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Resumo

Este trabalho teve como objectivo analizar o estado da arte, em 2014, dos métodos de
determinagdo de iodo in vitro. Nesse sentido, realizou-se uma revisao bibliografica sobre
esta matéria, no periodo de Janeiro de 2010 a Janeiro de 2015, tendo-se encontrado 34

artigos pertinentes.

No estudo que foi realizado foram encontrados 6 métodos de determinagdo do teor de iodo,
Método colorimetrico, Irradiacdo com activacdo de nicleo, Cromatografia, Electroforese
capilar, Conversao ao estado atomico seguido de medida de emissao ou absor¢dao de massa
e com Raios-X. De entre as publicacdes analizadas, 62% adoptaram um método de
conversao ao estado atdmico seguido de medida de emissdo ou absor¢ao de massa, sendo o
mais prevalente o método ICP-MS. Esta prevaléncia deveu-se ao exelente limite de

deteccao da técnica, 4 sua elevada sensibilidade e 4 capacidade de andlise multielementar.

Quanto ao tipo de amostras, em 29% dos artigos analizados foi determinado o teor de iodo
em alimentos provenientes do mar. 7 artigos era referentes a determinacdes de iodo em
amostras de leite, 6 outros referentes a determinacdo de iodo em tecidos e amostras
bioldgicas e ainda outros 6 artigos referentes 4 determinagao de iodo em amostras de sal de
mesa. Nas restantes publicacdes investigaram-se os teores de iodo em amostras de dgua, ar

atmosférico, produtos farmacéuticos, alimentos, entre outros.

Nos 34 artigos estudados, encontraram-se métodos com diferentes graus de aplicabilidade
e custo. Os métodos referidos apresentaram-se em ordem crescente de complexidade de

execucao.

PALAVRAS-CHAVE: Determina¢do de iodo, in vitro, métodos de determinacdo de

iodo, amostras
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Abstract

In vitro iodine determination method state of art was the aim of this study. For this
reason, a bibliographic review was made concerning the iodine determitation methods in
published articles, between January 2010 and January 2015. Were found 34 relevant

articles.

In the study that was developed, it were found 6 main methods to determine iodine
content. Those were colorimetry, irradiation with nuclear activation, chromatography,
capillary electrophoresys, conversion to atomic state followed by emission or mass
absorption and X-ray. Between the analyzed articles, 62% adopted one method of
convertion to atomic state, followed by emission or mass absorption, being the most
prevalent, the ICP-MS method. This is due to his excellent detection limit, his high
sensibility and the multielemental analysis. About the type of samples, in 29% of the
studied articles, iodine determination was made in seafood samples. 7 articles are about
iodine determination in milk samples, another 6 were about iodine determination in
biological samples, and other 6 were about table salt iodine determination. In the other
publications, iodine was determined in air samples, water samples, food samples and

pharmaceutical products.

In the 34 studied articles it were found methods with variable degrees of applicability and

cost. The presented methods are in increasing order of complexity of implementation.

KEY-WORDS: Iodine determination, in vitro, iodine determination methods, samples



Indice

Dedicatéria 3
Agradecimentos 5
Resumo 7
Abstract 8
Indice 9
Indice de Figuras 11
Indice de Tabelas 12
Lista de Acrénimos 13
1. Introducao 15
1.1 Objectivo e Metodologia 15
1.2 Todo, caracteristicas fisico-quimicas 16
1.3 Distribui¢@o na natureza 17
1.4 Aplicagdes do iodo 20
1.5 Papel do iodo no metabolism normal e fungdo tiroideia 21
1.6 Papel do iodo na gravidez 24
1.7 Disturbios pela deficiencia de iodo 26
1.8 Especia¢do do iodo 28
2. Revisao analitica dos métodos de determinacao de iodo 30
2.1 Métodos in vitro 32
2.1.1 Método colorimétrico 33
2.1.2 Irradia¢do com activagao de nucleo 37
2.1.2.1Andlise por activag¢ao de neutrdes 37
2.1.2.2Analise por activagdo de particulas carregadas 41
2.1.3 Cromatografia 44
2.1.3.1 Cromatografia gasosa 44
2.1.3.2 Cromatografia i6nica 47
2.1.3.3 Cromatografia liquida de alta eficicia 49
2.1.4 Electroforese capilar 52
2.1.5 Conversio ao estado atomico, seguido de medida de emissdo, ou de absor¢cdao
ou de massa. 56
2.1.5.1 Espectroscopia de absor¢ao atémica de chama 56

9



Estado da Arte, Em 2014, Dos Métodos de Determinagdo De lodo, In Vitro

2.1.5.2 Espectometria de massa por plasma indutivamente acoplado 58

2.1.6 Raios-X 68

2.2 Is6topos de iodo 71
3 Analise comparativa dos métodos 72
4 Bibliografia 77

10



Indice de figuras

Figura 1 : Iodo metélico a iniciar o processo de sublimacdo (adaptado de www.

http://images-of-elements.com/iodine.php, 2014) 16
Figura 2 : Distribui¢do do Iodo na natureza (Johnson, 2003) 18
Figura 3 : Ciclo do iodo (Romaris-Hortas, 2012) 18

Figura 4 : Distribui¢do global da produ¢do de iodo (adaptado de British Geological

Survey, 2006) 20
Figura 5: Aplicacdes industriais do iodo (adaptado de ICCID, 2008) 21
Figura 6 : Metabolismo do iodo numa célula tiroideia normal (adaptado de Nature
Clinical Practice Endocrinology & Metabolism, 2007) 22
Figura 7: Método cinético-colorimétrico, Desaparecimento da cor do complexo de
sulfato de amonio-cério. Reac¢do de Sandell-Kolthoff. (WHO, 2007) 34
Figura 8 : Auto AnalyzerllI (Seal Analytical, 2013) 36
Figura 9: Reactor SLOWPOKE-2 da Universidade de Dalhousie 39
Figura 10: Melhoramento do limite de deteccio com o numero crescente de ciclos em
PC-INAA-CSS (Adaptado de Isaac-Olive & Chatt, 2012). 40

Figura 11: AIC-144 isochronous cyclotron (The Niewodniczanski Institute of Nuclear
Physics Polish Academy of Science) 43
Figura 12 : Esquema do sistema de derivagao microfluida (Pang, 2015) 46

Figura 13: Representacao esquemadtica de um equipamento de electroforese capilar 53

Figura 14: Condic¢oes da injeccdo e condi¢cdes do tampao utilzados para a determinagao
do status de iodo por electroforese capilar, com detec¢ao UV, com auto empilhamento

da amostra. (Macedo et al, 2014) 55

Figura 15: Elementos detectdveis por andlise de ICP-MS (Skoog Holler, & Crouch,

2007) 60
Figura 16 : Icp-MS, modelo X Series II 60
Figura 17: Diagrama esquematico do sistema m-USN/TCS-VG-ICP-OES
(Matusiewicz & Slachcinski, 2010) 67
Figura 18: Espectometro de polarizacdo EDXRF, Epsilon 5 70

Figura 19: Distribui¢ao dos artigos analizados por métodos de determinagdo de iodo 75

11



Estado da Arte, Em 2014, Dos Métodos de Determinagdo De lodo, In Vitro

Indice de tabelas

Tabela 1 Teor de iodo em alimentos variados ( Adaptado de Office of Dietary

Supplements, 2011) 19
Tabela 2: — Critérios epidemioldgicos para avaliar o estado nutricional relativo ao iodo
baseados na mediana das UIC de mulheres gravidas (Who, 2007) 25
Tabela 3 : Espectro dos disturbios pela deficiéncia de iodo (Who, 2007) 26
Tabela 4 : Recomendacdes para o aporte didrio de iodo, por faixa etdria ou grupo
populacional(Who, 2007) 27
Tabela 5: Ingestdo diaria de iodo recomendada (Who, 2007) 27
Tabela 6: Espécies de iodo encontradas na natureza (Hou, 2009) 28
Tabela 7 : Resumo dos métodos de determinacdo de iodo in vitro 31

Tabela 8: Comparacdo dos valores meritérios obtidos por FAAS relativamente a
determina¢do de iodo em produtos lacteos, face a outros métodos conhecidos (Yebra&

Bollain, 2010) 57

Tabela 9 : Tipos de amostra agrupados por método de determinagdo de iodo 73

12



Lista de acronimos

CE - Electroforese capilar

DDI - Disturbios pela Deficiéncia de iodo

DDR: Dose Didria Recomendada

DGS: Direcdo Geral de Satde

DIT: Diiodotirosina

FAO - Food and Agriculture Organization

FDA - Food and Drug Administration

GC - Cromatografia Gasosa

HPLC - Cromatogafia Liquida de Alta Eficiéncia

HPLC-ICP-MS - Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
HPLC-UV - Cromatografia Liquida de Alto Desempenho com Ultra Violeta
HT - Hormonas Tiroideias

IC - Cromatografia I6nica

ICCIDD: International Council for the Control of Iodine Deficiency Disorders
ICP-AES - Espectrometria de emissdo atdmica por plasma indutivamente Acoplado
ICP-MS - Espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado

IDD: Iodine Deficiency Disorders

INAA - Instrumental Neutron Activation Analysis

IOM: U.S. Institute of Medicine

LC-ICP-MS - Cromotografia Liquida associada a [CP-MS

MIT — Monoiodotirosina

NAA - Andlise por Activacdo de Neutrdes

RDA: Recommended Dietary Allowance

RNI: Recommended Nutrient Intake

SEC - Cromatografia de Exclusao Molecular
SSKI - Solu¢do Saturada de Iodeto de Potéssio
SPEDM: Sociedade Portuguesa de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo

T3: Triiodotironina

T4:Tiroxina

Tg: Tiroglobulina

TSH: Thyroid Stimulating Hormone

13



Estado da Arte, Em 2014, Dos Métodos de Determinagdo De lodo, In Vitro

UIC: Urinary Iodine Concentration

UN - United Nations

USI - Universal Salt lodization

UNICEF: United Nations Children’s Fund
WHO: World Health Organization

OMS - Organizacao Mundial de Satide

14



1. Introducao

1.1 Objectivo e metodologia

Este trabalho teve como finalidade realizar uma revisao bibliografica sobre os principais
métodos de determinacdo do teor de iodo in vitro, em Outubro de 2014. Para isso foram
utilizados os motores de busca Ebsco Host, Google Académico, Medline e Scielo.
Relativamente as palavras-chave, utilizaram-se: iodine determination methods, iodine
detection, iodine analysis, iodine in vitro, metodos de determinagdo de iodo, deteccdo
de iodo, iodo in vivo e iodo in Vvitro.

Os artigos seleccionados foram os mais actuais, a partir de 2010, no que concerne aos
métodos de determinagao, tendo sido utilizados alguns artigos anteriores a essa data na
caracterizacao introdutdria do iodo.

Para a exposi¢do do trabalho, optou-se por primeiramente descrever o iodo, a sua
especiacdo e distribuicdo no planeta, assim como a sua importancia no metabolismo
humano. Seguidamente adoptou-se descrever os principios fisico-quimicos dos métodos
de determinacdo de iodo, enfatizando os métodos de referéncia. Finalmente, agruparam-
se os métodos descritos segundo parametros, comuns, como o tipo de amostra, o tempo

de execucio, a sensibilidade, e custos associados.
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1.2 TIodo, caracteristicas fisico-quimicas

Figura 1 : Iodo metélico a iniciar o processo de sublimag@o (adaptado de images-of-iodine, 2014)

O iodo foi descoberto, em 1811 pelo quimico francés Bernard Courtois. E um sélido
lustroso negro azulado que ocorre na natureza na forma estavel 1271. Sdo conhecidos
37 is6topos, sendo unicamente estavél na forma 1271. Na atmosfera tambem ocorre na
forma radioactiva de iodo-129, interagindo com particulas de xenon. Exibe propriedades
metélicas e € unicamente soluvel em 4gua, apesar de muito ligeiramente. O iodo
volatiliza 4 temperatura ambiente sob a forma de um gés azul-arroxeado, como se pode
observar na figura 1, com odor irritante. Ocorre na natureza na forma de ides de lodo,
essencialmente nas formas de iodeto e iodato. (Human Health Fact Sheet, 2005).

E facilmente soluvel em solventes organicos, como o triclorometano, tetraclorometano,
etanol e dissulfeto de carbono, produzindo solugdes de coloracdo arroxeada. Pode
apresentar vdrios estados de oxidagdo (-1, +1, +3, +5 e +7) podendo assim apresentar-se
sob variadas formas quimicas, sendo mais usualmente encontrado nas formas de

12(iodo), I-(iodeto), I03- (iodato) e CH3I (iodometano).

16



1.3 Distribuicao na natureza

Ao contrdrio de muitos outros elementos, a concentracdo de iodo do solo ndo é
determinada pela concentragdo deste nas rochas subjacentes. Sugeriu-se que o iodo do
solo derivava primariamente da erosdo das rochas e tambem seria influenciado pelo
movimento das placas tectonicas, no entanto mais recentemente depreendeu-se que a
maior parte do iodo na biosfera tem origem nos oceanos (Zimmermann et al., 2008).
Num relatério publicado pela British Geological Survey, Johnson (2003) refere que o
iodo estd largamente distribuido pela Natureza, como se pode observar na figura 2 e
esteve presente na crosta terrestre durante os primérdios do desenvolvimento da Terra.
Porém, com o passar dos anos, grandes quantidades deste elemento foram arrastadas da
superficie da Terra, pela glaciacdo, neve e chuva, pelos ventos e pelos rios, bem como
pelas enchentes em direccdo ao mar. Desta forma, existe um ciclo de iodo na natureza,
sendo que actualmente a maior parte desse elemento se encontra nos oceanos, como
mostra a figura 3. A origem marinha de muitas rochas sedimentares reflecte-se nas suas
concentracdes de iodo (0,4-30 mg kg-1 I), que tende a ser mais elevada do que nas
rochas igneas e metamorficas (0,005-,2 mg I kg-1), onde as altas temperaturas durante a
sua génese podem expelir o iodo (Hou et al., 2009.)

A volatiliza¢do do iodo a partir dos oceanos € considerada a fonte principal de iodo para
a atmosfera, sendo transferido através de mecanismos complexos dependentes das
condi¢cdes meteoroldgicas e atmosféricas, mas provavelmente envolvendo espécies
volateis, como CH3I e 12 (Bloss & Ball, 2009).

Pesquisas recentes reportaram a importancia do HOI e o 12 na determinacdo das
concentracdes atmosféricas de Iodo (Carpenter et al., 2013). A volatiliza¢do a partir de
algumas espécies de algas contribui tambem para as concentragdes de iodo atmosférico.
O mesmo autor tambem sugeriu a correlagdo entre o iodo atmosférico, o plancton e

algumas bactérias (Nitschke et al., 2011).

A chuva é um importante mecanismo de transporte de iodo, arrastando-o da atmosfera
para o solo. Deste modo, em dreas onde a concentracio atmosférica € alta,
nomeadamente sobre os oceanos € em todo o litoral, a chuva terd uma concentragao de

iodo superior 4 que se verifica mais para o interior. (Aldahan et al., 2009)
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volcanic gases (2) yg/g

rainwater 1 — 6 ug/g (i conlighatal

river water 1 —10 pg/g

sandstone 0.8 pg/g g e, S %
e my -
shale 2.3 pg/g smoke from 1— 200 ug/g S &'n.ﬁ'e - m

-
“ extrusive

limestone 2.7 pg/g fossil fuels (in soot)

Ay

L

\—marine sediment 20 - 200 pg/g
marine fish 1 ug/g

marine plants 50 ug/g

freshwater lake 1 — 10 pg/l

soil 3 ug/g
metamorphic rock (0.2) pg/g

seawater 58 pg/l
intrusive rock 0.24 pg/g

Figura 2 : Distribui¢do do Iodo na natureza (Johnson, 2003)

No meio ambiente o iodo ocorre, sobretudo nas dguas e nos solos, estando ligado a
compostos organicos ou em sais de iodato e iodeto. (Choengchan et al, 2003) .Nos
alimentos ele encontra-se nos peixes, frutos do mar, algas, hortalicas, ovos, leites e nos
seus derivados ocorrendo na forma de iodeto ou iodo organico, como se pode ver na

tabela 1. (Blazewicz, 2012)

Deposition
CH,l CH,l Rainfall
HIO " | hv
Emission I3 0. ? = |y CH4l?
¥ HIO

Plants ,."' '|II Emission

Soil

Bacteria "
.'I — e - o~ = & Algae Bacteria ——o Snawafta‘r‘-‘
. Cold seep Sedimentation I — &
\ {iodine rich) - L ,‘, “, l, & 10y —_  Marine Sediments
| | Hydrothermal ‘I‘ ;:r-‘z'.-' R e e e i t—ﬁ—-—_'—-:
Magma water #——=  QOceanic Plate Basalt

Figura 3 : Ciclo do iodo (Romaris-Hortas, 2012)
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Teor de iodo em alimentos variados

Food Approximate mcg/Serving Daily Value™
Seaweed (nori), whole or sheet, 1 g 16-2,984 11 %-1,_9689%">
Cod, baked, 3 oz, a9 66"
Yogurt, plain, low-fat, 1 cup 75 50%"
lodized salt, 1.5 g (about 1/4 tsp) 71 47 %t

Milk, reduced fat, 1 cup SEB <

Fish sticks, 3 oz. 54 36"

Bread, white, emriched, 2 slices 45 30%"

Fruit cocktail, canned in heavy syrup, 142 cup 42 28"
Shrimep, 3 0z, 35 23%"

loe cream, chocolate, 1/2 cup 30 20%0
Macaroni, enric hed, boiled, 1 cup 27 18%

Egg. T large 24 16%

Tuna, canmed im oil, drained, 3 oz. 17 11 %

Corn, cream stwle, canned, 1/2 cup 14 9%

Plums, dried (prunes), 5 prunes 13 = oY

Cheese, cheddar, 1 oz. 12 8%

Raigin bran cereal, 1 cup 11 T

Lima beans, mature, boiled, 1.2 cup a8 5%

Apple juice, 1 cup T 595

Tabela 1. Teor de iodo em alimentos variados ( Adaptado de Office of Dietary Supplements, 2011)

No Chile, o iodo é encontrado em minério de nitrato de sédio natural, enquanto no
Japao e no resto do mundo, o iodo aparece principalmente em salmouras.

De acordo com a organizagdo internacional Network For Sustained Elimination of
Iodine Deficiency, existem no mercado global cerca de 29.000 milhdes de toneladas de
iodo. O Chile, Japao e EUA produzem 96,4% do iodo total, como se pode observar na
figura 4. Os quatro maiores fluxos de exportacao directa partem do Chile para os EUA,
a Europa (através da Bélgica), a China e a India. As maiores producdes mundiais de
iodo estdo concentradas no Chile (61,8% da produ¢do mundial) e Japdo (30% da
producdo global). Estima-se que as reservas actuais de iodo sejam superiores a 27
milhdes de toneladas, capazes de suportar as necessidades mundiais por mais de 100
anos. (Iodine Network, 2011).

Na alimenta¢@o animal o iodo ocorre em folhagens, estando na forma de iodeto livre ou
ligado a moléculas orginicas. Também se utilizam ra¢des com adi¢do deste nutriente

nas formas de iodeto de potéssio ou iodato de célcio. (Blazewickz, 2012)
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Distribuicao global da producio de iodo, 2006

¥ Chile

M Japan

“ United States

¥ China

M Turkmenistan

M Rest of the World

Figura 4 : Distribui¢do global da produc¢éo de iodo (adaptado de British Geological Survey, 2006)

1.4 Aplicacoes do iodo

O iodo tem numerosas aplicacdes, na medicina, na indudstria farmaceutica e a nivel
tecnoldgico. A nivel médico e farmacéutico, € utilizado na forma de tintura de iodo
(solucdo de iodo e iodeto de potdssio em etanol ) como desinfectante da pele e na
limpeza de feridas e escoriacdes apresentando propriedades anti-sépticas. E tambem
utilizado como desinfectante para a dgua. O iodeto/iodato de potdssio sdo utilizados
como aditivos ou suplementos nutricionais, como por exemplo, no sal de cozinha
(iodag¢do do sal). Alguns compostos organicos de iodo sdo tambem utilizados como
contraste em tecnicas radioldgicas e imagioldgicas. Isétopos radioactivos do iodo, como

0 1131

sdo utilizados em numerosos procedimentos médicos, como a monitorizacdo do
fluxo de tiroxina a partir da tiroide. (Human Health Fact Sheet, 2005).

Este is6topo do iodo é também utilizado como terapia directa para destruir tecidos
cancerigenos que continuam a acumular iodo, bem como para tratar a doenca de Graves
e outros tipos de cancro.
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A nivel tecnolégico, como se pode verificar na figura 5, o iodo € utilizado na forma de
iodeto de prata, em técnicas fotogréficas, na produgdo de iodéforos e biocidas, como
estabilizador do nylon, como herbicida e na producdo de lasers. E tambem utilizado
como explosivo na forma tri-iodeto de nitrogénio. E ainda utilizado no fabrico de
lampadas de tungsténio, de forma a prolongar a sua vida util e no fabrico de tintas.

(Human Health Fact Sheet, 2005)

Photographic
chemicals 1% ~Others 6%

.

Herbicides 3%

Zalt additive 5%

Nylon stabilize 6%

ledophors and
Biocides 18%

Pharmaceutical 8%

Imndustrial
catalyst 15%

Feed additive 11% —

Figura 5: Aplicagdes industriais do iodo (adaptado de ICCID, 2008)

1.5 Papel do iodo no metabolism normal e funcio tiroideia

O iodo é um elemento quimico fundamental para o bom funcionamento do corpo
humano, desempenhando diversas funcdes no nosso corpo. Verifica-se que a sua
importancia é crescente desde o nascimento até a adolescéncia e estabiliza na fase
adulta, exceptuando a sua relevincia durante a gravidez e amamentacio. Este elemento
¢ indispensdvel na produ¢do de hormonas tiroideias e tambem numa gravidez sauddvel,
assim como na prevencdo do aparecimento de algumas patologias, como o bdcio.
(Brownstein, 2009).

O iodo ¢ indispensdvel para o normal metabolismo celular. Uma quantidade insuficiente
de iodo no nosso corpo pode diminuir o nosso metabolismo basal, o que pode resultar

em ganho de peso, cansago e depressdao. Devido ao facto das hormonas tiroideias
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regularem o metabolismo e o crescimento, quando a produgdo destas diminui ou é

interrompida devido ao deficit de iodo, 0 nosso metabolismo pode tornar-se muito lento.

A taxa metabolica determina o ritmo a que se queimam as calorias. Um metabolismo

mais elevado propicia uma maior perda de peso. (Brownstein, 2009).

Nos humanos assim como em outros mamiferos, o iodo existe na forma de hormonas

tiroideias T4 e T3, nas formas de MIT, DIT e ainda de rT3, normalmente associadas a

proteinas, cmo se pode observar na figura 6.

Tg (MIT, DIT, 'rq and T,

( /)?UUU?

TPO
DO

Ha0-
lodide
.

\

@jr

]

Colloid

UuUUyuuuj

Pendrin, AIT |

Protein synthesis

—— NIS(C)

Sy

Tsand T,

lodide |

MNIS gene

!

==

Transcription

Figura 6 : Metabolismo do iodo numa célula tiroideia normal (adaptado de Nature Clinical Practice

Endocrinology & Metabolism, 2007)

Observou-se que o0 nosso organismo possui cerca de 20 a 30 mg de iodo,

maioritariamente na glandula tiréide (75%) e o restante, distribuido pelo resto do

organismo, em especial na mucosa gastrica, no sangue e nas glandulas mamadrias das

lactentes. Aproximadamente 50% do iodo proveniente da dieta, € absorvido no intestino

sob a forma de iodeto inorganico, ¢ normalmente captado pela glandula tiréide e

incorporado em proteinas como a tireoglobulina, com a finalidade de gerar precursores

de dois tipos de hormonas, em menor quantidade a triiodotironina (T3) e em maior

escala, a tiroxina (T4). As hormonas sdo libertadas no sangue, frequentemente durante

longos periodos, em resposta a varios estimulos controlados pela hormona estimuladora

da tir6ide (TSH). Esta hormona tem um papel crucial na regulagdo de varios processos,

entre eles, o processamento da tiroglobulina e a sua exocitose para o coldide; a
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transcricdo do gene da tiroglobulina e da tiroperoxidase; a transcricdo do gene da
tiroglobulina e da tiroperoxidase; o processamento da tiroglobulina e a sua exocitose
para o coldide; a captagdo de iodo por activacdo do transportador de ides iodeto; a
protedlise da tiroglobulina e libertacdo de T3 e T4 e a reabsorc¢do da tiroglobulina a
partir do coléide. (Brownstein, 2009)
No mecanismo da sintese e secrecdo de iodotironinas, a concentracdo do ido iodeto
constitui um factor de regulacdo importante, quer pela diminui¢do de iodo (diminui¢do
do racio DIT/MIT e diminuicao do racio T4/T3), como pelo aumento de iodo (inibi¢do
da protedlise da tiroglobulina, levando consequentemente, a uma diminuicdo da sintese
de T3 e T4).
Em casos de hipertiroidismo, a regulacdo da sintese de T3 e T4 pode conseguir-se
através da administracdo de dois farmacos, nomeadamente antitiroideus (inibidores da
tiroperoxidase) e inibidores anidnicos (que actuam sobre o transportador do ido iodeto,
impedindo a capta¢do de iodo pelas células foliculares). (Brownstein, 2009)
As hormonas T3 e a T4 sdo de importancia fulcral na manutencdo do metabolismo
basal, essencialmente na manutencdo do calor do corpo e tambem fundamentais para o
bom funcionamento do sistema reprodutor. Além da actividade hormonal, € actualmente
reconhecido pela comunidade cientifica que o iodo € um nutriente essencial para:

— o bom desenvolvimento do sistema nervoso central, coracdo, figado e rins,

— o crescimento fisico e neurolégico,

— aconversao de betacaroteno em vitamina A,

— a sintese de proteinas.

23



Estado da Arte, Em 2014, Dos Métodos de Determinagdo De lodo, In Vitro

1.6 Papel do iodo na gravidez

O iodo tem um papel crucial na promocdo de uma gravidez sauddvel. A deficiéncia
deste elemento € especialmente grave em mulheres que estejam grdvidas ou em
amamentacdo. Em gravidas pode provocar-lhes pressdo arterial elevada e tem sido
associada a abortos, nados-mortos, partos prematuros € anomalias congenitas nos seus
bebés. Filhos de maes com grave caréncia de iodo durante a gravidez podem sofrer
Cretinismo endémico, deficiencia mental associada a mutismo, displegia espastica,
estrabismo, hipotiroidismo e baixa estatura. O hipotiroidismo congenito devido a
deficiéncia de iodo € a causa evitidvel mais comum de atraso mental no mundo. A
deficiéncia de iodo mesmo ligeira, durante a gravidez, pode estar associada a um baixa
inteligéncia em criancas (Brownstein, 2009).

Nas gravidez o aporte iodado recomendado € superior devido a alguns factores
importantes como o aumento na producao materna de T4, de 40-50%, de modo a manter
o eutiroidismo materno e a transferir hormonas tiroideias para o feto, antes da tiroide
fetal estar em funcionamento, a transferéncia de iodo para o feto, particularmente numa
fase mais tardia da gestacdo e tambem ao potencial aumento da clearance renal de
i0do.(Zimmermann, 2007)

Em Portugal, a Sociedade Portuguesa de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo
(SPEDM) realizou um estudo nacional sobre o aporte de iodo nas gravidas, tendo-se
verificado que este era globalmente insuficiente de acordo com as recomendacdes da
WHO - apenas 16,8% das gravidas do Continente apresentavam valores de ioduria
adequados e nas Regides Autonomas somente uma minoria de 5,4% atingia iodurias
satisfatorias. Tendo em conta estes resultados, a SPEDM recomendou a introdugdo de
suplementagao de iodo nas mulheres gravidas e nas lactantes em Portugal, motivando a
Direcdao Geral de Saude (DGS) a emitir a seguinte Orientacdo, em 26/08/2013: “As
mulheres em preconcecdo, gravidas ou a amamentar devem receber um suplemento
didrio de iodo sob a forma de iodeto de potdssio — 150 a 200ug/dia, desde o periodo

preconcecional, durante toda a gravidez e enquanto durar o aleitamento materno

exclusivo. (Limbert et al, 2010; Lopes et al, 2012).

A WHO, o ICCIDD e a UNICEF recomendam a mediana das concentragdes urindrias

de iodo (UIC) como principal método para avaliar o estado nutricional relativo ao iodo
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em populacdes de gravidas, como se pode verificar na tabela 2

(WHO/ICCIDD/UNICEF, 2007).

Tabela 2: — Critérios epidemioldgicos para avaliar o estado nutricional relativo ao iodo baseados na

mediana das UIC de mulheres gravidas (Who, 2007)

UIC mediana (pug/L) Aporte de iodo

<150 Insuficiente

150-249 Adequado

250-499 Mais do que adequado
2500 EXCessivo "

" Para mulheres a amamentar ou criancas <2 anas, uma mediana urinaria 2100 pg/L
pode ser usada para definir um aporte de iodo adequado.
t i I 1 ¢ i

0 termo “excessiva” significa que excede a quantidade necessaria para prevenir

o defice de iodo.
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1.7 Distiarbios pela deficiéncia de iodo (DDI)
O défice de iodo provoca multiplos efeitos adversos no desenvolvimento e crescimento
dos humanos, os quais, no seu conjunto, constituem os ja referidos Disturbios pela
deficiéncia de iodo (DDI) com se pode observar na tabela 3. Os DDI resultam de uma
producdo insuficiente de hormonas tiroideias devido a um aporte de iodo inadequado.
As doencas mais comuns que relacionam a glandula tiroideia com alteragdes do nivel do
micronutriente iodo sdo o hipotiroidismo, o hipertiroidismo, as tiroidites e os nédulos

tiroidianos. (Zimmermann, 2009)

Tabela 3 : Espectro dos disturbios pela deficiéncia de iodo (Who, 2007)

Grupo populacional Consequéncias do défice de iodo

Todas as idades Bocio

Hipotiroidismo

Suscetibilidade aumentada a radiacio nuclear
Feto Abortamento esponténeo

Nado-morto

Anomalias congénitas

Mortalidade perinatal

Recém-nascidos Cretinisme endémico
Mortalidade infantil
Criangas e adolescentes Alterages da fungdo cognitiva

Atraso do desenvolvimento psicomotor

Hipertiroidismo induzido pelo iodo
Adultos Alteragbes da fung3o cognitiva

Hipertiroidismo induzido pelo iodo

Foram realizados estudos do turnover de iodo tiroideu, da captagao tiroideia de is6topos
radioativos do iodo, bem como do equilibrio fisiolégico de iodo no organismo, em
individuos eutiroideus. Esses mesmos estudos foram utilizados para estimar as
necessidades diarias de iodo. Com base nos dados obtidos, o U.S. Institute of Medicine
(IOM), bem como a WHO (em conjunto com a UNICEF e o ICCIDD - International
Council for the Control of lodine Deficiency Disorders) propuseram aportes didrios de

1odo, muito semelhantes, como se pode observar na tabela 4. (Zimmerman, 2007, 2009)
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Tabela 4 :
populacional(Who, 2007)

Faixa etaria IOM (RDA®, pg/dia)

Recomendagbes para o aporte didrio de iodo, por faixa etdria ou grupo

Faixa etaria

(RNI®, pg/dia)

0-6 meses 110
612 meses 130
Criangas 1-8 anos 90

Criangas 9-13 anos 120
Adultos (2 14 anes) 150
Gravidez 220
Lactagido 290

*RDA = Recommended dietary allowance,
definida como o aporte diario medio necessario
para cobrir as necessidades de 97-98% dos
individuos saudaveis de uma determinada faixa

Criangas 0-5 anos 90

Criangas 6-12 anos 120
Adultos (2 12 anes) 150
Gravidez 250
Lactacdo 250

"RNI = Recommended nutrient intake, definido
como o aporte diario estimado para cobrir as
necessidades de “praticamente todos” os
individuos saudaveis de uma determinada faixa

WHO, UNICEF e ICCIDD

etaria. Corresponde  dose diaria recomendada
(DDR).

etaria.

Requisitos e ingestao recomendada

Estima-se que a tiréide utilize diariamente de 60 a 80 pug de iodeto para atingir a sua

producdo habitual de hormonas tiréideas (Zimmerman, 2012).

Tabela 5: Ingestdo didria de iodo recomendada (Who, 2007)

Idada ou Grupo Populaciona OMS/DOR {ugldia)

Criangas 0= 5 anos A0
Criancas 612 anos 120
Adultos > 12 anos 150

Gravidaz 240

L aclacdo 250
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1.8 Especiacio do iodo

O iodo ocorre na natureza em diferentes espécies, apresentando cada uma delas

caracteristicas quimicas, fiscas e bioldgicas, como podemos ver na tabela 6

Tabela 6: Espécies de iodo encontradas na natureza (Hou, 2009)

Nome Féormula quimica | Ocorréncia mais frequente
Iodeto I Agua, minerais, seres vivos
Iodato 10 Agua, minerais
iodo molecular I Ar
Periodato IO Agua
Hipoiodeto I0- Ar Agua
iodometanc CH:I Ar Agua
Diodometano CH:L Ar Agua
iodoetano C-H:I Ar Agua
iodopropano C;H;I Ar Agua
iodobutanc C.HoI Ar Agua
Bromoiodometano CH-Brl Ar. Agua
Tniodotironina T: Seres vivos
Tiroxina T, Seres vivos
Monoiodotirosina MIT Seres vivos
Diiodotirosina DIT Seres vivos
Triiodotironina reversa rT; Seres vivos
Particulas iodo-associadas - Ar Agua

A especiagdo de iodo pode ser concretizada por varios processos designadamente, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS), incluindo sistemas de separacdo por troca
i6nica e exclusdo molecular. Estas técnicas sdo cientificamente muito atractivas mas,
por serem bastante dispendiosas, ndo sao usadas em larga escala. Sao também usadas
técnicas de interaccio de HPLC em conjugacdo com a espectrometria de emissao
atémica de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

Para especiacdo do iodo inorganico e organico em &aguas, vegetais, leite, pescado e
amostras bioldgicas (soro, urina, fezes), recorre-se normalmente a pré-concentracdo e
separacao por meios cldssicos de cromatografia de troca i6nica, atingindo-se resultados

confiaveis.
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Podem ainda ser usados vérios métodos para determinar niveis de iodo no ar, na dgua,
nos solos, nos sedimentos, nos produtos farmacéuticos e nos alimentos.

O mais referido é o detector Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA) com
raios gama, mas também sdo utilizados os métodos de cromatografia ionica (IC),
calorimetria, espectrometria de emissdao atomica por plasma indutivamente acoplado
(ICP-AES), cromatografia liquida de alto desempenho com ultravioletas (HPLC-UV) e
o método ICP-MS.
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2. Revisdo dos métodos analiticos de determinacao de iodo

A pesquisa foi realizada no Google Académico com as seguintes palavras iodine
analysis, iodine determination. Ao restringir a pesquisa a artigos posteriores a 2010 e
truncada para as palavras iodine analysis apareceram 280 resultados. Ao repetir o
método para as palavras iodine determination apareceram 472 resultados. No entanto
tanto para uma pesquisa como para a outra os artigos nem sempre remetiam para os
métodos pretendidos. Na etapa seguinte, foram seleccionados os artigos que
apresentavam os procedimentos adoptados nos métodos de determinacdo do teor de
iodo, tendo sido efectuada uma analise de forma a verificar se 0S mesmos
correspondiam a tematica que pretendiamos analizar. A andlise recaiu assim sobre 34
artigos, como se pode verificar na tabela 7

No estudo que foi realizado foram encontrados 6 métodos de determinagdo do teor de
iodo, Método colorimetrico, Irradiacdo com activacdo de nicleo, Cromatografia,
Electroforese capilar, Conversdo ao estado atomico seguido de medida de emissdo ou

absor¢do ou de massa e com Raios-X.

De modo a sistematizar a apresentagcdo, os métodos vao ser apresentados por uma ordem
crescente de complexidade, Em cada um deles, numa primeira fase vao ser apresentados

os principios dos mesmos e numa etapa seguinte os exemplos de execucao do método.
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Tabela 7 : Resumo dos métodos de determinacdo de iodo in vitro

Método colorimetrico

(Hedayati et al, 2011); (Jooste & Strydom, 2010);
(Tonacchera et al (2013)

Irradiacio com activa¢io de nicleo
Neutrdes EINAA, protdes CPAA.

(Fukoshima & Chatt, 2012); (Isaac-Olive & Chatt,
2012); (Wojcik, Zagrodzki, Mietelski &Was,
2012)

Cromatografia

(Pang, Carpenter &Lewis, 2015) (Shinoda et al,
2011) (Gupta et al, 2011) ; (Nitschke & Stengel,
2015)

Electroforese capilar

(Macedo et al, 2014)

Conversiao ao estado atomico seguido de
medida de emissao ou de absorc¢iao ou de massa
(ICP-OES, ICP-MS, AAA)

(Yebra&Bollain, 2010) (Yu et al, 2013)

(Huynh et al, 2015); (Barbosa et al, 2013); (Han et
al, 2012);(Hartwig et al, 2014);,
(Leppinen, Niemeld & Perdamiki, 2014);( Lipiec
et al, 2012); (Mesko et al, 2010); (Mesko et al
2014);( Michalke& Witte, 2014); (Muller, 2012);
(Picoloto et al, 2014); (Romaris-Hortas et al,
2011); (Romaris-Hortas, Barreta & Pinero, 2012);
(Romaris-Hortas et al, 2012); (Sun et al, 2010);
(Zheng, Yamada & Yoshida, 2011); (Zheng et al,
2012) &  Slachcinski, 2010)
(Oliveira, Nobrega & Pereira-Filho, 2012)

(Matusiewicz

Com raios X

(Lu et al, 2013) (Takeda et al, 2011)
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2.1 Métodos in vitro

Estdo continuamente a ser desenvolvidas tecnicas analiticas com o intuito de detectar
quantidades muito pequenas do analito de interesse, com elevada precisdo e exactidao.
As tecnicas mais cldssicas, como a gravimetria, volumetria, espectofotometria,
fluorometria, entre outras, foram sendo gradualmente substituidas por novas técnicas
como a fluorescencia de raios x, espectofotometria de absor¢ao atomica, espectrometria
por plasma indutivamente acoplado, espectometria de massa, andlise de activacdo de
neutrdes, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alto desempenho, entre
outras. Anos mais tarde, a combinacdo de algumas destas técnicas originou novas
técnicas como a cromatografia liquida de alto desempenho com espectometria de massa,
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado e cromatografia gasosa
com espectometria de massa. A determinag¢do de um analito pode ser realizada usando
metodos directos ou indirectos, dependendo da func¢do do analito na reac¢do e do
mecanismo ou processo que esta a ser estudado. Se o analito participa no processo de
deteccdo, o método serd directo, no entanto se o analito nao estiver envolvido no
processo de deteccao, mas reaja ou interaja com uma das especies quimicas no sistema,
entdo o método serd indirecto. O iodo pode ser determinado usando quase todas as
técnicas supracitadas, directa ou indirectamente, dependendo da técnica. A razdo da
escolha de uma técnica em detrimento da outra prende-se essencialmente com o
prop6sito do estudo, a acessibilidade a técnica, a complexidade da matriz e o tipo de

determinacao analitica pretendida.
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2.1.1 Método colorimétrico

Principio do método
Os métodos espectrofotométricos foram largamente difundidos na determinagao de iodo
e os processos mais utilizados para a determinacdo deste elemento em matrizes

complexas sdo baseados no método colorimétrico de Sandell-Kolthoff.

Este método, desenvolvido em 1934, obteve o nome de Sandell-Kolthoff, em honra aos
quimicos que o desenvolveram. Sem a presenca de ides iodeto, esta reac¢do ocorre
muito lentamente, demorando 36 ou mais horas, no entanto a presenga de tracos de

iodeto aumenta a taxa de reacg¢ao.

Este método baseia-se na reacdo de oxirreducdo entre o cério amarelo (IV) e o arsénio
(IIT) que € catalisada pelos ioes iodeto, pasando para cério (III) incolor (figura 7), sendo
a taxa de eliminacdo da cor amarela mensurada e relacionada com o conteudo de iodo.

A reaccdo é representada pela seguinte equacao:

4+ = % o b |
2Ce(qq) + 2l (qq) & 2Ce(aqg) + I3 (aq)

13 => a5+ -
I3 (aq) + AS{agq) << AS{aq) + 2l(ag)

Habitualmente, os compostos de iodo organico ndo podem ser determinados sem uma
etapa de digestdo prévia, normalmente realizada utilizando 4cido perclérico. Se o
Tiocianato estiver presente em concentracdes mais elevadas, como por exemplo, nas
amostras de leite e urina, poderia interferir na etapa de determina¢do. Tambem podem
ocorrer interferéncias na presenca de tracos de ides metdlicos (prata e mercirio) que
podem reagir com o iodeto, bem como com substincias que sofrem facilmente

oxidagdo, nomeadamente nitrito, dcido ascorbico, e o ferro ferroso.

A reacgdo de oxirredugdo (Ced4+/As3+) processa-se com uma etapa a mais e apresenta
um grande aumento de velocidade em relagdo a oxirreducdo sem a utilizagdo do
catalizador. A quantificacao € realizada a 420 nm, pois os ides de cério IV sdo amarelos

e ao diminuirem a concentracdo diminuem também a absorvancia.
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Ce%*: absorbance at 405 — 420 nm
Kinetics: first order to the catalyst I,
- InA; = slope [I] + intercept

: (NHy),S,04 10 +F+6H
I, IO5, I-protemn >

«— 3L+3H0

I;
2CeH + A5,0:+ 5O a—» 20 +2A50, + 10H

Figura 7: Método cinético-colorimétrico, Desaparecimento da cor do complexo de sulfato de aménio-

cério. Reacc¢do de Sandell-Kolthoff. (WHO, 2007)

Os limites de detec¢do dos métodos que utilizam a reagdo de Sandell-Kolthoff sao
bastante baixos 0,1 pg L-1-9,30 pg L-1, variando de acordo com a etapa de preparacdo
da amostra, dependendo do uso de solugdes de cério e arsénio em concentracdes e
volumes diferentes e tambem quanto ao comprimento de onda em que a leitura é
realizada. Os métodos variam ainda pela utilizacdo de varios compostos contendo o
Ced+, no tempo e temperatura de leitura, na utilizacdo de solug¢des para interromper a

reacdo de oxirredugdo e na automatizacdo dos procedimentos.

Ohashi et al (2000) testaram um novo método de digestdo para amostras de urina com
persulfato de potdssio num sistema isolado de modo a evitar as perdas do analito. A
andlise foi realizada com solucao de arsénio 0,05 mol L-1, solu¢do de cério 0,019 mol
L-1 e a solucdo da amostra digerida permaneceu por 30 min a 25 °C, tendo sido medida
a absorvancia a 405 nm e a curva de calibragdo registrada com o cdlculo do logaritmo

das absorvancias pela concentracao das solugdes padrdo de iodeto.
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Trokhimenko & Zaitsev (2004) analisaram amostras de leite e ovos através do método
de Sandell-Kolthoff. As amostras foram preparadas através de calcinagdo alcalina e na
andlise utilizou-se solucdo de arsénio 0,2 mol L-1, 4cido sulftrico 8 mol L-1, solucao de
cério a 5x10-3 mol L-1, tendo sido misturados a 30 °C. Apds 5 min foi adicionada a
solu¢do do dcido difenilamina-4-sulfénico para parar a reacdo, tendo sido medida a

absorvancia a 750 nm num espectrofotometro.

Este método tem baixo custo comparativamente com outras técnicas tais como
cromatografia, ICP OES, ICP-MS, XRF. Possui como vantagens a agilidade na
aquisicdo dos resultados, dificuldade de execucdo moderada e a utilizacdo de
equipamento popular e com grande aplicabilidade, em especial para andlise de

farmacos.

Exemplo de execucao do método

Hedayati et al, 2011, para a determina¢ao de iodo urindrio pelo método de digestao por
microondas prepararam as amostras usando trés intensidades elétricas diferentes, baixa
(80 W), média (440 W), e alta (800 W), em 5 momentos diferentes (5, 10, 15, 20 e 30
min). Depois de optimizar as condi¢des para a digestdo da amostra, foram adicionados
250 ml de amostra ou solu¢do padrio a 750 mL de reagente de digestdo e,
seguidamente, incubadas num forno microondas doméstico a 440 W durante 10 min.
Estas condi¢des foram obtidas apds optimizar o tempo para a digestio completa. Em
seguida, 50 mL de cada amostra digerida foi transferida para os pogos de poliestireno,
numa microplaca de 96 pocos. Seguidamente, 100 ml de solug@o de 4cido arsénico e 50
mL de solucdo cérica foram adicionados a todos os pogos, utilizando uma pipeta
multicanal. Exatamente 15 depois, a absorvancia da densidade 6ptica foi medida com
um leitor ELISA a 405 nm. A valida¢dao do método foi efectuada avaliando a precisao,
exactidao e a sensibilidade do mesmo. Os resultados deste estudo demonstraram que a
aplicacdo de microondas utilizando 440 W num espaco de tempo curto (10 ) €
adequada para preparar amostras de urina de forma a eliminar as substancias
interferentes e libertar o iodo. O metodo de digestao convencional proposto por Dunn et

al (1993) utilizava aquecimento electrico durante pelo menos 60 minutos. Ao usar
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microondas na digestdo da urina, reduz-se o tempo de preparacdio da amostra
consideravelmente. No entanto, como aquecer as amostras dcidas € perigoso, diminuir o
tempo de digestdo resulta mais seguro em comparagdo com o método convencional.
Tonacchera et al (2013) utilizou, num novo modelo profildtico de consumo de vegetais
fortificados com iodo, um método baseado no efeito catalitico de iodeto na reaccdo de
oxidagdo-reducao de Sandell-Kolthoff, apds digestdo de amostras com uma lampada
ultravioleta. O sistema automatizado utilizado para determinag¢do de iodo foi o Auto
Analyzerlll, como se pode ver na figura 8, tendo sido suficiente para detectar

concentracoes urindrias de iodo de 5,1 ug/L/ L.

]

AA3 A3 AA3

Figura 8 : Auto AnalyzerllI (Seal Analytical, 2013)

36



2.1.2 Irradiacao com activacao do nucleo

2.1.2.1 Analise por activacao de neutroes (NAA)

Principio do método

A andlise por ativacdo de neutrdes (NAA) é um processo nuclear utilizado para
determinar concentragdes de elementos numa vasta gama de amostras, descentrando-se
da sua forma quimica e centrando-se no seu nucleo. Este método, ao basear-se na
activacdo de neutrdes, requer uma fonte de neutrdes. A amostra e bombardeada com
neutrdes de modo a formar isétopos radioactivos. A emissdo e decaimento radioactivo
de cada elemento € bem conhecido, tornando assim possivel estudar os espectros das
emissoes da amostra radioactiva, e determinar as concentracdes dos elementos nele
contidos. A radioactividade resultante pode ser medida usando espectrometria gama em
que os elementos sdo identificados e quantificados. Este método apresenta algumas
vantagens: ¢ um método ndo destrutivo, independente da matriz, permite a analise
multi-elementar simultdnea, pode analisar amostras sélidas e liquidas, requer uma
preparacao minima da amostra, pode utilizar amostras de grande dimensdao e os
elementos organicos ndo representam qualquer interferéncia na andlise. A preparagdo
da amostra € simples. As amostras sdo pesadas ou pipetadas para frascos de polietileno
ou quartzo, que sdo selados. Na maioria dos casos, a amostra € irradiada e analisada
dentro do frasco, o que leva a que o risco de contaminagdo pelo manuseamento seja
reduzido. (Fukushima & Chat, 2012)

O NAA também pode ser utilizado para determinar a actividade de uma amostra
radioactiva. Se for realizado diretamente em amostras irradiadas é denominado andlise
instrumental de activagdo de neutrdes. (INAA). Quando as amostras sdo irradiadas e
submetidas a separagdo quimica para remover espécies interferentes ou para concentrar
o radiois6topo de interesse, esta técnica € conhecida como andlise radioquimica de
activacdo de neutrdes (RNAA). A exactiddo do método € de aproximadamente 5%, e a
precisao atinge valores inferiores a 0.1%%. Existem algumas desvantagens para este

método: apesar de esta técnica ser essencialmente ndo destrutiva, a amostra irradiada

permanecera radioativa por muitos anos apds a andlise inicial, necessitando de
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manuseamento e protocolos de eliminacdo radioactiva, assim como instalacdes de
irradiacdo. Alem disso elevado preco inerente ao processo € limitativo no acesso a esta
técnica. Um reator tipico utilizado neste método usa a fissdo do uranio, proporcionando
um alto fluxo de neutrdes e maior sensibilidade. O tipo de neutrdes gerados sdo de
baixa energia cinética (KE), tipicamente inferior a 0,5 eV. Estes neutrdes sao
denominados neutrdes térmicos. Apds a irradiacdo, um neutrdo térmico interage com o
ntcleo alvo através de uma colisdo nao eléstica, levando a captura de neutrdes.

O Meétodo derivado da andlise por activagdo de neutrdes, EINAA com o sistema de
Supressao Compton (EINAA-CSS) € um método simples, rdpido e de rotina que pode
ser utilizado em pequenos reactores de pesquisa, onde o ricio termico/epitérmico €
muito elevado. Uma das principais vantagens € que as amostras podem ser contadas
directamente apds a irradiacio sem pré-tratamento adicional. Com este método

consegue-se detectar niveis de iodo tao baixos como 20 ppb. (Fukushima & Chat, 2012)

Exemplo de execuciao do método
EINAA-CSS

Foram recolhidas 7 amostras de algas, (Heterochordaria abientina; Hizikia fusifome;
Laminaria japonica; Undaria pinnatifida Suringar; Ulva; Gloiopeltis; Porphyra). As
amostras foram liofilizadas e pulverizadas utilizando um moinho préviamente
higienizado. Procedeu-se 4 separacdo da fibra dietética através do método AOAC. Foi
incubado um grama de pé de alga seca, durante 15 minutos a 95°c com 0,1 ml de
amilase (Sigma A3306) a ph 6. Seguidamente o ph foi ajustado para 7,5 + 0,2, foi
adicionado 0,1 ml de protease (Sigma p3910) e incubado 30 minutos a 60°. Apds
arrefecimento ajustou-se o ph entre 4 e 4,6 e adicionou-se 0,1 ml de aminoglucosidase
(Sigma A9913). Incubou-se durante mais 30 minutos a 60°. Procedeu-se por fim a
lavagens consecutivas do precipitado obtido com etanol a 78%, 95% e acetona. Por fim
pesou-se, apos liofilizacdo. Colocaram-se 0.2 a 0.5 gramas de amostra por frasco, tendo
sido selados de seguida. Foram preparados padrdes de iodo para comparagdo com a
amostra no método EINAA-CSS. Para avaliar a exactiddo do método analitico abordado
foi utilizado material de referéncia, material de referéncia padrio e material de
referéncia certificado do mesmo modo que as amostras NIST SRM 1566a Oyster

Tissue, NIST SRM 1549 Non-Fat Milk Powder, NIST RM 8415 Whole Egg Powder, e
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NIES/NIRS CRM Typical Japanese Diet.

Foram irradiadas as amostras, os padroes de comparagcdo, o material de referéncia, o
material de referéncia padrdo e o material de referéncia certificado durante 1 a 30
minutos no local pneumatico externo, de cidmio blindado do reactor SLOWPOKE-2 da
Universidade de Dalhousie, como se pode visualizar na figura 7, a um fluxo de neutrées
de 5 x 1000 cm-2 s-1. Depois de 3 minutos de arrefecimento, efectuaram uma
contagem durante 5 a 30 minutos utilizando um sistema de espectometria de raios gama
de supressao de Compton. Utilizaram-se os raios gama de 443-keV do iodo 1281 para
ensaiar os niveis de iodo. (Fukushima & Chat, 2012). Obteve-se uma precisao préxima
dos 94% aos niveis de iodo 2-5 mg/kg. Foi obtido um coeficiente de correlacao de 2
= 0.9943. Os limites de deteccdo do EINAA-CSS variam entre 0.017 and 0.053 pg,
dependendo da natureza e da quantidade de substancias interferentes presentes nas
amostras. O método EINAA-CSS que foi desenvolvido permite efectuar medi¢des dos
niveis de iodo entre 2 e 3,47 mg/kg com elevada precisdo e exactiddo (Fukushima &

Chat, 2012).
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Figura 9: Reactor SLOWPOKE-2 da Universidade de Dalhousie
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Isaac-Olive & Chatt (2012) analizaram o teor de iodo em 5 amostras de leites
comerciais utilizando também o método EINAA- CSS. As amostras e os respectivos
padrées foram também irradiados no reactor SLOWPOKE-2 da Universidade de
Dalhousie com um fluxo de neutrdes de 2.5x 10711 cm-2 s-1. Foram utilizados dois
sistemas de detec¢do, um sistema de espectometria de raios gama de supressdo de
Compton e um D-SPEC plus multi-channel analyzer em conjunto com um semicondutor
de detec¢dao Canberra 60 cm3 Ge (Li). O objectivo foi determinar as espécies de iodo no
leite bovino. Foi tambem utilizado um método inovador, o PC-EINAA-CSS, através do
qual se conseguiu baixar o limite de detec¢do para 0.02 ug mL-1, apés 6 ciclos de
irradiacdo/ contagem de decaimento. O melhoramento do limite de detec¢do através de

um numero de ciclos crescente no método PC-EINAA-CSS pode ser visto na figura 10
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Figura 10: Melhoramento do limite de deteccio com o numero crescente de ciclos em

PC-INAA-CSS (Adaptado de Isaac-Olive & Chatt, 2012).
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2.1.2.2 Analise de activacao por particulas carregadas (CPAA)

Principio do método

A andlise de activacdo por particulas carregadas (CPAA) € frequentemente
complementar a0 NAA. A NAA tem menor sensibilidade para os elementos numero
atomico baixo, contrariamente ao CPAA. Devido ao limitado poder de penetragao das
particulas carregadas na matéria, o CPAA necessita de uma amostra mais fina ou é
usado para andlise de superficie. Esta atenuacdo da radiacdo primadria pela amostra leva
a requisitos rigorosos na preparagdo da mesma. A andlise por activacdo de protdes €
uma tecnica analitica bem conhecida util para efectuar uma analise multielementar
quantitativa e qualitativa, de elementos de varias dimensdes, com ou sem separagcao
quimica. A andlise de activacdo por particulas carregadas (CPAA), devido a sua
complexidade, tem predominantemente aplicacdo em elementos de numero atomico
mais baixo inacessiveis ao NAA. No entanto, apos processos de optimiza¢do
apropriados, o CPAA pode ser aplicado na determinacdo quantitativa de elementos de
numero atomico médio-pesado, em amostras bioldgicas. As amostras, que estdo sob
irradiacao, habitualmente sao pulverizadas. No caso de serem amostras biologicas, serao
submetidas a liofilizac@o. Este processo assegura a homogeneidade da amostra e facilita
a dissolucdo, no caso da andlise ser efectuada utilizando separacdo radioquimica de

produtos de activagao.
Exemplo de execucao do método

O proposito deste trabalho foi demonstrar a possibilidade de utilizar a andlise por
activacdo de protdes como um método competitivo sobre outras técnicas analiticas
aplicadas mais habitualmente para determinacdo de iodo em amostras biolégicas. As
amostras consistiram em fragmentos de tiréide humana, colhidas durante tratamentos a
pacientes com diferentes tipos de tumor da tirdide, e foram mantidas a -20°c até ao
momento da andlise. As amostras foram pesadas e secas num secador a viacuo durante 2
dias, de modo a obter uma massa seca. Seguidamente foram homogeneizadas em agate
mortar, transferidas para um frasco de polipropileno de 7 ml e pesadas de novo. A
digestdo das amostras e dos materias certificados de referéncia foi efectuada utilizando
5 ml de potadssio 3M ou hidréxido de litio, em conjunto com a aplicacdo de limpeza
ultra-sénica e vortex, ates da irradiacdo. Foi preparada uma solu¢do padrao de trabalho

com 1.0 pug de iodo (I-) por ml. Cinco ml desta solu¢do foi utilizada como solugdo
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padrao de comparacdo. A exactiddo do método foi verificada pela andlise de tecido de
ostra (1566a e b) e alface do mar (BCR279), materiais certificados de referéncia. A
separacdo radioquimica do berilio foi utilizada apds a irradiagdo e baseada na
cromatografia de troca i6nica. As amostras digeridas foram neutralizadas pela adi¢ao de
HNO3 2M, e acidificadas a pH2 com 0,1M de HNO3. Estas amostras foram passadas
através de uma coluna de troca catiénica de polietileno. Depois de carregada, a coluna
foi lavada com 20 ml de HNO3 4M para remover o berilio. (Wojcik, Zagrodzki,
Mietelski & Was, 2012).

O AIC-144 isochronous cyclotron, que se pode visualizar na figura 11, consegue
acelerar protdes ate uma energia de 60 MeV. As amostras e os padroes foram irradiados
simultaneamente entre 2,5 a 5 horas. Uma corrente de feixe externo durante a irradiacdo
estava na gama entre 25 e 40 nA. As medicdes foram efectuadas 13 horas depois do
tempo de arrefecimento e duraram entre 1 a 8 horas. Neste estudo o espectro gama foi
captado usando um sistema espectometrico gama de nivel ultra baixo que consistia num
detector de germéanio de elevada pureza (HPGe) com um criéstato de aluminio. O
espectometro foi calibrado utilizando uma fonte multiisotopica que tem as mesmas
propriedades geométricas que as amostras avaliadas. (Woéjcik et al, 2011)

Apo6s a realizacdo deste estudo confirmou-se que o feixe de protdes utilizado era
suficiente para obter 1231 a partir de 1271. Devido 4 utilizagdo de um feixe de electrdes
de energia superior ao usado normalmente em analise de activagdo de protdes,
conseguiu-se gerir o campo de radiacdo mista durante a irradiacdo. A determinacdo de
1odo utiizando o método convencional PAA ¢ limitado pela forte matriz radioactiva do
7Be, de modo que foi necessdrio, apds a irradiagdo efectuar uma separacdo pos
irradiacdo de modo a eliminar estas interferencias. O valor médio da concentracdo de
iodo nas amostras foi de 0.590 £ 0.301 (SD) mg/g. A concentracdo de iodo na alface do
mar, que foi utilizada como material de referéncia certificado paraa validacdo deste
método foi de 154 + 13 mg/kg, que € muito préximo do valor tabelado (151 + 6 mg/kg).
A irradiac@o ndo podera ser menor do que 2 horas enquanto o feixe de protdes exceder
os 25 nA. O efeito Compton do 7Be € o factor perturbador principal da andlise, mesmo
quando se utiliza o sistema espectometrico gama de nivel ultra baixo, com o detector
HPGe. O unico factor que pode diminuir a exactiddo deste método € a perda de iodo
durante os processos radioquimicos, quando a amostra € transferida entre 2 recipientes.
As vantagens deste método sdo: as condicdes de irradiacdo necessdrias naoprecisam de

ser reproductiveis ou presuntivas como as amostras e padrdoes que sao irradiadas
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simultaneamente; o tempo de irradiacdo e arrefecimento sdo relativamente curtos o que
conduz a uma taxa de transferéncia analitica satisfatéria; a concentracdo de iodo obtida
para CRM ndo demonstrou um viés consideravel; o pré tratamento da amostra é
relativamente curto e simples; o limite de detec¢do do iodo e suficientemente baixo (10-
6 M) e garante medic¢des fidedignas em tirdides; a andlise instrumental por activacio de
protdes € suficiente para concentragdes de iodo de 10-6 M. (Wdjcik et al, 2011).

Como desvantagens, o problema principal € a interferéncia causada pelo 7Be e a
necessidade da utiliza¢do de separagdo radioquimica para a sua eliminacdo; o limite de
detec¢do ainda é demasiado elevado para diferentes tipos de andlises; a disponibilidade

de material certificado contendo iodo € limitada. (Wdjcik et al, 2011)

Figura 11: AIC-144 isochronous cyclotron (The Niewodniczan “ski Institute of Nuclear Physics Polish

Academy of Science)
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2.1.3 Cromatografia
2.1.3.1 Cromatografia gasosa
Principio do método

A combinagdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massa (GC-MS) é um
método relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamento do
cromatografo a gas sao suficientemente compativeis com a necessidade de alto vacuo do

espectrometro de massas. (Kitson, Larsen & McEwen, 1996).

A GC-MS € composta por dois blocos principais: o cromatégrafo de fase gasosa e o
espectrometro de massa. O cromatografo de fase gasosa utiliza uma coluna capilar que
depende das dimensdes da coluna (comprimento, didmetro, espessura da pelicula), bem
como as propriedades de fase. A diferenca nas propriedades quimicas entre moléculas
diferentes numa mistura e a sua afinidade relativa para a fase estaciondria da coluna vai
promover a separagdo das moléculas da amostra, & medida que se desloca ao longo da
coluna. As moléculas sdo retidas pela coluna e seguidamente eluem a partir da coluna
em tempos diferentes (tempo de retencdo), e isto permite que o espectrometro de massa
capturar, ionizar, acelerar, desviar, e detectar as moléculas ionizadas separadamente. O
espectrometro de massa faz isso dividindo cada molécula em fragmentos ionizados e

detectar estes fragmentos, utilizando a sua razao massa-carga. (Vékey, 2001)

Estes dois componentes, utilizados em conjunto, permitem um grau muito preciso de
identificacdo de substancias do que qualquer unidade utilizada separadamente. Nao ¢é
possivel fazer uma identificacdo precisa de uma molécula em particular por
cromatografia em fase gasosa ou espectrometria de massa isoladamente. O processo de
espectrometria de massa normalmente requer uma amostra muito pura, enquanto que a
cromatografia em fase gasosa utilizando um detector tradicional (detector de ionizacao
em chama) ndo consegue diferenciar entre varias moléculas que se deslocam a0 mesmo
tempo na coluna, isto €, t€m o mesmo tempo de retencdo, o que resulta em duas ou mais
moléculas que co-eluem. As vezes, duas moléculas diferentes, também pode ter um
padrao semelhante de fragmentos ionizados em um espectrometro de massa (espectro de
massa). A combinagdo dos dois processos reduz a possibilidade de erro, uma vez que é
extremamente improvavel que duas moléculas diferentes que se comportam da mesma

maneira em ambos, um cromatégrafo de gas e um espectrometro de massa. Portanto,
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quando um espectro de massa identificado aparece num tempo de retengdo
caracteristico de uma andlise por GC-MS, que normalmente aumenta a certeza de que o
analito de interesse se encontra na amostra. Apds as moléculas percorrerem o
comprimento da coluna, passam através da linha de transferéncia e entram no
espectrometro de massa podendo ser ionizados por varios métodos, normalmente com
apenas um método a ser utilizado num dado momento. Uma vez que a amostra €
fragmentada serd entdo detectada, geralmente por um diodo multiplicador de electrdes,
que, essencialmente, transforma o fragmento de massa ionizada num sinal eléctrico que
¢ entdo detectado. Os métodos de ionizacdo mais utilizados em cromatografia gasosa
por espectometria de massa sdo a ioniza¢do por impacto de electrdes e a ionizacdo

quimica. (Amirav et al, 2008).

Exemplo de execucao do método

Pang, Carpenter & Lewis, em 2015 realizaram um estudo utilizando uma técnica de
derivacdo microfluida combinada com cromatografia gasosa com espectometria de
massa para medir iodo na sua forma gasosa (I2). Obteve-se boa linearidade num
intervalo entre 0,2-416 ppb e tambem baixos limites de detec¢do, que variaram entre 6
a 25 ppt para diferentes reagentes de derivatizacdo, o que representa uma melhoria
substancial face ao método espectofotométrico utilizado anteriormente ( o limite de
deteccao foi de 1.20 ppb). A técnica microfluida foi utilizada para quantificar 12
produzido a partir das reac¢des heterogéneas da solu¢do de iodeto de potdssio e ozono,
como se pode ver na figura 12.

Esta técnica pode eliminar laboriosos métodos de bancada para a preparacdo de
amostras e utilizar a universalidade do instrumento analitico padronizado GC-MS, o
qual pode permitir mais anélises rotineiras de 12 no ambiente. Estando os limites de
deteccao desta técnica proximos dos racios de mistura troposféricos, esta poderd ser
aplicada em medi¢Oes ambientais, com um tempo de resolucio iguam ou inferior a 30

minutos. (Pang et al, 2015)
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Figura 12 : Esquema do sistema de deriva¢do microfluida (Pang, 2015)
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2.1.3.2 Cromatografia ionica
Principio do método

O método mais popular para a purificacdo de proteinas e outras moléculas carregadas é
a cromatografia de troca i6nica. Na cromatografia de troca cati6nica as moléculas
positivamente carregadas sdo atraidas a um suporte s6lido carregado negativamente. Por
outro lado, na cromatografia de troca anidnica, as moléculas carregadas negativamente
sao atraidas a um suporte solido carregado positivamente. Para optimizar a ligacdo de
todas as moléculas carregadas, a fase mével € geralmente uma solugdo de condutividade
média a baixa. A adsor¢do das moléculas para o suporte sélido é impulsionado pela
interaccdo idnica entre os grupos i6nicos de carga oposta na molécula da amostra e no

ligando funcional no suporte. (Ito, 1999)

A forca da interac¢do € determinada pelo nimero e localizacao das cargas na molécula e
no grupo funcional. Ao aumentar a concentracdo de sal (geralmente por meio de um
gradiente linear de sal) as moléculas com interac¢Oes iOnicas mais fracas comecar a
eluir a partir da coluna em primeiro lugar. Moléculas que tém uma forte interac¢ao
i6nica requerem uma concentracao de sal mais elevado e eluem mais tarde no gradiente.
As capacidades de ligacdo das resinas de troca idnica sdo geralmente bastante elevadas.
Isto é de grande importancia no processo de cromatografia de escala, mas ndo € critica
para separagdes analiticas de escala. Como regra geral, o pH do tampado de fase mével
deve estar entre o ponto isoeléctrico ou pKa da molécula carregada e do pKa do grupo
carregado no suporte sélido. Tal como na maioria dos outros métodos de cromatografia,
uma amostra de proteina € injectada na coluna sob condi¢des onde ird ser fortemente
retido. Um gradiente linear de concentra¢do crescente de sal é entdo aplicado para eluir
os componentes da amostra a partir da coluna. Uma alternativa a utilizacdo de um
gradiente linear € a utilizacdo de um gradiente por passos. Isto requer equipamento
menos complicado e pode ser muito eficaz para eluir diferentes fraccdes se as
concentracdes de sal adequadas forem conhecidas, geralmente a partir de gradientes
lineares experimentais. (Weis, 2008). Muitos cromatdgrafos também usam mudangas no
pH para afetar uma separagcdo. Na cromatografia de troca catiénica, aumentando o pH
do tampao de fase movel ird fazer com que a molécula se torne menos protonada, logo
menos carregada positivamente. O resultado é que a proteina ndo pode formar uma

ligacdo i6nica com o suporte s6lido carregado negativamente, o que finalmente resulta
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na molécula a eluir da coluna. Na cromatografia de permuta aniénica, diminuir o pH do
tampao de fase moével ird fazer com que a molécula se torne mais protonada e portanto
mais positivamente. O resultado € que a proteina nao pode formar uma interac¢ao idnica
com o suporte sélido carregado positivamente que leva a molécula a eluir da coluna.

(Skoog; Holler; Nieman, 2002)

Exemplo de execucao do método

Shinoda et al, em 2011 utilizaram um método de cromatografia idnica associado a um
processo de decomposicdo por pirohidrélise para efectuar a determinagdo de iodo em
amostras de produtos alimentares. Para a determinacdo de iodo em produtos
alimentares, a amostra bioldgica foi decomposta através de um processo de
pirohidrélise. Foi recolhida uma aliquota da amostra e colocada num recipiente feito de
mullitee, seguidamente foi colocada num tubo de quartzo e aquecido inicialmente a
100° C e foi-se gradualmente aumentando a temperatura até¢ a 820° C, sob um fluxo de
oxigénio molhado. O iodo presente na amostra foi separado por evaporacdo como
iodeto de hidrogénio e recolhido numa solucdo de hidréxido de sodio diluido.
Seguidamente procedeu-se & neutralizagdo da solug@o bdasica que continha o analito por
adicdo de 4acido hidroclorodrico. Procedeu-se 4 determinagdo de iodo através de
cromatografia idénica, com absorcdo de detec¢do UV. Foram examinadas as condicdes
sob as quais ocorreu a pirohidrélise. Os constituintes organicos da amostra foram
totalmente decompostos, sob condi¢des optimizadas, as espécies do analito foram todas
convertidas ao 130 iodeto. O limite de deteccdo de iodo foi de 0,01 pg-1, com uma
reproductibilidade de 1,2% , utilizando uma amostra de 500 mg. Este método foi
aplicado a materiais de referéncia certificados, tendo sido obtidos resultados
satisfatorios. Sob condi¢des Optimas de operacdo, a recuperacdo de iodo foi de 98%
com um desvio padrdao de 0,7%. As amostras utilizadas foram 5 tipos diferentes de
farinha de arroz e 4 tipos de leite em p6. A decomposi¢do por pirohidrélise com o uso
de vapor de dgua e corrente de oxigénio e o aumento de temperatura gradual permitiu
uma combustio suficiente destas amostras sem ser necessdrio adicionar reagentes de
digestdo ou utilizar catalizadores. Este método de decomposi¢do poderd ser aplicavel a
outros métodos analiticos como o ICP-MS , devido a simplicidade da composi¢do da

solucdo obtida apds este processo. (Shinoda et al, 2011)
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2.1.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Principio do método

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, (HPLC) é uma extensdo da cromatografia
liquida classica e caracteriza-se pelo uso de colunas de aco inox muito mais estreitas,
com diametro interno de 2-5 mm, empacotadas com particulas de tamanho reduzido, 3-
10 um, que constituem a fase estaciondria. A fase modvel circula sob alta pressdao ao
longo da coluna sob um fluxo controlado. A alta pressdo permite andlises mais rapidas e
o uso de fases estaciondrias constituidas por micro particulas permite uma elevada
eficiéncia na separacdo. Esta técnica revelou-se um dos mais eficientes métodos
cromatograficos, em virtude do desenvolvimento de instrumentacdo automatizada.
Permitiu a injec¢do de volumes de amostra cada vez mais reduzidos e reprodutiveis e a
deteccao de quantidades de analito cada vez menores em sistemas de detec¢do em fluxo
que indicam quando os componentes sofrem elui¢io da coluna. Esta técnica veio
complementar a cromatografia gasosa (GC) no tipo de compostos que podem ser
separados. Apresentou também como vantagem de tempos de retencdo mais curtos e
maior nimero de andlises por unidade de tempo. A introdu¢do de colunas capilares,
como em cromatografia gasosa, oferece um maior nimero de pratos tedricos € uma
melhor resolu¢do do que as colunas padrao. Outra vantagem que esta técnica apresenta é
a de utilizar menor quantidade de fase movel, o que permite utilizar solventes toxicos,
raros, ou caros assim como o uso de fases estaciondrias dispendiosas. Um sistema de
HPLC consiste em quatro componentes principais: uma bomba, um sistema de injeccao,
uma coluna de separacdo e um detector, todos interligados numa instalacao resistente a
altas pressoes, que podem ir até 300 atm. Em geral, a técnica de HPLC é um processo
dindmico onde as moléculas dos analitos se movem através de um enchimento poroso,
por ac¢do da fase mével. Um detector de HPLC deve possuir os seguintes requisitos:
Suficiente sensibilidade, limite de detec¢do suficientemente baixo, amplo intervalo
dinamico linear, suficiente estabilidade e reprodutibilidade do sinal, resposta do sensor
rapida, ligacdo entre a coluna e o detector curta e directa e o detector deve ter um

volume morto tdo pequeno quanto possivel.
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Exemplo de execucao do método

Nitschke & Stengel (2015) desenvolveram e validaram recentemente um novo método
analitico para quantificar iodo como iodeto (I-), usando um sistema isocratico de HPLC
com deteccao UV. Como amostras foram utilizadas 19 espécies de macroalgas. As
amostras foram liofilizadas e reduzidas a p6. A determinacao do iodo total processou-se
apés uma incineragdo alcalina seca. Durante este procedimento todas as espécies de
1odo orgdnico e inorganico sdo convertidas em I- ndo volatil o que vai permitir a
determina¢do das concentragdes totais de iodo. Apds a incineragdo as amostras foram
reconstituidas em 2,5 ml agua duplamente desionizada, vortexadas, seguidamente foi
adicionado 2,5 ml de CH30H e novamente vortexadas. Os extractos foram filtrados
antes da andlise por HPLC. A separacdo cromatogrifica foi efectuada utilizando um
sistema HPLC (1200 Series). Determinaram a percentagem de recuperacdo de iodo a
partir das amostras de algas com concentra¢des definidas de I- e de IO3W, antes da
digestdo, para examinar uma possivel perda de iodo durante a praparacdo das amostras.
A recuperagdo de I- e 103 foi muito boa e variou entre 92,6% e 108,9%. Alem da
recuperagdo, a exactidio determinada para o conteudo de iodo nas macroalgas foi
excelente. Os resultados obtidos pelo método de HPLC desenvolvido e um método de
referéncia establecido num laboratdrio externo. A maioria dos valores estava dentro do
intervalo de confianca de 95%. Foi desenvolvido neste trabalho um método simples e
confidvel para quantificar iodo como I- utilisando um sistema de HPLC isocrético
equipado com uma coluna cromatogréfica baseada em silica e um detector na zona do
UV. Este método revelou-se especifico para I- e a quaintificacdo deste anido foi precisa
e exacta, com um limite de detec¢do de 0,2 ng ul-1. Esta técnica é adequada para a
determinac¢do do conteudo de iodo em macroalgas, apds incineracao alcalina seca.

O 2-iodobenzoato e N,N-dimetilanilina foram utilizados por Gupta et al (2011) para a
conversdo selectiva do iodeto para 4-iodo-N,N-dimetilanilina, o qual foi extraido por
etanol, quando a fase de separag@o ocorreu por adi¢dao do sulfato de aménio, ocorreu um
processo chamado microextrac¢do liquido-liquido assistido por sal (SALLME), e foi
analizado por HPLC com deteccdo por arranjo de diodos. O iodo foi reduzido a iodeto
por derivacdo. Este método foi optimizado para extrac¢do de solvente, sal para
separacdo de fases e tempo de reac¢do. Foi obtida uma calibragdo linear para 10 pug-10
mg L-1 de iodeto com um coeficiente de correlagdo de 0,9989 e um limite de deteccao

de 3,7 ug L-1. As amostras de sal de mesa iodado revelaram-se muito pouco
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homogéneas. O desvio padrdo relativo das diferentes aliquotas analisadas variaram entre
18,0 a 78,1%. A recuperagdo média das amostras foi de 98,4%. O esquema de reac¢ao
proposto € uma conversdo directa de iodeto em 4-iodo-N,N-dimetilanilina, que € rapida
e nao afectada pela presenca de sustincias iOnicas interferentes. Neste estudo foi
demonstrado que o método SALLME é um método viavel e sensivel para a detec¢do de
iodeto. Este métodp integra a amostragem, extraccao e clarificagdo num unico passo.
Como vantagens ele apresenta uma separacdo de fases mais rdpida, rdpido equilibrio de
particdo, menos toxicidade do solvente extractor e compatibilidade do extracto para
andlises posteriores. Alem disto, este método benificia da sua simplicidade, alta

sensibilidade e liberdade dos efeitos de memdria. (Gupta et al, 2011).
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2.1.4 Electroforese capilar

Principio do método

A electroforese capilar € uma técnica de separagdo em fase liquida que se baseia na
migracdo diferencial de espécies idnicas ou ionizdveis quando as mesmas Ssao

submetidas a um campo elétrico.

O principio base, por detrds datécnica de electroforese é que as moleculas carregadas
irdo migrar em direc¢do ao polo oposto e separarem-se umas das outras, de acordo com
as suas caracteristicas fisicas. A electroforese tradicional tinha dois factores limitantes
que a condicionavam, a detec¢do de moléculas apds a conclusdo da separagdo
electroforética e que apenas baixas voltagens poderiam ser usadas para prevenir danos
pelo aquecimento das amostras. A electroforese capilar resolveu ambos os problemas,
porque o tubo capilar tem um elevado ricio superficie/volume (25-100 um de
diametro), irradia calor prontamente e assim as amostras ndo sobreaquecem. A detec¢cao
das moléculas migradoras ¢ acompanhada de uma fonte luminosa brilhante através de
uma por¢do da tubagem e detectando a luz emitida a partir do outro lado. O tempo de
execu¢do das amostras € muito curto, gracas 4 alta voltagem (10-30kv). (Anastos,

Barnett, & Lewis, 2005).

Os tubos capilares podem ser preenchidos com varias matrizes diferentes, dependendo
do tipo de amostra. As amostras sao aplicadas nos tubos capilares quando o tampao
catodo é mudado de lado e a camara da amostra é colocada na abertura do tubo capilar.
Qualquer pressdo € aplicada & amostra e 10 a 100 nL s@o injectados ou uma corrente
electrica € aplicada através da amostra e apenas as moléculas carregadas entram no
capilar. Uma vez que a separacdo electroforética esteja completa, o conteudo do capilar
€ libertado e a matriz fresca preenche o tubo. Substituir a matriz no interior do capilar
minimiza a possibilidade de contaminacdo das amostras entre andlises. Um aspecto
bastante importante da electroforese capilar é a simplicidade da instrumentacdo. A
figura 13 esquematiza um equipamento de electroforese capilar, composto por uma
fonte de alta tensao, capilares, normalmente de silica fundida, eléctrodos, geralmente de
platina, um detector apropriado € um computador para tratamento de dados. A

electroforese capilar apresenta-se como técnica analitica complementar a cromatografia
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liquida de alta eficiéncia e 4 cromatografia gasosa. Esta técnica oferece vantagens
significativas sobre as técnicas cromatograficas pois requer um pequeno volume de
amostra ( poucos ul), pode utilizar deteccdo por absor¢cdo de luz ultravioleta em
comprimentos menores do que 200 nm sem que haja aumento de ruido, alem de permitir
a andlise de uma vasta gama de compostos, desde ides até macromoléculas, utilizando a
mesma coluna capilar. O custo operacional € relativamente baixo devido ao reduzido
consumo de solventes e o baixo custo das colunas capilares. (Anastos, Barnett, &

Lewis, 2005).

fonte de alta tensdo
0-3J0kV

sistemna de aquisigdo
e controle

1 % 3 5 B
| capilar silica fundida 'H’Lgﬂ'tﬂﬂﬂl'
|

""'-: eletrodo (catodo)

eletrolito de corrida

compartimento fechado

Figura 13: Representagdo esquemadtica de um equipamento de electroforese capilar
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Exemplo de execucao do método

Macedo et al, em 2014 desenvolveram um método simples mas selectivo para a andlise
de iodo em amostras de urina de volume reduzido, por electroforese capilar com
deteccao UV. Foi obtida uma excelente selectividade quando foi utilizado um electrdlito
de fundo acido, composto por um anido de baixa mobilidade (dihidrogenofosfato) que
actua como tampao e electrélito terminal, em conjunto com complexacdo dinamica via
a-cyclodextrin, num capilar de silica fundida ndo modificado sob polaridade invertida.
O auto-empilhamento das amostras foi desenvolvido como um novo metodo de pré
concentracdo da amostra para aumentar a sensibilidade com limites de deteccdo
submicromolares, incluido a determinac¢do simultanea de nitrato e tiocianato como
inibidores importantes da recaptacdo do iodo no ambiente, como se pode verificar na
figura 14. Métodos rigorosos de validagdo confirmaram a boa linearidade (R2 =
0.9998), boa exactiddo (recuperagdao média de 93% em 3 niveis de concentragcdo e
precisdao para a determinagdo fidedigna de iodeto em espécies de urina agrupadas ao
longo de 29 dias de andlises. (desvio padrdo relativo de 11%). Verificou-se que com
este método foi obtida uma excelente selectividade e sensibilidade, a0 mesmo tempo
que se usou um novo método de pré-concentracio de amostra baseado no auto-
empilhamento, que requer uma dilui¢do simples. Este método utiliza a vantagem da
elevada concentragdo salina nas espécies de urina, uma forca idnica elevada/sistema
tampao acido de fosfato de litio e um a-CD como aditivo para ajustar a mobilidade do
iodeto, utilizando um capilar de silica fundida, sob polaridade invertida. Rigorosos
métodos de validacdo demonstraram uma exactidao aceitdvel, precisdo intermédia e
uma faixa dindmica linear para classificar o iodeto urindrio com boa estabilidade a
longo termo, durante 5 semanas de andlise continua. A sensibilidade do ensaio de
electroforese capilar com auto-empilhamento de amostra é compardvel com os ensaios
espectofotométricos cinéticos (LOQ=0.20—0.39 uM), com uma boa precisdao entre os
dias do ensaio (RSD = 10%). Os principais beneficios deste ensaio incluem a grande
selectividade para a resolug@o do iodeto e permitir uma anélise simultanea de nitrato e
tiocianato, utilizando especies de urina de volume restrito a partir de biorepositorios,
sem manutencdo complicada. Este método tambem tolera grandes diferencas na
condutividade da urina, que sao corrigidas pela dilui¢do apropriada ou pela mudancga de
matriz, se necessdrio. Os custos operacionais deste método sdo baixos, devido a

utilizacdo de pequenas quantidades de tampdo aquoso e ao baixo preco dos reagentes,
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com uma produtividade de cerca de 80 amostras por dia. Este método revela-se
adequado e custo efectivo para a vigilancia da insuficiéncia de iodo pelos orgios de

saude publica. (Macedo et al, 2014)
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Figura 14: Condicdes da injeccdo e condigdes do tampdo utilzados para a determinacdo do status de iodo

por electroforese capilar, com detecgdo UV, com auto empilhamento da amostra. (Macedo et al, 2014)
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2.1.5 Conversao ao estado atomico seguido de medida de emissdo ou de absorc¢iao

ou de massa

2.1.5.1 Espectroscopia de Absorcio Atémica de Chama (FAAS)

Principio do método

Os métodos por espectrometria de absor¢c@o atomica (AAS) foram propostos como uma
alternativa para determinar os elementos ndo metdlicos e espécies organicas uma vez
que os detectores AAS, e acima de tudo FAAS estdo disponiveis em muitos laboratérios
de pesquisa, devido ao baixos custos do equipamento e manutencao e a simplicidade do
processo. Os metodos indirectos de AAS para determinar iodo em leite e seus derivados
baseiam-se em reacgdes de complexacdo e precipitacdo entre o iodo e um catido
metdlico que actua como reagente (mercurio ou prata). Assim, o sinal do elemento
marcador no detector AAS € proporcional a concentracdo de iodo na amostra. Estes
métodos ndo sdo muito utilizados porque incluem processos de separacdo muito
demorados (precipitacdo ou filtracdo por dissolu¢do). Além disso, o processo de
extrac¢do requer o uso de solventes organicos tais como o isobutilmetilcetona, que €
caro, prejudicial para o ambiente e para a saude humana. O iodeto também pode ser
precipitado com prata e dissolvido por uma solu¢do de cianeto. (Yebra&Bollain, 2010).

Seguiram-se outros metodos derivados do AAS, que envolviam o iodeto de prata, outros
ainda em que era apresentada a determinacdo sequencial de cloreto e iodeto dissolvendo
sequencialmente os precipitados com amoniaco e cianeto respectivamente, € a
determina¢do individual de iodeto, onde o iodeto de prata era dissolvido por uma
solucdo de cianeto. Neste ultimo ensaio foi demonstrado que na presenca de outros
anides tais como cloreto, brometo e fosfato a % de recuperagdo de iodeto é superior a
100%, como conseqiiéncia de uma interferéncia positiva destes anides.

A adi¢do de um sistema de injeccao em fluxo (FI) para AAS revelou ser um método
eficiente para automatizar a preparagdo e andlise da amostra, assim como para
desenvolver métodos indirectos no ambito desta técnica analitica. (Yebra& Bollain,
2010) De modo a ultrapassar todos os problemas associados aos métodos anteriores,
criou-se uma metodologia indireta para a determinacdo total de iodo no leite € amostras

de formulagdes infantis, pelo método de Espectroscopia de Absor¢cdo Atdmica de
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Chama (FAAS). Este método utiliza o tiossulfato como solu¢do de dissolucao evitando
o uso de cianeto toxico, e eliminando a interferéncia de outros anides que precipitam
com prata, dado que se baseia na insolubilidade do iodeto de prata em amoénia diluida.

(Yebra& Bollain, 2010)

Exemplo de execuciao do método

Preparacdo da amostra: calcinacdo alcalina: 0,25 g de amostra e 2 ml de solucdo de 2
mol-1 L de KOH (em etanol) e 2 mL de 0,4 mol L-1 Ca (NO3) 2 em solug¢do etanolica. .
A mistura secou-se numa estufa de secagem a 70 ° C durante 10 h e a 120 ° C durante 5
h. As misturas secas foram aquecidas numa mufla a 240 ° C durante 2 h, a 340 ° C
durante 1 h, a 440 ° C durante 1 h, e a 500 ° C durante 4 h. O teor de cinzas foi
dissolvido com dgua ultrapura, 1,3 ml de 1 mol de L-1 de Na2SO3, e 1 mL de 1 mole L-
1 HNO3 e diluida até 10 ml com &4gua ultrapura. O Espectofotometro de absor¢ao
atoémica utilizado foi um Perkin-Elmer 5000. Utilizou-se um metodo de determinagdao
indirecta, com o auxilio de uma lampada de prata, a 328.1 nm. O limite de deteccao foi
de aproximadamente 0.11 ug g—1. Ver tabela 8 (comparacdo com outros métodos
utilizados) Em termos de exactiddo estava 98,1% de acordo com os valores certificados.

(Yebra& Bollain, 2010)

Tabela 8: Comparagdo dos valores meritérios obtidos por FAAS relativamente a determinacao de iodo

em produtos lacteos, face a outros métodos conhecidos (Yebra& Bollain, 2010)

Comparison of figures of merit of the present method with some previously reported for iodine determination in milk products.

Detection DL({pgL") Recovery (%) RSD (%) Reference
A 0.6 No data 1.68-3.03 4]

ICE 0.5 98.1-102.2 6.2 5]
ICSBAW 5 97-105 39 18]

GC-EC 011 Nodata 3.5-104 19]
GC-MS 0.010-0.025 96.5-107.0 26-45 [12]

0s 94.4 1006 1.38-2.83 [14]

NAA 006pgg’ No data 1-13 [16]
SP-C 0.99 94.5-105 5 [17]

IDA 5 No data <14 [18]

ICP- 2(40pgg") 85-98 23 [21]

QES 7(280pgg ")

VG-ICP-OES 20 94102 0.5-3.5 [22]
ICP-MS 0.001-0.002 97-08 34 [25]
ICP-MS 7x10-7 pgg! No data 7-15 [27]
ETAAS 37 98.1 <10 [28]
ETAAS 24 97.5-100.6 16.9 [29]
ETAAS 1.2(3.1pgg ") 100 0.6-12.3 [30]
FAAS 275(0.11pgg ") 98.1 1.3-6.8 Present method

A: amperometry; DL: detection limit; ETAAS: electrothermal atomic absorption spectrometry; FAAS: flame atomic absorption spectrometry; GC-EC: gas chromatography
with electron capture detection; GC-MS: gas chromatography- mass spectrometry; ICE: ion chromatography-electrothermal detection; ICP-OES: inductively coupled plasma
optical emission spectrometry; ICP-MS: inductively coupled plasma-mass spectrometry; ICSBAW: ion chromatography with series bulk acoustic wave detection; IDA: isotope
dilution analysis; NAA: neutron activation analysis; OD: optical sensor; SP-C: spectrophotometric catalytic; VG-ICP-OES: vapour generation inductively coupled plasmaoptical
eMmission spectrometry.
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2.1.5.2 Espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

Principio do método

O ICP-MS ¢é uma ferramenta poderosa para analizar elementos de traco em amostras
ambientais (figura 16). Um vasto numero de elementos pode ser analizado utilizando
ICP-MS, como se pode ver na figura 15. O sistema ICP-MS pode medir
quantitativamente os elementos e revelar a quantidade total do mesmo na amostra. Os
beneficios deste método face a outros métodos de ioniza¢do, como a ionizagdo por
chama, € que a ioniza¢do ocorre num meio quimicamente inerte, onde a ionizacdo &
mais completa, prevenindo a formacao de oxidos. Alem disso o perfil de temperatura da
tocha € relativamente uniforme, reduzindo o efeito de auto absor¢do. As curvas de
calibracdo linear sao observadas sob diversas ordens de magnitude para o processo de
ionizacdo. O processo no qual a andlise de ICP-MS ocorre, divide-se em 4 etapas,
introducdo da amostra, tocha de ICP, interface e espectometria de massa. Na introducao
da amostra, existem varios modos para introduzir a amostra, dependendo das
caracteristicas fisicas da mesma. (geracdo de hidretos, vaporizacdo electrotermal,
injeccdo de fluxo, entre outros). Todos os métodos de introdu¢do da amostra t€ém um
objectivo comum, varrer a amostra para a tocha de Icp, na forma gasosa ou de aerossol
para andlise. As amostras mais comuns em ICP-MS sdo liquidas. Estas amostras
requerem nebulizacdo. Sao bombeadas a partir de um tubo através de uma bomba
peristéltica, para o nebulizador. Vao formar-se goticulas na ponta da ahulha, onde irdo
ser nebulizadas, por accdo de um fluxo de argon perpendicular 4 agulha da amostra.
Uma pequena quantidade de aerosol € varrida para a tocha, mas a maioria da amostra
perde-se por condensacdo. Para uma amostra sélida é necessario utilizar vaporiza¢ao
electrotermal. Um dos aspectos fundamentais na andlise ICP-MS é que os elementos
vao ser detectatos e quantificados na totalidade, ndao ocorrendo separacao de elementos
contendo o elemento de interesse. No entanto, pode existir uma separacdo prévia por
técnicas cromatograficas.

A tocha de ICP consiste numa bobina de inducdo de cobre enrrolada a volta de uma
estrutura concéntrica de quartzo. O gis argon esta sempre a fluir através da tocha de
quartzo e um gerador de radiofrequencia confere energia a bobina, a frequencias de
oscilagdo. A geracdo de plasma ocorre quando o argon € estimulado com uma faisca da
unidade de Tesla. A faisca ioniza algum argon e os catides e electrdes produzidos

aceleram em direc¢do 4 bobina de radiofrequéncia. Os catides e electrdes colidem com
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outras moléculas de argon, criando altas temperaturas. Com um amplo fluxo de argon, o
plasma ird atingir o equilibrio e permanecer a uma temperatura constante de 6000° C
durante a andlise. O aerosol produzido por nebulizacdo entra no plasma de elevada
temperatura, ocorrendo atomizagdo. Estes atomos continuardo a viajar através do
plasma, absorvendo energia até perderem um electrdo, e se tornarem ionizados.

Os novos 1des saem da tocha e chegam 4 interface. Aqui, € o ponto onde a amostra
proveniente da por¢cdo do ICP € introduzida no espectometro de massa, fazendo a
ligacdo entre ambos. O primeiro elemento que a amostra proveniente do ICP, apds
ionizacdo encontra é o cone de amostragem. Este cone arrefecido tem um pequeno
orificio, permitindo ao gis plasma quente entrar na camara de despressuriza¢do. Nesta
camara ocorre arrefecimento rapido e rdpida expansdo do gés. Parte deste gas atravessa
o cone de skimmer para uma camara mantida a vicuo. Estas duas etapas permitem a
redugdo da press@o do gés idnico para entrar no espectometro de masa a temperatura e
pressdo adequadas.

ApOs passar através dos cones de amostragem e de skimmer, o fluxo idnico foca-se na
regido do quadropolo. Os ides gerados no plasma sdo quase todos carregados
positivamente e t€ém a tendé€ncia a se repelirem entre si. Eles vao passar através de um
cilindro metalico carregado que impede o feixe i6nico de divergir.

O ICP-MS (figura 16) estd equipado com uma célula de reac¢do dinamica (DRC). Esta
localiza-se na camara de vacuo, entre a lente e o quadropolo. A modifica¢do quimica do
feixe i6nico elimina as interferencias no DRC. A espectometria de massa e utilizada
para fornecer informacao acerca da composi¢ao elementar das amostras, a estrutura das
moléculas, a composi¢cdo qualitativa e quantitativa das misturas complexas e os racios
isotépicos de dtomos nas amostras. Os ides sdo dispersos no analizador de massa, com
base no seu ricio massa/carga. O quadropolo de espectometria de massa € o
espectometro de massa mais comum em espectometria atdmica de massa. Este €
constituido por quatro varetas cilindrica sparalelas que servem de electrodos. O
quadropolo e um filtro de massa que unicamente permite aos ides terem um intervalo
limitado de rdcio massa/carga para atingir o transdutor. Os ides que saem do analizador
de massa entram no detector. Os ides que saem do quadropolo produzem um sinal
amplificado que € processado e enviado para o computador para processamento de

dados
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Figura 15: Elementos detectaveis por andlise de ICP-MS (Skoog Holler, & Crouch, 2007)

Figura 16 : Icp-MS, modelo X Series II
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Exemplo de execuciao do método

Barbosa et al, em 2013 determinaram o teor de iodo, bromo e cloro em soja, através do
método ICP-MS, com digestdo por combustao por microondas. Utilizando este processo
de digestdo, a concordancia com os valores dos materiais certificados de referéncia e as
percentagens de recuperacao foram superiores a 95% para todos os analitos. O conteudo
de carbono residual apds a digestdo aplicada foi inferior a 0.5%, devido aos 1400°C
utilizados na combustdo. Os limites de deteccdo foram respectivamente 0,03, 1,2 e
0,002 pg g—1 para o bromo, cloro e iodo respectivamente. Este tipo de digestdo permitiu
processar 8 amostras de cada vez, em 25 minutos, o que demonstra que este método é
bastante apropriado para futuras determinag¢des de rotina de bromo, cloro e iodo por
ICP-MS.

Romaris-Hortas et al, em 2012 utilizaram um novo método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa (RPC) com troca aniénica (AEC), com ICP-MS para
determinar 4 espécies de iodo, iodeto, iodato, MIT e DIT, a partir de amostras de algas
e tambem espécies de bromo. O uso de RPC e AEC em conjunto com ICP-MS permitiu
a separacdo de diferentes espécies de iodo e bromo inorgdnico, num unico ensaio
cromatografico. O Brometo foi encontrado em todas as espécies de algas, mas o iodeto
esteve sempre em niveis indetectaveis. O MIT esteve presente na maioria das amostras
enquanto que o DIT s6 foi encontrado em duas amostras.Foram encontradas espécies
desconhecidas de iodo e bromo nas amostras de algas. Considera-se necessario um novo
trabalho para perceber a estrutura das espécies desconhecidas de iodo e bromo presentes
nas amostras.

Han et al, em 2012, utilizaram um método de determinacdo de espécies de iodo em
algas e amostras de dgua utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
inversa de par i6nico associada com ICP-MS (RP-HPLC-ICP-MS). Foram identificadas
duas espécies inorganicas de iodo I- e 103 e dois aminoacidos iodinados, MIT e DIT.
Os limites de deteccao para I-, I03, MIT e DIT foram 0.061, 0.052, 0.079 and 0.24 mg
L_1, respectivamente. Sob condi¢des optimizadas o método proposto foi aplicado com
sucesso na especiacdo de iodo em espécies de algas e amostras de 4gua do mar. As
recuperagdes para I-, IO3, MIT e DIT nas amostras de algas e 4gua do mar variaram

entre os 90 and 110%. . Este método revelou-se altamente sensivel, amigo do ambiente,
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rapido, que sdao benéficos para andlises de rotina na especia¢do do iodo no ambiente e
em alimentos. A efici€éncia de extrac¢do foi menos de metade para uma extrac¢do de
longa duracdo (4h). Futuramente serd investigado um novo método de extrac¢do
assistida por microondas de alta eficiencia.

Sun et al, em 2010, utilizou o método de ICP-MS para determinar a presenca de bromo
e iodo em particulas atmosféricas e no carvdo, pois estes compostos provocam a
destruicao do ozono na atmosfera, dai requererem maior atencao.

As amostras foram dissolvidas em 5 mL de misturas de HNO3 e 2 mL de H202 num
forno de digestdo por microondas de alta pressdo. A solucao foi, em seguida, oxidadada
por persulfato (Na2S208), além de uma pequena quantidade de nitrato de prata. Por fim
foi feita a determinacdo por ICP-MS em simultaneo.

Os limites de deteccao para bromo e iodo usando este método foram de 3.2 ugl.—1e 1.1
ugl—1 respectivamente. Os desvios padrdes relativos variaram de 4,3% a 9,7%, e de
1,5% a 3,4% para o bromo e iodo, respectivamente. A efectividade e a sensibilidade do
método foram melhoradas pela adi¢dao da solug@o de persulfato como agente oxidante.
O carvao e as particulas de aerosol das 4 estagdes do ano foram digeridas e tratadas num
digestor de alta press@do por microondas e os niveis de bromo e iodo foram
determinados, sem necessidade de pré filtracdo. Os elevados efeitos de memodria do
bromo e do iodo foram reduzidos pela adi¢do do novo agente de lavagem, solucdo
alcool/dcido a 2%. Este método apresentou boa precisdo e exactiddo, assim como um

baixo limite de detecgao.

Michalke & Witte, em 2014 efectuaram a caracteriza¢do de um método para
biomonotoriza¢ao do iodo na urina e no soro baseado no método de espectrometria de
massa por plasma indutivamente acoplado com cromatografia iénica. Devido 4
deficiéncia de iodo generalizada, ou a alguns casos de sobre exposicao, biomonotorizar
o iodo no soro € importante, até para avaliar o aporte de I- para a tiroide. Este método
foi adicionalmente desenvolvido para ter um tempo de anélise curto (8 min),para
aumento da produgao de amostras, boa precisao em medi¢des em série (soro: 4,86%;
urina: 1,4%), elevada exactidao (105% no soro e 101% na urina) e boa recuperacao
(102% no soro € 99% na urina). Tambem se estd a investigar se a padronizagdo interna
durante a cromatografia, se a preparacao de amostras para remog¢ao da matriz de
proteinas ou se a calibra¢do das matrizes emparelhadas é vantajosa para o desempenho

analitico. Por fim, os limites de detec¢ao de 0.12ug/L ou 0.05 pg/L(soro ou urina) e o

62



limite de quantificacdo de 0.39 pg/L or 0.17 ug/L (soro ou urina) foram encontrados.
O método permite alta taxa de transferéncia de amostras e alcangam as figuras de mérito
que sdo facilmente suficientes para determinar com exactidao o iodeto em ambas as
matrizes de amostras. Alem disso apresenta valores de recuperacao e de precisdo em
torno de 100%. Uma descoberta importante € a necessidade de calibragdo da matriz de
correspondéncia. A remocdo de proteinas nas amostras de soro pelo EtOH a 30%
melhorou as medidas de precisdo. Com o método descrito aqui poderd efectuar-se uma
rapida e exacta biomonitorizag¢do de I- em cendrios de deficiéncia de iodo ou em casos

de superexposi¢ao.
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2.1.5.3 Espectrometria de Emissao ()ptica por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-OES)

Principio do método

Este método utiliza a radiac@o eletromagnética que é emitida pelos d&tomos, de modo a
obter informagdo qualitativa, comprimento da radiacdo emitida, ou quantitativa, a
quantidade de radiacdo eletromagnética que é emitida. A amostra liquida € introduzida
no nebulizador onde € convertida em aerossol. De seguida os aerosséis formados,
sofrem dessolvatacdo e volatizagdo, isto €, a dgua é extraida e os aerossdis sao
transformados em gases. Na tocha ocorre a atomizagdo do vapor atémico causada pela
temperatura do plasma. Apds a excitagdo dos dtomos ocorre o decaimento dos eletroes
para niveis inferiores de energia (Manning & Grow, 1997). As radiagdes emitidas sdo
separadas e detetadas por um sistema éptico que por sua vez transmite o sinal para um
computador. Existem diferentes técnicas de introducdo da amostra no plasma, como por
exemplo, a vaporizagdo eletrotérmica, injecdo em fluxo, de geracdo de hidretos,
nebulizador de alta pressdo entre outros. (Boss & Fredeen, 2004)

Apesar do ICP-OES conseguir analisar amostras no estado liquid0, solido ou gasoso, as
andlises das amostras liquidas sdo mais frequentes. A inje¢do de liquido diretamente
para o plasma, leva frequentemente 4 extincdo do plasma ou a dessolvatacio
inapropriado do dtomo com a diminuicdo da eficiéncia de emissdo. A introdugdo das
amostras € efetuada sob a forma de aerossol. Na formacao deste no nebulizador, existem
factores que vao influenciar a intensidado do sinal, tais como o tamanho, a
uniformidade, a distribui¢do e a quantidade das particulas da solu¢do. Os nebulizadores
mais frequentes usados no ICP-AES sdo os pneumadticos € os ultrasonicos. Os
ultrassénicos tém como vantagem a produgao de aerosséis, com particulas de tamanhos
mais uniformes e densidade mais elevada, o quew permite um limite de dete¢do menor.
Nos nebulizadores pneumaéticos a densidade do aerossol € mais baixa e as particulas
formadas tendem a serem maiores € menos homogéneas.

O plasma ¢ formado numa tocha de quartzo através da aplicacdo de um campo

eletromagnético originado por uma fonte de radiofrequéncia ao fluxo de gés. Os eletroes
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livres formados no campo eletromagnético vao colidir com outros dtomos de argon
levando a uma reacdo em cadeia na formacgdo e argon iénico, atémico e ides livres.

O Plasma € constituido por um géis raro parcialmente ionizdvel, onde coexistem
electrdes livres e ides positivos. Um dos gases raros usado para a formagao do plasma é
o argon, que apresenta a vantagem de ter uma menor energia de dissociacdo, ser
monoatémico e quimicamente inerte.

A tocha mais comummente usada em ICP-OES, baseia-se num tubo circular de quartzo
com trés entradas de gds de argon: auxiliar, nebulizador e principal. O fluxo de gas
principal, o drgon do plasma, € introduzido tangencialmente com um fluxo entre 8 a 20 1
min-1. O gds auxiliar transporta a amostra até a parte central do tubo e tem um fluxo
tangencial de 0,5-3 1/min-1. Este gds € responsdvel pela estabilizacdo do plasma. O
fluxo de gés do nebulizador flui do nebulizador até a camara de nebulizacdo levando o
aerossol ao centro do plasma e tem um padrdo de fluxo de aproximadamente 0,1 a 1,0
L/min-1. O ICP-AES apresenta algumas vantagens em relacdo as outras técnicas como,
por exemplo, a espetrometria de absor¢do atémica de chama (F-AAS), pois permite
andlises multi elementares de diferentes amostras, nas mesmas condi¢des de operacao,
num curto periodo de tempo e com limites de detecdo da ordem de pug L-1. Alem disso
apresenta tambem como vantagem a elevada repetibilidade de medicdo e auséncia de
interferéncias interelementares. Como contrapartida, o custo econdmico associado ao
ICP-AES € muito mais dispendioso em relacdo FAAS e outros métodos similares, face
ao consumo elevado de drgon. Também é um método pouco adequado na determinagao
de elementos voldteis. Outra desvantagem prende-se com o facto de, como o nimero de
comprimentos de onda de emissdo aumenta, em consequéncia da emissdo de vdrios
elementos diferentes ao mesmo tempo, a probabilidade para a ocorrencia de
interferéncias, a partir de linhas espectrais que sdo muito proximos do comprimento de

onda do analito também ira aumentar.

Exemplo de execuciao do método

O principal objetivo deste estudo foi avaliar, pela primeira vez, o desempenho de um
sistema microcapilar compacto de modo triplo, com nebulizador ultrasénico de
microfluxo continuo (m-USN/TCS) para operar de forma estdvel com baixos fluxos de

liquidos para a geragdo de vapor em ICP-OES. O iodo é gerado in situ, tomando
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vantagem da rapida geracao de vapor de iodo e da rdpida separacdo do vapor a partir da
fase liquida, determinada por espectometria de plasma acoplado indutivamente. As
amostras foram preparadas por solubilizacio com hidréxido de tetrametilamoénio
(TMAH), que permite a solubilizacio completa da amostra e reduz o risco de
evaporacao do iodo, antes deste ser quantificado por USN-VG-ICP-OES. O objectivo
foi desenvolver esta técnica para determinar iodo em amostras bioldgicas, utilizando um
nebulizador ultrasénico com geracao de vapor, associado a ICP-OES.(Matusiewicz &

Slachcinski, 2010).

Com esta finalidade foi avaliado o potencial analitico de um sistema microcapilar
compacto de modo triplo, com nebulizador ultrasénico de microfluxo continuo (m-
USN/TCS) para a determinacdo de iodo em amostras bioldgicas por espectometria de
emissao optica de plasma acoplado por geracdo de vapor indutivo. Foi seleccionada a
linha de emissdo atémica do iodo a 183.038 nm, como linha analitica de interesse. Foi
obtido um tempo de reaccio de oxidagdo extremamente curto entre a amostra, 6 dcido e
o oxidante, e uma rdpida separacdo dos produtos de reaccao foi obtida pela mistura da
amostra com o dcido sulfurico, o per6xido de hidrogénio e a solucdo de nitrito de sddio,
no oscilador de quartzo, convertendo os liquidos em aerossois 4 entrada da camara de
pulverizagdo. Foi efectuada uma abordagem univariada e um processo de optimizacao
simples, derivando dos processos analiticos de mérito. Os resultados demonstraram que
o desempenho analitico do sistema em estudo era superior ao do nebulizador
pneumdtico. O desempenho analitico do sistema de nebulizacdo ultrasénica foi
caracterizado pela determinacdo dos limites de deteccao e precisao com o método m-
USN/TCS-VG-ICP-OES (ver figura 17) observada a uma taxa de fluxo de 15ul/min-1.
Os limites de deteccdo da concentracdo experimental para a determinagdo de iodo,
calculados como a concentracdo, que forneceram um sinal igual a trés vezes o desvio
padrao da amostra foram 1.6 ng mL.-1 para o iodo. O método oferece boa precisio (2 a
4 %) para a andlise de amostras liquidas e capacidade de microamostragem. As
amostras foram preparadas por solubilizacdo com hidréxido de tetrametilaménio, que
permite a completa solubilizacdo da amostra e reduz grandemente a evaporacdo do iodo,
antes deste ser quantificado por USN-VG-ICP-OES. A exactiddio do método foi
verificada com recurso a materiais certificados de referéncia (NIST 1549 e NIST
1566b), utilizando uma técnica simples de calibragdo. Os valores medidos dos

elementos nos materiais de referéncia estavam de acordo com os valores certificados. O
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método foi aplicado para a determinacdo de iodo total em diferentes amostras organicas,
leite em po, sal iodizado, agua mineral e comprimido de suplementacdo de iodo,

revelando resultados satisfatorios. (Matusiewicz & Slachcinski, 2010)
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Figura 17: Diagrama esquematico do sistema m-USN/TCS-VG-ICP-OES (Matusiewicz & Slachcinski,
2010)
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2.1.6 Raios-X

2.1.6.1 Fluorescéncia de raio-X (XRF)
Principio do método

A fluorescéncia é um tipo de luminescéncia. Ou seja, quando uma substancia €
influenciada por um processo térmico, para emitir radiacdo eletromagnética.
Normalmente, a emissdo ocorre quando a substincia vai desde o estado de energia
excitado de volta para o estado fundamental. Se isso ocorre de imediato, dentro de um
intervalo de tempo de 8/10 segundos ou menos a partir do momento em que € iniciado,
¢é considerado como fluorescéncia. No caso de luminescéncia continua, embora a causa
da influéncia tenha sido removida, poderd chamar-se de fluorescéncia retardada, ou
fosforescéncia se também corresponde 4 luz de maior comprimento de onda. A idéia do
método XRF € levar o elemento em estudo 4 fluorescéncia, onde tanto a ativacdo como
o quantum de luz emitida, ou o fotdo, se encontram no espectro de energia dos raios-X.
De acordo com 0 modelo de Bohr de um dtomo, os electrdes que rodeiam o ntcleo estiao
confinados a 6rbitas diferentes, em niveis de energia discretos, conhecidos como K, L,
M, entre outros. Os electrées na camada K estdo mais préximos do nicleo, e também
sdo os mais fortemente ligados. Quando um atomo absorve um fotdo incidente que tem
uma energia que excede a energia de ligacdo do electrdo, pode resultar na emissdo de
uma fotoelectrdo desse nivel de energia do atomo. Este processo de absorcdo
fotoelétrica deixa espago livre no escudo de electrdes, que vai ser imediatamente
preenchido por outro electrdo, geralmente proveniente de uma camada externa e,
consequentemente, menos fortemente ligada, originando um rearranjo subsequente de
electrdes das camadas. Como sera libertada energia quando a vaga for preenchida, pode
ser emitida como radiacao eletromagnética (fotdo) ou ser transferida para um electrao de
menor energia de ligacao (eléctrdes Auger) vinculativo que € ejectado a partir do d&tomo.
A probabilidade de ter fotdes emitidos € representada pelo rendimento da fluorescéncia.
Os fotdes emitidos terdo uma energia que representa a diferenga entre os niveis de
energia discreta das camadas envolvidas. Estas energias emitidas de raios-X sao
caracteristicas do elemento envolvido, permitindo a sua identificagdo. Outro elemento
terd um conjunto diferente de raios X caracteristicos. Se a vaga for criada no nivel K as
energias emitidas associadas serdo Ko e Kp. Quando os raios X caracteristicos como
estes sdo capturados por um detector e as energias identificadas, ele ird revelar a
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presenca do elemento. O nimero de fétons detectados serd proporcional a concentragio
do elemento no volume medido. Dependendo de qual elemento a pesquisar, existem
sempre preocupagdes, como por exemplo, o tipo de fonte de raios-X e o tipo de
deteccdo, o local de medi¢do e a geometria do equipamento. A fonte em XRF ou € um
tubo de raios-X ou um radionuclidio. (Takeda et al, 2011)

A XRF tem sido largamente utilizada para a andlise de elementos principais e tracos em
amostras de alimentos, plantas, amostras de solo e outras amostras ambientais.
(Orescanin et al, 2008).

A configuracio basica para todos os espectometros xrf € uma fonte, uma amostra e um
sistema de deteccdo. A produgao de informagdo util depende da separacdo ou dispersdao
do espectro de radiagdo proveniente da amostra de modo a que os raios-Xx caracteristicos
possam ser identificados e contados. Isto pode ser feito de dois modos, por XRF com
dispersdao de comprimento de onda (WDXRF), que utiliza um cristal para dispersar os
espectros ou por XRF de dispersdo de energia (EDXRF), que determina directamente as
energias dos diferentes raios-X no espectro. Neste método, (EDXRF), com uma
geometria cartesiana ou tridimensional, o espectro do tubo de raios-X € eliminado por
polarizacdo. A reducdo resultante no fundo espectral permite que se atinjam limites de
deteccao muito mais baixos (Takeda et al, 2011).

A espectometria de fluorescéncia de raios-X por dispersdao de energia (EDXRF) é um
método que derivou da XRF original. Ele apresenta como vantagens, sobre os métodos
anteriores de XRF, como por exemplo, a espectometria por fluorescéncia de raios-X por
dispersdao do comprimento de onda(WDXRF) a estabilidade instrumental e a capacidade
de determinacgdo sinultanea de varios elementos. O método EDXRF usa directamente
raios-x nao polarizados emitidos a partir de um tubo de raios-X como radiagao excitada.
O nivel inferior é elevado devido & dispersao dos raios-x a partir da amostra. Como
consequéncia o niveis de deteccdo sdo reduzidos para elementos de trago, especialmente
em matrizes que contém elementos leves como matérias vegetais e amostras de solos.
(Hettipathirana, 2004). A fusdao sido usada em preparacdo de amostras para
determina¢@o de iodo e consiste na reacdo da amostra sélida com um fundente a altas
temperaturas, transformando a estrutura da amostra de forma que ela possa ser analisada

diretamente por espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF). (Varga, 2007).
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Exemplo de execucao do método

Em 2011, Takeda et al estabeleceram um método ndo destrutivo para a determinagdo
dos conteudos de iodo e bromo em amostras de solo, utilizando espectometria de
fluorescéncia de raio x por dispersdo de energia (EDXRF). A intensidade com correc¢ao
matricial de bromo e iodo a partir de granulos de solo comprimido foi calibrada e os
seus conteudos medidos por ICP-MS apds preparacdo da amostra por pirohidrolise.
Foram utilizados 5 materiais de referéncia de solos, NDG-1, NDG-2, NDG-3,NDG-4
and NDG-5 e medidos por EDXRF em compara¢do com as concentracdes de bromo e
iodo. As medigdes por fluorescéncia de raios-X foi efectuada num espectometro de
polarizacao EDXRF, Epsilon 5, como se pode observar na figura 18 .

As curvas de calibracdo para o bromo e o iodo foram obtidas e as concentragdes
variaram entre 3,8 e 223mg/kg-1 e entre 0,91 e 54mg/kg-1 respectivamente. Foram
efectuadas andlises repetidas da mesma amostra com EDXRF entre 1 dia e 1,5 anos,
demonstrando boa reproductibilidade dos resutados avaliados. Os limites de detec¢do
minimos para as amostras de bromo e iodo foram 0,14 mg/kg-1 e 0,34 mg/kg-1

respectivamente. O método analitico para os conteudos totais de bromo e iodo nas

amostras é ndo destrutivo, apropriado para analise de rotina, simples e rapido.

Figura 18: Espectémetro de polarizagdo EDXREF, Epsilon 5
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2.2 Osisétopos de iodo

Embora este ndo seja o tema central da monografia, é relevante mencionar os avangos
recentes das determinacdes de iodo nuclear, o qual passou a cer o centro das atengdes,

apos a catastrofe de Fukushima em 2013.

O desastroso acidente na central nuclear de Fukushima Daiichi em marc¢o de 2011 levou
a elaboracdo de numerosos artigos cientificos, investigando a libertacdo de pluténio e
129 1. Steinhauser (2014) reentemente resumiu a maioria dos estudos acerca de
Fukushima, incluindo aqueles que incluiam espectrometria de aceleracdo de massa para
a determinacao de pluténio e 129 1. Miyake et al(2013) demonstraram que o isotopo de
iodo de vida longa, 1291 ( semi-vida de 15.7 Ma), pode ser uma excelente ferramenta
para reconstruir a dosimetria de radiagdo do isotopo de tempo de semi vida curto, 1311
(semi-vida de 8 dias), através da andlise de diversas amostras superficiais do solo
recolhidas na periferia de Fukushima, , para as quais o nivel de 1311 ainda teria de ser
medido. Alem do Pluténio, Shinonaga et al (2014) identificaram uranio de origem ndo
natural, proveniente de Fukushima em amostras de aerossois 4 distancia de 120 kms,
poucos dias depois do acidente. Tornou-se 6bvio que esta libertacdo indesejada nos

preocupard durante um longo periodo de tempo.
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3. Analise comparativa de métodos

No estudo que foi realizado foram encontrados 6 métodos de determinagdo do teor de iodo,
Método colorimetrico, Irradiacdo com activacdo de nicleo, Cromatografia, Electroforese
capilar, Conversao ao estado atomico seguido de medida de emissao ou absor¢dao de massa
e com Raios-X. De entre as publicacdes analizadas, 62% adoptaram um método de
conversdo ao estado atdmico seguido de medida de emissdo ou absor¢ao de massa, sendo o
mais prevalente o método ICP-MS. Esta prevaléncia deveu-se ao exelente limite de

deteccao da técnica, 4 sua elevada sensibilidade e 4 capacidade de andlise multielementar.

Quanto ao tipo de amostras, em 29% dos artigos analizados foi determinado o teor de iodo
em alimentos provenientes do mar. 7 artigos era referentes a determinacdes de iodo em
amostras de leite, 6 outros referentes a determinacdo de iodo em tecidos e amostras
bioldgicas e ainda outros 6 artigos referentes 4 determinagao de iodo em amostras de sal de
mesa. Nas restantes publicacdes investigaram-se os teores de iodo em amostras de dgua, ar

atmosférico, produtos farmacéuticos, alimentos, entre outros.

Nos 34 artigos estudados, encontraram-se métodos com diferentes graus de aplicabilidade
e custo. Os métodos referidos apresentaram-se em ordem crescente de complexidade de

execucao.

Seguidamente iremos agrupar os métodos de determinacdo de iodo por tipo de amostra e

observar qual dos métodos € mais prevalente dentro do nosso universo de 34 artigos.

Irdo existir métodos que irdo aparecer repetidos, pois em alguns artigos foram analizados
diferentes tipos de amostras, com o mesmo método de determinagcdo, como poderemos ver

na tabela 9.
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Tabela 9 : Tipos de amostra agrupados por método de determinagdo de iodo

Tipo de amostra

Método de determinacio

Artigo

Ar ICP-MS Picoloto et al, 2014
GC-MS Pang, Carpenter &Lewis, 2015
ICP-MS Sun et al, 2010

Agua HPLC-SF-ICP-MS Zheng, Yamada & Yoshida,

2011

SF-ICP-MS

Zheng et al, 2012

USN-VG-ICP-OES

Matusiewicz &  Slachcinski,

2010

RP-HPLC-ICP-MS

Han et al, 2012

Amostras biologicas e tecidos IC-ICP-MS Michalke& Witte, 2014
CE Macedo et al, 2014
Colorimetria Hedayati et al, 2011
Colorimetria Jooste & Strydom, 2010
Colorimetria Tonacchera et al 2013
CPAA Wojcik, Zagrodzki, Mietelski
&Was, 2012
Alimentos do mar ICP-MS Romaris-Hortas et al, 2011
HPLC-ICP-MS Romaris-Hortas, Barreta &
Pinero, 2012
ICP-MS Romaris-Hortas et al, 2012
Mesko et al 2014
ICP-MS
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ICP-MS

Hartwig et al, 2014

RP-HPLC-ICP-MS

Han et al, 2012

HPLC Nitschke & Stengel, 2015
Espectometria fluorescéncia | Lu et al, 2013
atémica
OES Yuetal, 2013
ENAA Fukoshima & Chatt, 2012
Leite USN-VG-ICP-OES Matusiewicz &  Slachcinski,
2010
ICP-MS Mesko et al, 2010
ICP-MS Leppénen, Niemela
& Peramaki, 2014
ICP-MS Huynh et al, 2015
FAAS Yebra&Bollain, 2010
Cromatografia ionica Shinoda et al, 2011
INAA-CSS Isaac-Olive & Chatt, 2012
Sal de mesa USN-VG-ICP-OES Matusiewicz &  Slachcinski,

2010

Colorimetria Jooste & Strydom, 2010
ICP-MS Lipiec et al, 2012
HPLC Gupta et al, 2011
ICP-OES Oliveira, Nobrega & Pereira-
Filho, 2012
OES Yu et al, 2013
Amostra solo EDXRF Takeda et al, 2011
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Compostos farmacéuticos ICP-MS Muller, 2012

Distribuicao dos métodos de determinagao

de iodo
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Figura 19: Distribui¢@o dos artigos analisados por métodos de determinagédo de iodo

Relativamente ao tipo de amostra, para a andlise das amostras de ar atmosférico, o
método de elei¢ao escolhido foi o ICP-MS. Tem sido dada especial aten¢do ao estudo
do iodo e do bromo no ar e particulas atmosféricas, devido a destruicdo do ozono

atmosférico.

Para a determinacao das espécies de iodo na dgua, foram efectuados 4 estudos, todos

eles utilizando ICP-MS ou métodos derivados deste, como método de eleicao

Na determinacdo do teor de iodo em amostras bioldgicas e tecidos, a prevaléncia da

escolha do método recaiu sobre a colorimetria, pois apesar de ser um método menos
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z

utilizado recentemente para outro tipo de derminagdes, ainda € muito utilizado em
estudos epidemioldgicos, devido ao seu baixo custo, essencialmente na determinacdo de

iodo urinario.

Na determinagdo do teor do iodo em alimentos provenientes do mar, mais uma vez se
verifica o predominio da utilizagdo do método ICP-MS, apesar de tambem terem sido

utilizados métodos cromatograficos e por irradiacdo com activacio do nticleo.

Na determinacdo de iodo no leite, mais uma vez se verifica a predominancia de
utilizacdo dos métodos de conversao ao estado atémico, seguido de emissao ou de

massa.

Na determinacio de iodo em sal de mesa o método ICP tambem foi o mais utilizado,

apesar de tambem ter sido utilizada a colorimetria e a cromatografia.

A determinagdo de iodo na amostra de solo foi efectuada por Fluorescéncia por raios-X.
Este método € actualmente um dos mais utilizados em geologia, andlises ambientais e

mineracao.
Na andlise de compostos farmacéuticos, o método utilizado foi o ICP-MS.

Como se pode verificar na figura 19, os artigos analisados ao longo deste trabalho,
recairam essencialmente em métodos de conversdo ao estado atémico seguido de
medida de emissdo ou de absorcdo ou de massa, essencialmente o método ICP-MS.
Actualmente este € o método de referéncia em analise de amostras bioldgicas, devido
essencialmente 4 sua exactiddo, precisdo, robustez, andlise multielementar, rapidez e
selectividade. Este seria decerto o método de elei¢do para a determinagdo do teor de
iodo na grande maioria das amostras, ndo fosse o seu elevado custo associado. Apesar
de ser um método menos preciso e exacto, na determinacao do iodo urindrio ainda hoje
se utiliza com alguma frequéncia o método colorimétrico, essencialmente em estudos
epidemioldgicos, devido ao seu baixo custo. No entanto, para uma monitorizagdo a
longo prazo, numa amostra mais pequena, o método ICP-MS revelou ser muito mais

adequado.
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