 

curva de calibração, pode-se determinar a concentração de fluoreto e de diversos 

elementos iônicos a partir dessa técnica (Skoog, 2014; Solsky, 1990).   



  26 

 

   

 

3.3.2 Cromatografia de íons (IC) 

 

Dentre as técnicas cromatográficas, a cromatografia de íons é sem dúvidas a 

mais utilizada para determinação de fluoreto (Sawant et al., 2013; Yiping e Caiyun, 

2010).  Essa técnica pode detectar e quantificar espécies iônicas a nível traço com 

uma grande confiabilidade e reprodutibilidade (Vasconcelos et al., 1994, Moura, 

2022). O instrumento para cromatografia iônica, fundamenta-se na separação de 

elementos por interações iônicas dos analitos com a fase estacionária e a fase móvel 

esse mecanismo é conhecido como troca iônica (Collins, 2006). As suas principais 

vantagens são simplicidade e facilidade de operação; alta estabilidade, confiabilidade, 

reprodutibilidade e sensibilidade; e baixos LODs e LOQs. Em contrapartida, suas 

principais desvantagens são o custo elevado de operação e a difícil interpretação de 

alguns cromatogramas devido à presença de interferentes para elementos em geral 

(como ácidos carboxílicos) (Yahyavi et al., 2015). 

No mecanismo de troca iônica, tem-se solutos com carga inversa à carga da 

fase estacionária, que é altamente carregada e retém os analitos seletivamente 

adsorvidos em sua superfície. Os analitos, então, serão posteriormente eluidos pela 

fase móvel do sistema por deslocamento de outros íons que possuam maiores forças 

de interação com a resina presente na fase estacionária (Collins, 2006). O sistema de 

cromatografia de íons requer os seguintes componentes: i) eluente, que será o 

responsável pelo transporte e separações dos elementos da amostra pelo sistema; 

ii)bomba de alta pressão, que irá garantir uma vazão do eluente constante durante 

todo o processo — essa bomba pode operar em modo isocrático ou gradiente; 

iii)válvula de injeção, responsável por injetar a alíquota de amostra ao sistema; 

iv)coluna, que é a parte principal do cromatógrafo, em que ocorre a separação dos 

íons da amostra propriamente dita — a coluna iônica geralmente é fabricada de 

materiais poliméricos (resinas); v)pode também conter uma coluna supressora, que 

tem como objetivo eliminar os sinais provenientes da fase móvel e interferentes da 

amostra, diminuindo a linha base de leitura e, consequentemente, permitindo uma 

detecção de concentrações mais baixas de analitos; vi)detector, componente que 

possui tipos diferentes de leitura, os de detecção eletroquímica (condutividade, 
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amperométrica e potenciométrica) e os de detecção óptica (UV-Vis, fluorescência e 

índice de refração) sendo o de condutividade o mais utilizado para determinação de 

F- . Um esquema de um cromatógrafo de íons contendo os principais componentes 

pode ser observado na Figura 2 (Metrohm, 2014). O detector condutométrico provém 

a medida da condutividade elétrica dos íons de uma solução, em que a condutividade 

é dada pela medida de uma corrente alternada aplicada nos eletrodos da célula. Essa 

condutividade é dada na unidade de μS/cm (Collins, 2006; Metrohm, 2014; Moura 

2022). 

 

Figura 2: Componentes do sistema de cromatografia de íons (Metrohm, 2014).  

 

A cromatografia de íons possui diversas aplicações analíticas, tanto industriais 

quanto na área de pesquisa científica, tais como: análise de águas (potável, de rios, 

de chuva, do mar, etc.), análise de efluentes (industriais e esgotos), controle ambiental 

(solo e ar) e indústrias de fertilizantes, farmacêutica, de alimentos e petroquímica 

(Collins, 2006; Moura, 2022). Essa ainda é uma técnica multielementar, sendo capaz 
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de quantificar vários analitos simultaneamente. Todavia, uma das grandes limitações 

dessa técnica é a compatibilidade com os digeridos provenientes dos métodos de 

preparo de amostra (Yahyavi et al., 2015). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Instrumentação 

 

Uma balança analítica (modelo AY220, Shimadzu, Philippines) com resolução 

de 0,0001 g e faixa de trabalho de 0,01-220g foi utilizada para pesagem de amostras 

e reagentes. Um processador de alimentos (modelo Multi Pro All in One 2, Philco, 

Brasil), um moinho de facas (modelo B55, Botini, Brasil), uma estufa convencional 

(modelo 400/2ND, De Leo, Brasil) e um liofilizador (modelo L101 Liobras, Brasil) foram 

usados nas moagens e secagem das amostras, respectivamente. Vidrarias, e 

materiais gerais de laboratório, também foram usadas nos processos de moagem, 

secagem e manuseio de amostras, sempre descontaminadas com álcool etílico 

bidestilado e água ultrapura.  

No preparo de amostra via MIC foi realizado utilizando um forno micro-ondas 

industrial (modelo Multiwave 3000®, Anton Paar, Austria). Esse sistema é equipado 

com oito tubos de quartzo (volume interno de 80 mL) com uma pressão interna 

máxima de 80 bar e temperatura de 280 °C. A potência máxima do forno micro-ondas 

é de 1400W. 

Para a determinação das concentrações de fluoreto nas amostras, foi utilizado 

um cromatógrafo de íons  (modelo ICS-5000+, Dionex/Thermo Fischer Scientific, 

EUA), equipado com um detector de condutividade, uma coluna analítica de troca 

iônica IonPac AS11-HC (4 μm, 2 x 250 mm) e uma coluna de guarda IonPac AG11-

HC (4 μm, 2 x 50 mm) com uma temperatura controlada de 36 °C. Uma fonte de 

eluente EGC 500 KOH, com uma coluna regeneradora por aprisionamento de ânions 

(CR-ATC), e um amostrador automático AS-AP foram utilizados para a injeção das 

amostras no equipamento. O eluente utilizado foi o hidróxido de potássio, com um 

gradiente de 1 a 90 mmol L-1 e uma vazão de 0,280 mL min–1; o volume coletado de 

amostra para análise foi de 50 μL. Após a decomposição das amostras via MIC, uma 

etapa de filtração utilizando microfiltros (Chromafil®Xtra PTFE-20/25, Macherey-

Nagel, Alemanha) de politetrafluoroetileno (PTFE) com poros de diâmetros de 22 μm 

foi realizada previamente à inserção das amostras no IC.  
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Para a determinação por ISE, foi utilizado um potenciômetro (Hanna® HI 3221, 

Romênia), equipado com um eletrodo íon seletivo pala fluoreto (HI 4110, USA). 
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4.2 Reagentes 

 

A água ultrapura (18.2 MΩ cm), utilizada em todas as etapas experimentais e 

de diluições, origina-se de um sistema de purificação Milli-Q (modelo Simplicity® UV, 

Millipore, Merck KGaA, Alemanha). Todos os reagentes utilizados neste estudo são 

de grau de pureza analítica (PA) ou maiores. As soluções absorvedoras utilizadas 

neste estudo foram preparadas a partir de uma solução de NH4OH (14 mol L-1) e a de 

(NH4)2CO3 através a dissolução do respectivo sal em água (Merck, Alemanha) em 

água ultrapura. Nitrato de amônio, que é usado como solução ignitora no processo, 

foi preparado pela diluição do seu respectivo sal (Merck, Alemanha) em água 

ultrapura. Oxigênio molecular com uma pureza de 99,5% (Oxigeo, Brasil) foi utilizado 

para a pressurização dos frascos durante o método de MIC. 

Pequenos discos de papel filtro de baixo teor de cinzas (Qualy, J Prolab, Brazil) 

foram utilizados para suportar a solução ignitora no processo de combustão. Para o 

preparo dos invólucros, foram utilizados filmes de polietileno de baixa densidade 

(LDPE) cortados em dimensões de 8 x 8 cm. Para a descontaminação dos discos de 

papel filtro e dos filmes de LDPE, foi utilizado um banho ultrassônico (modelo 

USC1800 A, Unique, 40 kHz, 155 W, Brasil) onde os materiais a serem 

descontaminados foram depositados em um Becker preenchido com álcool etílico 

bidestilado e levado ao banho ultrassônico por 20 min, e posteriormente os materiais 

foram lavados com água ultrapura e seco em estufa em baixa temperatura.  

Soluções padrão de F- de 1000 e 20000 mg L-1 foram preparadas a partir da 

dissolução de NaF (Merck, Alemanha) em água ultrapura. Os padrões de calibração 

utilizados na IC e ISE e os spikes utilizados nos ensaios de recuperação foram 

preparados a partir da diluição da solução padrão de F-. 

A descontaminação dos frascos e suportes de quartzo utilizados no sistema 

MIC ocorre em duas etapas: descontaminação ácida e descontaminação com água 

ultrapura. Utiliza-se 6 mL de ácido nítrico concentrado (14 mol L-1) (Merck, Alemanha) 

na primeira etapa e 6 mL de água ultrapura na segunda etapa. O programa de 
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radiação para as duas etapas foi o seguinte: i) irradiação de 1000 W por 10 min; ii) 

resfriamento (0 W) por 20 min. 

  



  33 

 

   

 

4.3 Amostras 

 

Foram utilizados ratos machos Wistar (70 dias), os quais foram obtidos do 

Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Todos os procedimentos 

envolvendo os animais foram previamente aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da UFPel (CEEA 42067-2019).  Os animais foram mantidos 

durante todo o período experimental no Biotério Central sob condições adequadas, 

como temperatura constante (22 ± 1°C), ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso livre 

à ração padrão e água ultrapura. 

Foram utilizados dez ratos machos Wistar, os quais foram divididos em dois 

grupos experimentais (n= 05 animais cada grupo): Grupo I – Controle e Grupo II - 

Flúor (20 mg kg-1). A solução de flúor foi preparada diluindo o sal de NaF em água 

ultrapura e administrada nos animais durante 15 dias por via oral (gavagem). Os 

animais do grupo controle receberam somente água ultrapura via gavagem. Após o 

término do tratamento, os animais foram anestesiados com isoflurano e o fígado foi 

retirado para posteriores análises. Rim, cérebro, osso e dente também foram 

coletados e devidamente armazenados. O material biológico não utilizado foi 

descartado, conforme normas de biossegurança. Todos os materiais usados durante 

o tratamento, eutanásia e coleta de amostras biológicas foram previamente 

descontaminados com álcool bidestilado, para evitar possíveis contaminações. 

Visando evitar o uso desnecessário das amostras tratadas metodicamente e o 

uso excessivo de animais no estudo, para o desenvolvimento do método foi adquirida 

uma amostra de fígado bovino, oriunda do comércio local de Pelotas, tendo em vista 

que apresenta uma composição majoritária muito similar ao fígado dos ratos. 
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4.4 Teor de umidade 

 

Essa análise visa determinar o teor de umidade presente na amostra. O 

experimento foi realizado em triplicata. Assim, pesou-se na balança analítica 

aproximadamente 3 g de amostra de fígado bovino em cadinhos de porcelana 

previamente secos em estufa a 300 °C. Após a pesagem, os cadinhos contendo as 

amostras foram levados à estufa a 105 °C, para que toda a água presente fosse 

evaporada. Após 24 horas, os cadinhos foram pesados e levados de volta à estufa. 

Após 30 minutos, foram pesados novamente, e assim sucessivamente. Quando a 

massa dos cadinhos contendo a amostra permaneceu constante, pesou-se 3 vezes 

cada um dos cadinhos para realizar uma média e então calcular o teor de umidade da 

amostra pela Equação 1 apresentada.  

Massa úmida ------------------------------------------100% 

Massa seca -------------------------------------------- X 

100 – X = teor de umidade     (Equação 1) 
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4.5 Avaliação da influência do pré-tratamento, utilizando o fígado bovino para 

decomposição por MIC 

 

Inicialmente foi realizada uma etapa de otimização no método utilizando um 

fígado bovino para evitar o uso desnecessário de amostras, ressaltando que todas as 

análises, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto na aplicação, foram 

realizadas em triplicata. Os parâmetros avaliados de pré-tratamentos foram realizados 

em triplicata e consistiram em: i) secagem em estufa a 55 °C; ii) secagem em estufa 

a vácuo 40°C; e iii) liofilização. 

 Para isso, foi realizado um ensaio de adição e recuperação de analito. Esse 

ensaio consiste em adicionar uma concentração conhecida do analito no início da 

manipulação da amostra (nesse caso antes da etapa de pré-tratamento) e ao fim do 

processo, determinar a recuperação obtida. Onde uma recuperação adequada é de 

100% (Amarante, 2003). Desta forma, para esse ensaio de recuperação, o fígado foi 

fracionado em pequenos pedaços, pesado (~60 g) e levado ao moinho de facas junto 

da adição de uma solução padrão de fluoreto para obter uma concentração de 150 

mg kg-1, visando introduzir a menor quantidade possível do líquido na amostra e, 

posteriormente, submetido aos processos de secagem citados. 

Após as amostras passarem pelas 3 etapas de pré-tratamento previamente 

descritas, e estarem livre de umidade, a amostra seca foi moída utilizando um moinho 

de bolas, até a obtenção de um pó fino. Na forma de pó, a amostra foi então pesada 

(400 mg) sobre um filme de LDPE em uma balança analítica, fechada na forma de 

invólucro e submetida ao mesmo processo de decomposição via MIC descrito 

anteriormente. 
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4.6 Otimização dos parâmetros da MIC 

 

4.6.1 Ensaio de massa 

 

O teste de massa consistiu em realizar processos de combustão na MIC 

utilizando diferentes massas de amostra, a fim de observar o comportamento destas 

durante a combustão. São levados em conta fatores como o tempo de duração da 

chama, a pressão do sistema durante a combustão, a reprodutibilidade nos quatro 

frascos, e mais importante, a total queima da amostra e o aspecto da solução 

absorvedora. Foram feitos invólucros contendo massas de 100 a 500 mg, que foram 

submetidos ao processo de combustão. 

 

4.6.2 Avaliação da solução absorvedora  

 

Para avaliação da solução absorvedora adequada ao método, foram avaliadas 

3 concentrações diferentes de uma solução absorvedora amplamente utilizada 

quando o objetivo é a determinação de flúor. Sendo estas de 100, 150 e  

200 mmol L-1 de NH4OH. Também foi avaliada a troca do contra-íon da solução, 

utilizando 150 mmol L-1 de (NH4)2CO3. A fim de verificar a concentração em que há a 

maior recuperação do analito.  

Para isso utilizou-se de um segundo ensaio de recuperação. Esta etapa ao 

mesmo tempo tem o objetivo de verificar e avaliar a influência do preparo da amostra 

por MIC na posterior determinação de flúor nas amostras. Inicialmente, utilizando uma 

amostra de fígado bovino, seca em estufa a 55 °C, foi feita a moagem utilizando um 

moinho de bolas, até atingir a granulometria de um pó. Sobre um filme de PEBD, 

pesou-se 400 mg da amostra e, previamente ao fechamento do invólucro, adicionou-

se 20 μL de uma solução de 1000 mg L-1 de fluoreto, esse então foi levado ao frasco 

de quartzo junto d suporte e submetido ao processo de combustão. As soluções 

obtidas após esse processo foram armazenadas em tubos Falcon de  

50 mL e, posteriormente, diluídas, filtradas e levadas para análise por IC e ISE. 
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4.7 Determinação da concentração de fluoreto por IC 

 

Primeiramente foi preparada uma curva de calibração, nas concentrações de 

0,01, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25 e 0,5 mg L-1, partindo de diluições de uma solução estoque 

de F-. Com as amostras decompostas, é possível executar a etapa de determinação 

da concentração de flúor em todas as diferentes condições otimizadas. Para 

confirmação do pico com tempo de retenção referente ao flúor, ensaios de 

recuperação foram realizados previamente à análise das amostras. O gradiente 

utilizado no método pode ser acompanhado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Gradiente do eluente utilizado no cromatógrafo de íons durante a 

determinação de fluoreto nas amostras. 

Etapa Tempo (min) Concentração do 

eluente (mM) 

1 0,000 1,00 

2 0,000 1,00 

3 5,000 4,00 

4 7,500 20,00 

5 8,000 20,00 

6 11,000 20,00 

7 18,000 20,00 

8 22,000 20,00 

9 25,000 80,00 

10 27,000 80,00 

11 30,000 80,00 

12 32,500 1,50 

13 33,000 1,50 

14 34,000 Fim da corrida 

 

4.8 Determinação da concentração de fluoreto por ISE 

 

Para a determinação de F- por ISE, também foi preparada uma curva de 

calibração nas mesmas concentrações utilizadas na IC, porém devido à menor 

sensibilidade do equipamento, foram utilizadas concentrações de 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 

e 1 mg L-1. Vale destacar que para preparar tanto a curva de calibração quanto as 

diluições das amostras faz-se necessário utilizar uma solução de ajuste da força iônica 

(TISAB II) para que a solução permaneça com uma atividade constante dos íons 

durante a leitura. A proporção utilizada foi a recomendada pelo fabricante, de 1 mL de 

TISAB para 50 mL de amostra.  
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4.9 Limites de detecção e quantificação. 

  

Os limites de detecção instrumental foram calculados utilizando três vezes o 

valor de desvio padrão de 10 medidas do branco, multiplicado pela média dessas 

mesmas medidas. Os limites de quantificação instrumental foram calculados utilizando 

dez vezes o valor de desvio padrão obtido de 10 leituras do branco multiplicados pela 

média dessas leituras (Currie, 1995). Os limites do método, levam em consideração a 

massa de amostra utilizada e também o volume da solução obtida após o preparo. 

 

4.10 Avaliação da exatidão do método 

  

 Para avaliação da exatidão do método, utilizou-se de um material de referência 

certificado (CRM) NIST 1566a (Tecido de ostra) contendo concentração conhecida de 

flúor. Para isto, 250 mg do CRM foi decomposto utilizando as condições otimizadas. 

Adicionalmente, realizou-se um ensaio de adição e recuperação pela decomposição 

de 150 mg do CRM misturado com 250 mg de uma das amostras tratadas (F10) e 

decomposto utilizando as condições otimizadas. Ambas avaliações foram feitas pela 

comparação do valor informado com os valores obtidos após as análises. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Teor de umidade 

 

Após o tempo necessário para que os cadinhos com amostra tivessem um peso 

constante, a média de três pesagens dos cadinhos contendo as amostras foram feitas. 

As massas obtidas foram relacionadas com a massa inicial de amostra e por meio da 

Equação 1 foram obtidos os teores de umidade nas amostras.  

Fazendo o cálculo, pode-se observar que o teor de umidade da amostra é de 

70 ± 2%, o que condiz com valores descritos na literatura para essa matriz (Taco, 

2011). Esta é uma etapa muito importante para o desenvolvimento do método, se 

tratando que a amostra é decomposta por MIC, é preciso que a mesma contenha a 

mínima quantidade de água possível para uma combustão eficiente.  

 

5.2 Avaliação da influência do pré-tratamento para posterior decomposição por MIC 

 

O pré-tratamento das amostras, incluindo a etapa de secagem, pode ser uma 

fonte de erro em uma análise. Assim, para evitar possíveis perdas de F nesta etapa 

diferentes métodos foram avaliados. Para a secagem em estufa a 100 °C, observou-

se uma baixa recuperação do analito (< 75%) e baixa reprodutibilidade (elevados 

desvios padrão relativos – RSDs). Os resultados para as demais condições de 

secagem são apresentados na Tabela 2. Como observado na Tabela 2, na secagem 

em estufa a 55 °C, a recuperação para F foi de 84 ± 7%, o que indica que a 

temperatura elevada pode acarretar em perda de analito. Do mesmo modo, a 

secagem em estufa a vácuo à 40 ºC apresentou recuperações para F semelhantes à 

secagem em estufa convencional à 55 º C, sendo de 85 ± 4%, indicando, então, que 

as secagens em estufas com aquecimento favorecem perda do analito por 

volatilização. Quando utilizada a liofilização, tentando evitar as perdas de analito por 

meio do uso de elevadas temperaturas, a recuperação foi satisfatória, sendo de 97 ± 

4%. Assim, a condição de pré-tratamento escolhida foi a de liofilização. 
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Tabela 2. Resultados do ensaio de recuperação para F, utilizando diferentes condições de 

pré-tratamento (média ± desvio padrão, n=3). 

Pré-tratamento Recuperação (%) 

IC ISE 

Estufa 55°C 84 ± 7aB 78 ± 6aB 

Liofilização -55°C 97 ± 4aA 94 ± 8aA 

Estufa a vácuo 40 °C 85 ± 4aB 81 ± 9aAB 

a Letras minúsculas diferentes na mesma linha apresentam diferença estatística. A Letras 

maiúsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferença estatística. 

Ao comparar os resultados pelas duas técnicas de determinação de F não foi 

possível identificar diferença estatística (Teste t-Student, P 0,05), o que indica que 

ambas as técnicas são adequadas para a determinação do analito nas amostras 

avaliadas. 
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5.3 Parâmetros da MIC 

 

5.3.1 Ensaio de massa 

 

O ensaio de massa visa avaliar a massa máxima de amostra a ser decomposta 

pelo sistema, e influência diretamente na quantidade do analito a ser disponibilizado 

em solução. Neste caso, busca-se sempre decompor a maior massa de amostra 

suportada pelo sistema, visando melhorar os limites LoDs do método. Das massas 

avaliadas, de 100 a 400 mg demonstraram uma combustão adequada da amostra, 

identificada por meio de uma solução absorvedora límpida e sem resíduos de amostra 

no suporte após a combustão (Figura 3a), porém visualiza-se na Figura 3b que quando 

utilizado 500 mg de massa, esta acabou por gerar resíduos de matéria orgânica no 

frasco e na solução absorvedora, o que indica uma queima incompleta da amostra.  

 

Figura 3. Frascos de quartzo após a combustão de (a) 100 a 400 mg e (b) 500 mg, 

de fígado animal. 

Assim, a massa máxima de amostra a ser decomposta foi definida como sendo 

de 400 mg, visto que apresentou uma combustão completa, uma pressão interna do 

sistema de ~40 bar, o que está dentro dos limites de segurança recomendados pelo 

fabricante do equipamento 
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5.3.2 Avaliação da solução absorvedora  

 

Para a avaliação da solução absorvedora, 100, 150 e 200 mmol L-1 de NH4OH 

e 150 mmol L-1 de (NH4)2CO3 foram utilizadas. Os resultados obtidos estão dispostos 

na Tabela 3.  

Tabela 3. Resultados para o ensaio de recuperação de flúor, utilizando diferentes soluções 

absorvedoras e 400 mg de amostra (média ± desvio padrão, n=3). 

Solução absorvedora Recuperação (%) 

 IC ISE 

NH4OH 100 mmol L-1 97 ± 4a - 

NH4OH 150 mmol L-1 102 ± 8a - 

NH4OH 200 mmol L-1 92 ± 8a - 

(NH4)2CO3 150 mmol L-1 96 ± 5aA 94 ± 7 aA 

aALetras diferentes em linhas e colunas apresentam diferença estatística. 

  

 Tendo em vista que os resultados não apresentaram diferença estatística 

(ANOVA, p<0,05), foi escolhida inicialmente a solução absorvedora de NH4OH com 

concentração intermediária (150 mmol L-1) para os subsequentes estudos do método, 

pois não se tem conhecimento acerca da concentração de analito presente nas 

amostras. Vale destacar que a solução de NH4OH demonstrou grandes interferências 

na posterior determinação por ISE, não sendo possível quantificar o analito de forma 

adequada devido à baixa reprodutibilidade dos resultados. Essa informação condiz 

com diversos relatos na literatura, que associam a presença de íons OH- como grande 

interferente para flúor devido ao seu tamanho similar (Xue et al., 1995). 

 Conforme Xue et al. (1995) “ao contrário do que se pensa, a interferência 

causada pelos íons hidróxido não é pela ocupação destes nas redes vagas da 

membrana superficial do eletrodo, mas sim devido a uma reação química que resulta 

na formação de hidroxocomplexos que aumentam a atividade do íon fluoreto livre na 

solução, e isso faz com que o potencial de membrana mude para valores mais 

negativos, fazendo com que haja um desvio da resposta do equipamento”. A formação 



  44 

 

   

 

destes complexos também é responsável por uma desaceleração considerável da 

resposta em soluções de flúor. 

Dessa forma, utilizou-se a solução de (NH4)2CO3 para recuperação de analito, 

tendo em vista que o carbonato não apresenta reportes na literatura como interferente 

para leitura de fluoreto, o que de fato proporcionou melhores resultados. 

Assim, a partir dos resultados obtidos foi possível avaliar a influência que o 

preparo de amostra por MIC tem na recuperação de analito. Neste caso, as 

recuperações foram adequadas, sendo próximas de 100%, o que indica que o 

processo de perda de analito está associado à etapa de pré-tratamento da amostra. 

Os resultados de recuperação (Tabela 3) demonstram que a MIC é um método de 

preparo de amostra adequado para a decomposição de fígado animal e posterior 

determinação de flúor. 

 

5.4 Brancos, limites de detecção e quantificação 

  

O branco constitui todos os reagentes utilizados, exceto a amostra, e passam 

pelos mesmos processos durante todo o preparo de amostra e análise. Todos os 

procedimentos foram realizados em condições controladas, materiais 

descontaminados (conforme item 4.2 Mat e mét.), e os reagentes com grau analítico 

ou superior, visando obter valores o mais baixo possível para os brancos. Assim, cabe 

mencionar que nas condições selecionadas para o método (6 mL de solução 150 

mmol L-1 (NH4)2CO3, avolumado a 20 mL) os valores para os brancos foram de 

0,1195 ± 0,04 mg L-1. Estes valores foram considerados nos cálculos dos LODs e 

LOQs, como apresentado a seguir. Os limites de detecção e quantificação 

instrumental para IC foram de 0,25 mg L-1 e 0,50 mg L-1, respectivamente. Os limites 

de detecção e quantificação instrumental para ISE foram de 0,28 mg L-1 e 0,60 mg L-

1, respectivamente. Com as condições estabelecidas para o método, para IC, os 

limites de detecção foram de 12 mg kg-1 e de quantificação de 25 mg kg-1. Utilizando 

a técnica de ISE, os limites de detecção e quantificação foram de 13 e 30 mg kg-1, 

respectivamente. 
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5.5 Avaliação da exatidão do método 

 

 A exatidão do método proposto foi avaliada pelo preparo e análise de um 

material de referência certificado de tecido de ostra. Este material foi escolhido pela 

composição similar às amostras utilizadas neste estudo, dentre os CRMs disponíveis 

no laboratório de pesquisa que continham concentração de flúor certificada e/ou 

informada. Foram obtidas concordâncias de 103 ± 4% entre os resultados obtidos 

(246 ± 9 mg kg-1) e o valor informado (240 mg kg-1), quando 250 mg de CRM foi 

decomposta nas condições selecionadas para o método. Todavia, apesar de ser uma 

matriz biológica, optou-se pela mistura do CRM com a amostra para simular a 

liberação do analito em meio a matriz de fígado. Após o preparo do CRM misturado à 

amostra utilizando os parâmetros otimizados e posterior determinação por IC, foi 

obtida uma recuperação de 102 ± 4%, comprovando a eficiência do método proposto 

para a determinação de flúor em fígado animal.  
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5.6 Aplicação do método  

 

Com os parâmetros experimentais otimizados e definidos, foi realizada a 

decomposição das amostras por MIC e subsequentemente foram analisadas por IC e 

ISE, e os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4. 

Tabela 4. Resultado das concentrações de flúor (mg kg-1) nas amostras de ratos tratadas 
(média ± desvio padrão, n=3). 

Grupos Amostra IC ISE 

 

 

Controle 

F1 48,47 ± 2,23a 36,42 ± 8,62a 

F2 35,75 ± 2,75a 30,78 ± 9,16a 

F3 63,68 ± 11,86a 61,93 ± 18,09a 

F4 36,33 ± 1,59a 33,82 ± 5,88a 

F5 36,70 ± 3,84a 41,63 ± 3,26a 

 

 

Tratados 

F6 69,05 ± 9,16a 85,65 ± 15,45a 

F7 58,90 ± 5,94a 61,83 ± 2,37a 

F8 69,50 ± 7,79a 64,21 ± 2,80a 

F9 58,67 ± 1,59a 53,49 ± 13,40a 

F10 103,62 ± 5,70a 91,45 ± 16,01a 

aLetras diferentes na mesma linha significa diferença significativa dos resultados. 

É possível observar na Tabela 4 que não há diferença estatística significativa 

entre as técnicas utilizadas para nenhuma amostra analisada (Teste t-Student, 

p<0,05), indicando que ambas podem ser utilizadas para determinação de F. Assim, 

foi feita a média da concentração de flúor presente para os animais do grupo controle 

e tratado, que pode ser observado na Tabela 5. 

Tabela 5. Resultado das concentrações de flúor (mg kg-1) nos grupos controle e tratado (média 
± desvio padrão, n=3). 

Grupo IC ISE 

Controle 44,18 ± 13,0bA 41,09 ± 23,0ªA 

Tratado 71,94 ± 14,6aA 73,23 ± 26,2aA 

aALetras diferentes na mesma coluna ou linha indicam diferença significativa dos 

resultados. 
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 Com os resultados dispostos na Tabela 5, foi possível aplicar estatística para 

comparação dos grupos (Teste t-Student, p<0,05), a qual demonstrou diferença 

significativa quando utilizado o método com a técnica de cromatografia de íons. É 

possível visualizar uma tendência de aumento na concentração de flúor no grupo de 

animais tratados, o que condiz com informações que o fígado é um local vulnerável 

ao acúmulo deste elemento. Comparando os resultados obtidos com a determinação 

realizada por ISE, não foi possível observar diferença estatística entre os grupos, 

devido aos altos valores de desvio padrão obtidos. Essa é uma evidência clara da 

maior reprodutibilidade e precisão instrumental da técnica de cromatografia de íons, 

que apresentou RSDs <17%, já utilizando a determinação por eletrodo íon-seletivo, 

os valores de RSD foram de até 29%. 

Contudo, ressalta-se que mais estudos devem ser avaliados para identificar o 

quanto esse elemento é capaz de se acumular no organismo. Podem ser avaliadas 

mudanças como um maior tempo de exposição crônica ao elemento, e também a 

utilização de mais grupos de tratamento e diferentes concentrações e formas químicas 

de F. Ainda assim, vale destacar a importância do controle e da regulamentação na 

dosagem deste elemento. Sendo sua maior fonte de ingestão a água, é necessário 

que haja uma fiscalização rigorosa da concentração deste elemento antes que água 

chegue para população. Certas regiões, como por exemplo a Etiópia, contêm altas 

quantidades de flúor naturalmente na água, podendo chegar até 75 mg L-1 (Demelash, 

2019). Dessa forma, alternativas devem ser tomadas não somente para a adição de 

flúor em águas onde não há a presença do elemento devem ser avaliadas, mas 

também, para regiões onde a concentração do elemento é muita alta, deve haver no 

sistema de distribuição de água, um tratamento que reduza a concentração deste 

elemento, como por exemplo, a filtragem. 

  



  48 

 

   

 

CONCLUSÃO 

 

Por meio deste estudo, pode-se concluir que foi possível desenvolver um 

método adequado para a determinação de flúor em fígado animal. A condição de pré-

tratamento escolhida para o método foi a de liofilização, pois apresentou melhores 

recuperações do analito, além de que, evitando o uso de aquecimento durante a etapa 

de secagem, diminui-se as chances de degradar a amostra. Quando avaliados e 

otimizados todos os parâmetros, a MIC pode ser considerada um método de preparo 

de amostra eficaz para a decomposição de fígado e posterior determinação de flúor 

por IC e por ISE. A massa mais adequada de amostra a ser decomposta foi de 400 

mg e a solução absorvedora que apresentou melhor eficácia foi a de 150 mmol L-1 de 

(NH4)2CO3, principalmente para a técnica de ISE. Por fim, após o desenvolvimento do 

método, este foi aplicado às amostras de ratos cronicamente expostas ao flúor, e 

quando feita a comparação entre os grupos controle e tratado, foi possível observar 

diferença estatística significativa nos resultados obtidos por IC. Todavia por ISE, não 

se observou diferença significativa devidos aos valores de desvio padrão elevados, o 

que se torna bastante relevante em estudos do tipo in vivo. Assim, quando utilizada 

uma técnica de maior precisão, com uma maior reprodutibilidade de resultados, é 

possível verificar pequenas diferenças na determinação de elementos em baixa 

concentração. Vale destacar também que podem ser realizados mais estudos durante 

a etapa de tratamento dos animais, como avaliar diferentes concentrações de flúor 

nos exemplares, com mais grupos de tratamento, também como, um maior tempo 

exposição ao elemento. Por fim, cabe reforçar a relevância dos agentes reguladores 

e distribuidores de água no controle e quantificação minuciosa da concentração de 

flúor na água potável distribuída, visando o bem-estar da população e reduzindo a 

ingestão de quantidades desnecessárias deste elemento.  
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