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METODO PARA A DETERMINACAO ROTINEIRA DE FLUORETO
EM URINA POR MEIO DE ELETRODO SELETIVO DE IONS

Maria Aparecida Faustino Pires e Sandra Aparecida Bellintani

Apresenta-se um método simples, rapido ¢ sensivel para a determinacio de fiuoreto em urina de pessoal
Qque tem contato com compostos fluorados. A andlise baseia-se na medide do ion fluoreto por meio de eletrodo
", Mg”, Fe'*' e A" si0 complexados por EDTA e écido

seletivo. Provaveis interferentas catidnicos como Ca
citrico. Anions comumente presentes na urina, como CI POI“ ) SO‘ " ndo intarferem no método.

METHOD FOR ROUTINE DETERMINATION OF FLUORIDE IN

URINE BY SELECTIVE ION-ELECTRODE

ABSTRACT

A simple, fast ana sensitive method is outlined for the determination of fluoride in urine of worxers
who handle fluorine compounds. The determination is based on the measurement of fluoride by ion selective
4
** Fe™ and AI®** are complexed by EDTA end citric acid.

Common anions present in urine, such as CI PC:“A and 50_4' do not interfere in the method.

electrode. Cationic interferents like Ca”, Mg

TOXICOLOGIA DE FLUORETO'"

A assimilacao de pequena quantidade de compostos de fllior pelos individuos apresenta
um efeito benéfico na prevencdo de cérie: dentirias, 0 que leva as autoridades sanitdrias a intro-
duzir fluoretacdo da agua )otdvel

Apesar deste efeito benético do fluoreto em baixes quantidades, niveis maiores levam ao
aparecmento de uma série de sintomas que indicam a exposicdo do individuo ao fluoreto. Baixos
niveis de exposicdo a atmosfera de fluoreto levam a uma irritac3o das mucosas dos olhos, nariz
e garganta. Com o aumentn do nivel de exposicdo, podem aparecer os primeiros sinto~nas de into-
xicacdo por fluoreto, os quais incluem disturbios respiratérios, anormalidadas neurolbgicas, dores
gastrointestinais e fibrilagdo muscular. '

No processo de intoxicacdo cronica lintoxicagdo a longo prazo) por fluoreto, as duss
manifestac3es clinicas mais importantes e estudadas sdo: a fluorose dos dentes e a8 fluorose do
esqueleto (chamados fluoroses ocupacionais). A primeira &€ um defeito permanente do esmalte
dos dentes, caracterizada por dreas esbranquicadas. Ela é causada pela calcificacdo imperfeita dos



dentes. Nos estdgios mais avancados, as dreas afetadas tornam-se amareladas, castanhas ou mesmo
negras.

Na fluorose do esqueleto, os iecidos e ligamentos em torno das juntas, especialmente
na regifo pélvica e espinha ficam calcificadas. Os Ossos do braco e pernas mostram excesso de
calcificacdo em algumas partes, mas podem estar submineralizados em outras. As alteracdes Osseas
causam rigidez da caixa toraxica, 0 que interfere com a respiragdo e, por causa da fragilidade
dos ossos, podem ocorres fraturas expontineas. Também pode sobrevir calcificacdo dos vasos san-
gurneos.

Para se evitar o0 aparecimento de um quadro de intoxicagfo crbnica nos trabalhadores,
pode-se avaliar 0 nivel de exposicio bioldgica ao fluorsto pela medida da concentragdo deste na
wrina. O limite de e=crecdo urindria estabelecido para o fluoreto é de 4 mg de F~ por litro de
urina.

A periodicidade das andlises serd determinada posteriormente e basearse-d na concentrag3o
de F~ presente atuaimente nas urinas amostradas e na natureza e freqiéncia das opera¢Bes executa-
das.

A Tabela | apresenta uma estimativa da composi¢do idnica de uma amostra tipica da

urina.
TABELA ¢
Composi¢do Estimada de uma Urina Tv'pica‘a)
MATERIAL QUANTIDADE POR LITRO
' H,0 950 mlL
Na' 35¢g
NHY 39¢
K* 15g
cd? 03 g
Mg’ 0149
F~ 0,7 mg
CI- 609
SO0&~ 180
POL~" 158
uréia 20 g
também outras substancias nfo polares ou menos polares.
OBJETIVO

Adaptar um método seletivo, simples e répido para 8 determinacBo de fluoreto e para
seu controle rotineiro em urina do pessoal que manuseia HF anidro, écido fluoridrico, misturas
KF—HF (eletrdlito da célula de geracSo de flior), flGor elementar, tetrafluoreto de urénio e hexs-
fluoreto de urdnio, nos projetos de producdo de tetrafluoreto de urdnio, de geracSo de flGor ele-
mentar e de hexafluoreto de urdnio.

Colaborar com o Laboratério de Radiotoxicologia ¢ com o SESMT, smbos do IPEN,
pera a implantacfo dc método e sua manutencfo rotineria.



PRINCIPIO DO METODO

O método se baseia na medida do ion fluoreto por eletrodo seletivo(a'“ diretarmente
na urina apds adicio de tampdo, EDTA (dcidn etilenodiaminotetraacéticoj e citrato de sédio para
a complexacdo de cdlcio, magnésio, ferro e aluminio.

EQUIPAMENTO E MATERIAL

~ Analisador especifico de fons, modelo 407 A — ORION;

~ Eletrodo seletivo de fluoreto, modelo 94 Q9 00 — ORION;

~ Eletrodo de Referéncia Ag/AgCl, de juncdo simples, modelo 90 00 01 — ORION, operando
com solucdo Interna 9000 01,

~ Agitador magnético;

~ Copos de 50 mL e frascos de coleta de polietileno;

— Bureta de 50 mL e proveta de 10 mL;

— Pape! absorvente para a limpeza dos eletrodos.

REAGENTES

Todos os reagentes usados sdo de grau analitico. Agua destilada, fluoreto de sédio, cloreto
de sodio, 4cido sulfurico, monohidrogenofosfato de aménio, EDTA, 4cido acético glacial, ci‘rato
de sédio e hidréxide de sddio.
SOLUGCAO PADRAO DE FLUORETO

Pesar 2,2100 g NaF anidro, dissolver e diluir a 1 litro com &4gua destilada. Guardar em
frasco de polietileno. Esta solucdo estoque tem uma concentragdo de 1000 ugF ~/mL.

A partir dessa soluy80 preparar padrdes de 100, 10, 1 e 0,1 ugF /mL por simples dituico
em agua. Guarda-las em frasco de polietileno.
SOLUCAO DE NaOH 5 M

Dissolver 20 g NaOH em 3jua e completar o volume a 100 mL.

TISAB {TOTAL IONIC STRENGTH ADJUSTOR BUFFER)

Colocar cerca de 500 mL de dgua destilada em copo de 1 litro. Dissolver 58 g NaCl e
0,3 g de citrato de sddio (Na;CsiH¢0,.2H,0). Adicionar 57 mL de dcido acético giacial. Ajustar
o pH entre 50 e 55 com NaOH 5 M (usar pHmetro). Completar 0 volume a 1 litro. Guardar
a solugdo em frasco de polietileno.
A — ENSAIOS PRELIMINARES

Solugfio Simulada de Urina'?):

Dissolver 11,6 ¢g de NaCi e 209 de (NH,);HPO, em #gua destilada. Adicionar 1 mL
de 4cido suMfurico concentrado e diluir a 1 litro.



Solugfo Simulada de Urina com Fluoreto:

Colocar, em um balfo volumétrico de 500 mL, 5 mL de solucdo padrio de fluoreto de
concentracdo 100 ug/mL. Adicionar 250 mL de TISAB e completar o volume com solugio simu-
lada de urina. Esta nova solugio contém 1 ugF /mL.

Tratamento dos Elet. odos:

Fazer 2 limpeza dos eletrodos com 4gua destilada antes e apdés cada determinacio ou cali-
bracdo. Apbs a lavagem com dgua secd-los com papci absorvente.

Calibragfio:

Calibrar 0 par de eletrodos com padr8es de fluoreto de 0,1 e 1,0 wgF~/mL ou 1,0 e
10 ugF ~/mL, dependendo da faixa de concentragdo de flyoreto na amostra.

As solugBes (amostra e padrfo) devem ser tamponadas com TISAB. Em copo de 50 mL
colocar 10 mL de soluco amwostra e 10 mL de TISAB. Agitar com agitador magnéticc e colocar
os eletrodos de referéncia e fluoreto em contato com a solugdo tamponada durante cinco minutos.
Quanto mais diluida a solu¢o maior o tempo de contato entre eletrodos e solucdo, até 8 esta-
bilizacSo da leitura (aproximadamente 10 minutos).

A leitura é dada diretamente em wugF “/mbL de solucio.

Para outro tipo de equipamento, cuja medida é feita em milivoit, é necessdrio construir
uma curva de calibracdo do eletrodo ou seja, concentracdo F~ versus medida em mV.

Terdo sido feitas a calibracdo e as medidas da solucdo simulada de urina sem qualquer
dificuldade, passou-se a analisar as ar.Ostras reais.

B - COLETA E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de urina devem ser colhidas em frasco de polietileno contendo cerca de 0,2 g
de EDTA cristalizado para cada 100 mL de urina. A coleta deve ser feita em local isento de
contaminacfo de fluoreto.

S80 colhidas as amostras da primeira e da Ultima micedo na jornada de trabatho. Uma
amostra de urina, denominada ‘pré-exposicdo”, deve ser colhida geralmente pela manh8, antes da
entrada do trabalhador no local de trabalho. Uma amostra de urina, denominada ‘‘pds-exposicdo”,
é colhida no final do dia de trabictho no minimo duas horas depois da pentitima micgdo.

Para minimizar a contaminagdo bacteriana, as amostras, se nfo forem analisadas logo apds
s coleta, devero ser guardadas sob refrigeracdo por um periodo mdximo de cinco dias.

O valor indicativo da quantidade cde fluor assimilada pelo individuo por ingestdo ou ina-
lacfo durante as horas de trabatho serd a diferenca entre as concentragBes encontradas entre »
primeira e a uitima miccdo da jornada de trabalho. O trabalhador serd orientado pela equipe
de controle quanto 3o procedimento da coleta.

Devese levar em consideracdo, nesses resultados, que a concentragfc de fluoreto varia
de uma miccdo para outra dependendo da alimentacdo, dgua ingerida e m:tabolismo de cada
pessoa. Pode-se ter uma variacBo aproximada de 0,05 a 1 ugF " /mL de urina, o que nfo deve
ser considerado como uma provdvel contaminacdo do trabalhador na jornade de trabalho.



Para resultados confidveis é importante a higiene pessoal, evitando-se possiveis contamina-
¢des na amostragem. A amostra deve ser coletada em ambiente limpo, apds 0 banho do trabalhador
e evitando o uso de roupas de trabalho.

Medida da Concentra¢gfo de Filuoreto em Urina:
Apos calibracdo dos eletrodos preparar uma amostra tamponada de urina:
10 mL de urina + 10 mL de TISAB, em copo de 50 mL.
Colocar uma barra magnética, introduzir os eletrodos e manter sob agitacdo constante.
A leitura é expressaem pg F~/mL de urina.
Lavar os eletrodos com dgua e secd-los antes de fazer a préxima medida.

As medidas sdo feitas 4 temperatura ambiente. Desse modo deixar que as amostras entrem
em equilibrio térmico antes de se introduzir os eletrodos na solucdo.

Interferentes:

O ion hidroxila é o maior interferente na determinagdo de fluoreto por eletrodo seletivo.
Porém, com o uso de um tampio mantendo o pH da solugdo entre 50e 55 essa interferéncia
é eliminada.

lons que se associam com o fluoreto dando uma interferéncia negativa, como é o caso
do cdlcio, magnésio, ferro e aluminio s8o complexados com EDTA A presengca de citrato de
sddio na solucfo TISAB tem um efeito que se soma ao do EDTA.

Anions geraimente presentes em grande quantidade na urina como fosfato, cloreto e sul-
fato poderiam causar alguma alteracio na medida. Dessa forma preparou-se uma solucfo simulada
com 3 mesma composicdlo de Cl SOZ e POJ encontrados normalmente em uma urina, tendo-se
demonstrado que nas condi¢8es deste trabalho eles ndo interferem,

C - RESULTADOS

Fez-se a determinagdo da concentr.;d0 de fluoreto em urina coletada de diferentes pessoas.
Observou-se, ao adicionar quantidade conhecida de fluoreto, que a recuperagdo foi excelente.

Estudou-se a determinagfo de fiuoreto sem e com adico de EDTA (Tabelas !l e il
respectivamente).

Aplicando-se o teste “t” ds diferencas entre os valores esperados e encontrados, chegou-se
8 conclusfo que o0s resultados da Tabela |i, obtidos sem adicdo de EDTA, sSo menores do que
os reais. O mesmo teste aplicado aos resultados da Tabela 1!l permitiu concluir que, num nivel de
confianca 0,05, os resuitados s80 corretos.

Estudou-se o tempo de estocagem do material sob refrigeraclo e observouse que se pode
estocar & wurina poi um perfodo de quatro dias sem alteracSo na determinacSo de fluor.to
(Tabela V).



TABELA I

Determinacdo de Fluoreto em Amostras de Urina sem Adigdo de EDTA

FLUORETO (ug/mi)

AMOSTRA
NA AMOSTRA ADICIONADO ESPERADO ENCONTRADO
X3 0,21 1,00 1,21 1,20
X8 0,29 1,00 1,20 1,26
X1 o 0,26 1,00 1,26 1,19
X30 0,29 1,00 1,29 1,22
X3, 0,31 1,00 1,31 1,26
Xs; 0,15 1,00 1,16 1,10
TABELA I

Determinacdo de Fluoreto em Amostras de Urina com Adicfo de EDTA

FLUORETO (ug/m!.)

AMOSTRA
NA AMOSTRA ADICIONADO ESPERADO ENCONTRADO
X, 0,18 1,00 1,8 1,22
X1 0,29 1,00 1,20 1,26
Xy s 0,26 1,00 1,26 1,22
Xs0 0,29 1,00 1,29 +.26
Xz, 0,31 1,00 1,31 1,30
X33 0,15 1,00 1,15 1,16
TABELA IV

Deteminacdo de Fluoreto em Amostras de Urina Estocadas sob Refrigeraclo

CONCENTRAGAOQ F~ (ug/mL urina)

SoLUcAo
ESTOCADA
{DIAS) X, Xz
SEM EDTA COM EDTA SEM EDTA COM EDTA
0,20 0,18 0,46 0,36
10 0,19 0,18 nd. nd.
0,20 0,18 nd. n.d.
30 0,17 0,19 0,39 0,39
4° nd.* n.d. 0,39 0,39

*n.d. = nfo foi determinado



ESTUDO DA VARIAGAO DA CONCENTRACAO DE F- NA URINA DE PESSOAS QUE TRA-
BALHAM NA AREA DE MANUSEIO DE FLUOR

Para verificar se hd um aumento significativo de fluor em pessoas expostas a um ambiente
em que o fluor pode estar em concentracGes acima da concentracdo normal, coletaram-se amostras
de urina antes do inicio do trabalho (8 horas da manhid) e no fim do periodo {17 horas da tarde).

Observou-se que, num total de 35 amostras, as concentragGes variam de 0,09 a 0.72 mg/L
de F ™ na primeira coleta e de 0,17 a 1,10 mg/L na segunda coleta. Observousse também que, no
tota! das amostras, duas (2) ndo apresentaram variacdo entre a coleta da amanhd e a da tarde,
seis (6) apresentaram uma diminuicdo e vinte e cinco (2B} apresentaram um aumento na con-
centragdo de flior na coleta da tarde.

Aparentemente, hd um aumento na concentragdo de flior com a exposicdo nesse ambiente
de trabalho. Esta suposicdo foi confirmada pela aplicagio de um teste estatistico ndo paramé-
tr;co‘z), baseado na distribuicdo binominal dos sinais positivos e negativo: das variacdes da con-
centracdn de flior entre as coletas. De acordo com o teste, 25 variagBes com sinal positivo, num
total de 33 resultados em que houve variagdo, indicam que a variagdo é significativa mesmo num
nivel de significancia de 0,01. Embora o resultado do teste tenha confirmado um aumento da
concentragdo de fluor no organismo desses trabalhadores, as concentracGes estdo bem abaixo da
concentragdo maxima permitida que € de 4,0 mg/L na urina.

Mesmo no caso de exposicdo esporadica a niveis de fluoreto, a concentracfo mdxima
observada na urina das pessoas expostas foi de 2,10 mg/L de F~

D — CONCLUSAO

Apos a coleta de urina de vdrias pessoas sem contato com materiais contendo fluoreto
e de outras que fazem uso de medicamento contei.do fluoreto concluiu-se que 0 método responde
bem as exigéncias do controle requerido. Os resultados permitem concluir que se pode aplicar este
método com seguranca. Ele é simples, rdpido e sensivel, podendo ser implantado sem qualquer
dificuldade.
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