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Confiabilidade dos resultados analiticos no monitoramento
do teor de iodo em sal para o consumo humano - Validacao
da metodologia e incerteza de medicao

Reliability of analytical results from iodine rate-monitoring
in salt for human consumption: methodology validation and
measurement uncertainty

RESUMO
Marcia Regina Pennacino do 0 sal para consumo humano é utilizado como veiculo para aumentar a ingestdo de iodo
Amaral Mello* pela populacdo e evitar os Distrbios por Deficiéncia de lodo (DDIs). Esta pratica é adotada

mundialmente sob recomendacao da Organizacao Mundial de Saude (OMS) e monitorada por meio
de programas governamentais. A determinacao de iodo no sal, adicionado na forma de iodato,
é um método classico, utilizado no monitoramento nacional,e apesar de ser tradicionalmente
a metodologia mais utilizada para quantificacdo de iodo, nao possui critérios de desempenho
oficialmente documentados que possam contribuir e subsidiar acdes em Vigilancia Sanitaria. A
proposta deste estudo foi avaliar os parametros de desempenho da determinac&o de iodo no sal,
adicionado na forma de iodato, por titulacdo iodométrica e calcular sua incerteza de medigéo,
visando comprovar a confiabilidade dos resultados. Os resultados obtidos precisam ser exatos e
precisos para que possam dar subsidio aos programas de monitoramento. O estudo foi realizado
em oito niveis de concentracdo de 2 a 100 mg/kg de forma a contemplar os diferentes niveis
de iodo ja estabelecidos nas legislacdes. O método apresentou-se robusto; com seletividade
sem interferéncias de matriz; linearidade para a faixa de trabalho com r? = 0,99998; limite
de deteccao adotado por avaliacdo visual em 1 mg/kg; limite de quantificacao de 2 mg/kg;
recuperacao de 98 a 101%; desvio-padrao relativo < 7,15%; limite de repetibilidade de 0,55 mg/kg
e precisdo intermediaria, onde p = 0,41, demonstrando nao haver diferenca entre analistas. A
incerteza de medicao foi estabelecida em 0,93 mg/kg com nivel de confianca de 95,45%.

Jamila Barbosa
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ABSTRACT

Salt for human consumption is used to increase iodine intake and prevent lodine Deficiency
Disorders. This worldwide practice is recommended by the World Health Organization and
monitored by government programs. The determination of iodine content in salt, added as
potassium iodate, is a classic method used in national monitoring. Despite being the most
common iodine-quantification method, it is not documented in publications to support Sanitary
Surveillance initiatives. The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of iodine
determination in salt, added as potassium iodate, by iodometric titration and calculate its
measurement uncertainty to investigate the reliability of the results. The results need to be
accurate and precise to standardize monitoring programs. The study was conducted in eight
concentrations, from 2 to 100 mg/kg. The method is robust. It features selectivity without
matrix interference, linearity (r? = 0.99998) through the range of values studied, detection limit
Instituto Adolfo Lutz (IAL), Sao set by visual evaluation at 1 mg/kg, quantitation limit of 2 mg/kg, 98-101% recovery, relative
Paulo, SP, Brasil standard deviation < 7.15%, inter-operator reproducibility as shown by a repeatability limit of
0.55 mg/kg, and intermediate precision (p = 0.41). The measurement uncertainty was set at
0.93 mg/kg with a 95.45% confidence level.

* E-mail: mrmello®@ial.sp.gov.br
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INTRODUCAO

0 iodo é um micronutriente essencial para o adequado funcio-
namento da glandula tiredide, sendo necessario para a producao
dos hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), substancias
determinantes na regulacao do metabolismo humano. A ANVISA
e o International Council for the Control of lodine Deficiency
Disorders (ICCIDD) recomendam ingestdo diaria de iodo, para in-
dividuos acima de 12 anos, de 130 pg/dia’ e 150 pg/dia? respec-
tivamente, podendo causar riscos a salde o consumo continuo
acima ou abaixo desta faixa de recomendacao.

A adequada ingestao de iodo desempenha um papel Unico na
prevencao dos DistUrbios por Deficiéncia de lodo (DDIs), como
bdcio, cretinismo, surdez, retardo mental e abortos prematuros.
No Brasil, ha seis décadas, o sal tem sido utilizado como veiculo
para aumentar a ingesta deste micronutriente pela populacao
brasileira, visando prevenir os DDIs3.

Em contrapartida, também existe o risco do consumo excessi-
vo de iodo, preocupante por possibilitar o aumento de doencas
autoimunes, como tireoidite crénica autoimune (Tireoidite de
Hashimoto) e hipertiroidismo iodo induzido?*.

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e o Fundo das Nacoes
Unidas para Infancia (UNICEF), em 1993, preconizaram a iodagao
universal do sal como estratégia para o alcance da eliminacao
dos DDls, isso porque a iodacdo adequada deste produto € a es-
tratégia mais efetiva, de menor custo e facil implementacdo em
quase todos os paises?.

Frente a importancia desta acao profilatica para a saude pu-
blica, o controle sanitario deste produto, bem como a garan-
tia da adicao de iodo ao sal oferecido a populagédo, tem sido
objeto de constante aperfeicoamento por meio da legislacao
e pelos programas de monitoramento de iodo estabelecidos
pelos 6rgaos governamentais.

Nesse sentido, a ANVISA publicou a Resolucao RDC n® 23/20135,
que reduziu a faixa de iodacao do sal para 15 a 45 mg de iodo
por kg de sal, substituindo a Resolucao RDC n® 130/2003¢ que
estabelecia a faixa de 20 a 60 mg de iodo por kg de sal.

Apesar da controvérsia em relacdo ao risco de elevada ingestao
de iodo em decorréncia do alto consumo de sal pela populacdo
brasileira’, a iodacdo do sal ainda tem sido considerada a es-
tratégia mais efetiva para prevencao de DDIs?, direcionando as
acoes de salde coletiva para a necessidade de acdes educativas,
visando reduzir o consumo de sodio e ressaltando a importancia
do constante monitoramento.

O termo iodo frequentemente se refere ao elemento quimico
sem nenhuma especificacdo de sua forma quimica. A fortifi-
cacdo, no entanto, é normalmente realizada com iodeto ou
iodato de potassio, calcio ou sodio. No Brasil, a fortificacao do
sal é realizada com iodato de potassio, da mesma forma que
na Alemanha, China e india. J& paises como Estados Unidos,
Canada, Equador e Panama adotaram a fortificacdo com iodeto
de potassio®.
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A Association of Official Analytical Chemists (AOAC) regulamen-
ta a metodologia da determinacao de iodeto de potassio em sal’.
Esse método consiste na conversao quimica de iodeto para iodo,
utilizando agua de bromo, seguindo com titulacao iodométrica,
sendo que o ICCIDD recomenda que os resultados sejam expres-
sos em mg de iodo por kilograma de sal (mg/kg)®. A metodologia
utilizada para a determinacao de iodo adicionado na forma de
iodeto requer reagentes mais toxicos e etapas do ensaio de di-
ficil execugao.

Em paises que utilizam o iodato de potassio para fortificacao, o
método recomendado pela World Health Organization (WHO)™,
também descrito nos Métodos fisico-quimicos para analise de ali-
mentos do Instituto Adolfo Lutz'', consiste na conversao quimica
de iodato para iodo, utilizando iodeto de potassio em meio aci-
do, dosado por titulagdo iodométrica.

A realizacdo da titulacdo iodométrica comeca com a dissolucéo
da amostra, seguida da adicdo de solucdo de acido sulfurico e
de iodeto de potassio, em excesso, para auxiliar na liberacéo e
solubilizacdo do iodo livre, proveniente do iodato de potassio
adicionado a matriz salina, conforme descrito na Reacao 1 (Fi-
gura 1)%. Ressalta-se que esse iodeto deve ser livre de iodato
de potassio®.

Na titulacdo, o iodo livre é consumido pelo tiossulfato de sodio,
sendo a quantidade de tiossulfato usado proporcional a quanti-
dade de iodo livre liberado do sal. O amido é usado como indi-
cador indireto desta reacao e reage com iodo livre produzindo a
cor azul. A adicao do amido deve ser realizada no final da titu-
lacdo, quando ha apenas uma pequena quantidade de iodo livre
que, ao ser consumido no decorrer da titulacao, gera perda da
coloracao azul, marcando o ponto final da titulacdo, conforme a
Reacao 2 (Figura 1)8.

A determinacao de iodo no sal adicionado na forma de iodato por
titulacao iodométrica é tradicionalmente o método mais utili-
zado para quantificacdo de iodo'®'"-'2, contudo, ainda ndo apre-
senta os parametros de desempenho documentados em publica-
¢Oes nacionais e internacionais, de forma a contribuir e subsidiar
acoes em Vigilancia Sanitaria.

105 + 51 + 6H —> 31, + 3H,0
l l l (Reacao 1)
Proveniente Proveniente Proveniente
do sal do iodeto do acido
2 Na,5,0, + I, — > 2 Nal + Na,S,0,
Tiossulfato lod lodeto Tetrationato
de sodio odo de sodio de sodio
(Reacdo 2)

Figura 1. Reacdes quimicas envolvidas na determinacédo de iodo®.
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Olnstituto Nacional de Metrologia (INMETRO)" orientasobre ane-
cessidade da validacdao documentada de métodos quimicos, fun-
damentados na Internacional Organization for Standardization,
ISO 17025:2005", que recomenda a validagdo de métodos nao
normalizados, ou métodos normalizados com alteracédes, visan-
do confirmar que o método é indicado para o uso pretendi-
do. Outro requisito importante da I1SO 17025 é a estimativa da
incerteza de medicao, onde todos os componentes de incer-
teza que sejam importantes devem ser considerados usando-
se métodos de analise apropriados. A estimativa da incerteza
deve estar baseada no conhecimento do desempenho do méto-
do e no escopo da medicao e deve fazer uso de experiéncia e
dados de validacao.

Com a crescente demanda de confiabilidade e comparabilida-
de de medidas analiticas realizadas em diferentes laboratorios,
aumenta-se a exigéncia pela implantacdo de uma infraestrutura
metroldgica, com foco no reconhecimento matuo e na elimina-
cao de barreiras técnicas entre os paises’.

Neste contexto, a validacao possibilita ao laboratério demons-
trar que tem condicdes de realizar o método de maneira ade-
quada, dentro de parametros especificos existentes nas suas
instalacOes para obtencéo de resultados confiaveis e adequados
a qualidade exigida™.

Ao mesmo tempo, a validacdo de um método analitico é de ex-
trema importancia para garantir que este seja exato, especifico
e reprodutivel. Os parametros a serem validados variam de acor-
do com area de estudo, método utilizado, tipos de analito, de
amostra e objetivo ao qual se destina o método desenvolvido™ ™.

Seguindo as orientacées do INMETRO" e do Protocolo de Valida-
¢ao ou Verificacdo de Métodos Quimicos Quantitativos do Insti-
tuto Adolfo Lutz (P-SG-034)'¢, para analitos em concentracdes
menores que 0,01% (100 mg/kg), os seguintes parametros devem
ser avaliados: faixa de trabalho e linearidade, seletividade, limi-
te de deteccao e limite de quantificacao, exatidao e precisao.
0 estudo da robustez do método ndo é obrigatorio, mas reco-
mendado antes da validacao propriamente dita, para verificar a
sensibilidade do método frente a pequenas variagcdes que podem
ocorrer durante sua execucao'.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os parame-
tros de desempenho da determinacao de iodo no sal, adicionado
como iodato de potassio, por titulacdo iodométrica, e calcular
sua incerteza de medicao, visando comprovar a confiabilidade
dos resultados de iodo gerados para possam dar subsidio aos pro-
gramas de monitoramento.

MATERIAL E METODO
Material

Amostras

Foram adquiridas trés amostras de sal comercial com diferentes te-
ores de iodo para avaliacdo da robustez e precisao intermediaria.
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Reagentes e solucées

Cloreto de sodio p.a., iodato de potassio (pureza: 99,4-100,4%),
iodeto de potassio livre de iodato p.a., acido sulfarico p.a., ami-
do p.a. (todos da marca Synth®) e agua grau reagente fervida.

Solucdo de acido sulfurico 0,5 M, solucdo de iodeto de potassio
1%, solucao de amido 1%, solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 M,
solucdo de tiossulfato de sodio 0,005 M preparado diariamente
e solucdo padréo de iodato de potassio (KIO,) para fortificacao
das amostras.

A solugdo de KIO, utilizada para fortificagao foi preparada a par-
tir de solucdo padrao de iodato de potassio com concentracao
correspondente a 1.000 mg de iodo/L, a partir da qual obteve-se
duas solucoes de fortificacao, Solucao A (0,01 mg/mL) e Solucao B
(0,1 mg/mL). Os niveis de concentracdo de iodo de 2 e 5 mg/kg
foram obtidos com a Solugdo A e os demais niveis com a Solugéo B.

Equipamentos e vidraria

Balanca analitica, com resolucdo de 0,1 mg, calibrada; sistema
de purificacdo de agua tipo | (ultrapura), qualificado; buretas de
10 e 25 mL, pipetas volumétricas 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10 e 25 mL,
baldes volumétricos 500 mL e 1.000 mL, calibrados; pipetas gra-
duadas de 2 e 5 mL; Erlenmeyer de 500 mL e espatulas. Os equi-
pamentos e vidrarias volumétricas foram calibrados segundo a
Rede Brasileira de Calibracao (RBC).

Métodos

Procedimento de andlise

0 método de ensaio foi realizado conforme descrito na Técnica
383/IV nos Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos do
Instituto Adolfo Lutz"'. Pesou-se 10 g da amostra que foi transferi-
da para um frasco Erlenmeyer de 500 mL, com auxilio de 200 mL
de agua. Agitou-se até a dissolucdo. Adicionou-se 5 mL de solucao
de acido sulfarico 0,5 M, 10 mL de iodeto de potassio 1% e titu-
lou-se o iodo liberado com solucédo de tiossulfato de sodio 0,005
M, usando uma bureta de 10 mL até coloracdo amarelo palido.
Adicionou-se 2 mL de solucao de amido a 1%, como indicador para
visualizacao do ponto de viragem de violeta para incolor. O teor de
iodo foi calculado pela de acordo com a Equacao 1.

V x fx105,8
m

= mg de iodo/kg (Equacao 1)
Onde:

V = mL da solugéo de tiossulfato de sodio 0,005 M gasto na titulagado
f = fator da solucdo de tiossulfato de sédio 0,005 M

m = massa da amostra (g)
Parametros da Validacao

Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem
no desempenho da medicdo. Assim, a seletividade do método
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podera ser verificada por meio da adicdo de concentragoes
idénticas do padrdao em dois grupos: branco do ensaio (todos
os reagentes utilizados sem a matriz) e matriz com ou sem o
analito de interesse. Se a seletividade nao for assegurada, a
linearidade, a exatidao e a precisdo do método estarao seria-
mente comprometidas’>.

A seletividade foi avaliada utilizando-se a comparagao entre dois
grupos: Grupo 1 (agua) e Grupo 2 (agua + 10 g de cloreto de
sodio p.a.), ambos fortificados com solugdo padréo de KIO,, em
oito niveis de concentracdo de iodo correspondentes a 2, 5, 10,
20, 40, 60, 80 e 100 mg/kg, em trés replicatas independentes,
como utilizado na rotina do laboratorio.

Os valores foram avaliados estatisticamente pelo teste de
Grubbs, com 99% de confianca, para verificar a existéncia de
valores aberrantes e pelo teste t pareado, com 95% de confian-
ca, para avaliacdo da equivaléncia das médias entre os grupos.
A comparacéo da inclinacdo das retas analiticas dos dois grupos
avaliados foi realizada através das curvas de recuperagao’ ',

Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacao para a qual o
ensaio vai ser usado e a concentracao mais esperada da amostra.
Sempre que possivel, o limite da legislacdo deve se situar no
centro da faixa de trabalho'.

A faixa de trabalho foi preparada utilizando-se solucao padrao de
iodato de potassio (KIO,) em oito niveis de concentracao corres-
pondente a faixa teérica de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg de
iodo por kg, sendo cada nivel em trés replicatas independentes.

A linearidade do método foi observada pelo grafico da concen-
tracao de iodo experimental em funcdo da concentracao de iodo
teodrica, realizada por meio de curva de recuperacao, confirmada
a partir da equacédo da regressao linear, determinada pelo mé-
todo dos minimos quadrados. Para tal, foi verificada a auséncia
de valores discrepantes para cada nivel de concentracao, pelo
teste de Grubbs com 99% de confianca, e a avaliacao do com-
portamento das variancias ao longo da curva, para verificar se o
sistema € homocedastico (variancias iguais) ou heterocedastico
(variancias diferentes), foi aplicado o teste de Cochran, com 99%
de confianga'. Os valores dos residuos foram lancados em um
grafico e observado se a distribuicdo dos pontos era aleatoria,
livre de tendéncias. A homocedasticidade dos dados a partir do
grafico de residuos, também deve ser avaliada antes de fazer a
regressao linear'"®.

0 coeficiente de determinacao (r?) foi utilizado para indicar evi-
déncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao’> .

Limites de deteccdo e quantificacd@o

Limite de deteccao (LD) é a menor concentracdo do analito
presente em uma amostra que pode ser detectada pelo mé-
todo, porém nado necessariamente quantificada’. No caso de
métodos ndo instrumentais (titulacdo, comparacdo de cor ou
cromatografia em camada delgada), esta determinacao pode
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ser realizada visualmente, onde o LD é o menor valor de con-
centracao capaz de produzir efeito esperado (exemplo: mudan-
ca de cor ou turvacao)'> 1.

O Limite de Deteccdo do método foi realizado de forma visual
por meio de adi¢bes sucessivas de KIO, em concentragbes de-
crescentes na amostra-branco do Grupo 2 (agua + cloreto de so-
dio), até que a mesma nédo produzisse mudanca de coloracédo. O
LD também foi determinado de forma experimental por meio do
desvio-padrao (DP) de seis replicatas independentes da amos-
tra-branco com a adicao da menor concentracao do analito que
gerasse mudanca de coloracao com um nivel aceitavel de preci-
sao e exatidao, multiplicado pelo fator k = 3, como apresentado
na Equacao 23,

LD=0+3xDP (Equacio 2)

0 Limite de Quantificacao (LQ) é a menor concentracao do anali-
to que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisao
e exatidao'>'¢. Pode ser experimental por meio do desvio-padrao
da amostra branco com a adicao da menor concentracao do ana-
lito, pelo fator que pode ser 5, 6 ou 10, adotado de acordo com
avaliacao critica do analista'> .

O Limite de Quantificacao (LQ) foi determinado experimental-
mente por meio do desvio-padrao de seis replicatas independen-
tes da amostra-branco com adicao de 2 mg/kg, multiplicado pelo
fator k = 10, conforme Equacao 3",

LQ=0+10 x DP (Equacao 3)

Exatidao

E o grau de concordancia entre o resultado de uma medicdo
e um valor verdadeiro do mensurando. Pode ser avaliado pelo
uso de materiais de referéncia certificados (MRC), participa-
¢ao em comparacoes interlaboratoriais e realizacao de en-
saios de recuperacao®.

A exatidao foi avaliada pela porcentagem de recuperacao utili-
zando os resultados das analises do Grupo 2 (agua + cloreto de
sodio) fortificado com KIO,, em oito niveis de concentracao cor-
respondente a faixa teorica de 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg
de iodo por kg, sendo cada nivel em trés replicatas independen-
tes, avaliadas segundo critério de aceitacdo da AOAC'>16.

A exatidao foi calculada pela Equacao 4 que relaciona a média da
concentracdo de iodo experimental e a média da concentracao
de iodo teodrico correspondente, para cada nivel de concentra-
cao, em porcentagem' 16,

Concentracao de
lodo experimental

Concentracao de
lodo tedrico

x 100 (Equagao 4)

Recuperacao (%) =

Precisdo

A precisdao de um método analitico constitui o grau de concor-
dancia entre indicacdes ou valores medidos, obtidos por medi-
¢oes repetidas, na mesma amostra ou em amostras similares, sob
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condicdes especificas'>'. As trés formas mais comuns de avaliar
a precisao sao: por meio da repetibilidade, precisao intermedi-
aria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo
desvio-padrao (DP) e coeficiente de variacao (CV), usualmente
expresso em %, também conhecido como desvio-padréo relativo
(DPR), calculado segundo a Equacao 5'1.

DP

CV (%) =DPR= —— x 100 Equagdo 5
(%) ME (Equacao 5)

Onde:
MIE: Média das replicatas de iodo experimental

A precisao foi avaliada por meio da repetibilidade, limite de re-
petibilidade e precisao intermediaria’ 1.

Repetibilidade

O estudo da repetibilidade foi realizado no Grupo 2
(dgua + cloreto de sddio) fortificado com KIO,, nos oito niveis de
concentracao (2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg de iodo por kg),
sendo cada nivel em trés replicatas independentes, avaliadas se-
gundo critério de aceitacdo da AOAC'®.

O limite de repetibilidade foi obtido a partir do desvio-padrao
dos resultados sob condicées de repetibilidade (mesmos analis-
tas, equipamentos e vidrarias, no mesmo dia), na concentracao
de 2 mg/kg, em sextuplicata. O limite de repetibilidade (r) foi
calculado pela Equacao 616,

r=txﬁxDPr

Onde:

(Equacao 6)

t = valor de t bicaudal com 95% de confianca e n-1 graus de li-
berdade de acordo com a tabela de valores criticos para o teste
t-Student

DP_= desvio-padrao da repetibilidade

0 limite de repetibilidade visa capacitar o analista a decidir se a dife-
renca entre analises em triplicata de uma amostra € significativa'.

Precisdo intermedidria

A precisao intermediaria, também denominada de reprodutibi-
lidade interna, é reconhecida como a variabilidade mais repre-
sentativa dos resultados em um mesmo laboratério. Refere-se a
precisao avaliada em uma mesma amostra, amostra semelhante,
utilizando o mesmo método, mas definindo exatamente quais as
condicOes experimentais a variar. Por exemplo, analistas; instru-
mentos; tempos de analise, etc®.

Neste trabalho, a precisdo intermediaria foi avaliada por dife-
rentes analistas, usando uma amostra de sal comercial com con-
centracao de iodo aproximada de 28 mg/kg, mesmos instrumen-
tos e condicdes de analise, em um mesmo dia. Os valores obtidos
foram avaliados estatisticamente por meio da analise de varian-
cia (ANOVA)'3'¢ fator Gnico, com 95% de confianca, utilizando a
ferramenta analise de dados do Microsoft Excel 2010.
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Robustez

A capacidade do método analitico em resistir a pequenas e de-
liberadas variacoes nas condicdes analiticas representa a robus-
tez, avaliada neste trabalho pelo teste de Youden''.

Este teste introduz varias mudancas de uma so vez, de tal maneira
que os efeitos individuais podem ser verificados usando um limitado
e razoavel nimero de analises. Para a escolha dos fatores que de-
verao ser avaliados no estudo da robustez, € necessario conhecer o
método, as caracteristicas do analito e os pontos que podem apre-
sentar variagoes, pois o principal objetivo da robustez é identificar
fatores que devem ser cuidadosamente controlados e descobrir
sobre quais circunstancias sao necessarios cuidados especiais'> 6.

O estudo da robustez foi realizado com duas amostras de sal, comer-
ciais, com concentracoes deiodo aproximadas de 27 mg/kge 56 mg/kg,
para avaliar e garantir que as condigoes estabelecidas no método e
suas variacdes responderiam mesmo em sais com concentracoes de
iodo acima do limite superior permitido pela legislacao de 45 mg/kg®.

Este teste consiste na analise multivariada de sete variaveis que
podem influenciar no resultado analitico. As sete variaveis sele-
cionadas foram: massa da amostra (V1); volume de solucao de
H,50,0,5 M (V2); volume de solucao de iodeto 1% (V3); volume
de solucao de amido 1% (V4); volume aproximado de solucao de
tiossulfato de sodio 0,005 M necessario para viragem no momen-
to da adicao da solucao de amido (V5); tempo de dissolucao (V6);
tempo para titulacdo apos adicao de solucdo de iodeto (V7).

As condi¢cdes nominais dos fatores foram denotados por letras
mailsculas A, B, C, D, E, F e G e seus valores alternativos pelas
correspondentes letras minusculas a, b, ¢, d, e, fe g.

A Tabela 1 apresenta a série de combinacdes fatoriais dos pa-
rametros para a execucdo do teste de Youden''. Um total de
oito experimentos (I a VIIl) foram conduzidos. Os resultados das
analises sdo representados pelas letras s, t, u, v, w, X, y e z.

A partir dos resultados, o efeito de cada fator foi estimado pela
diferenca (A) entre a média dos resultados das quatro analises
com letra mailscula e a média dos resultados das quatro analises
com letra minUsculas Equagao 7>,

AC/C= Efeito de C/c = s+u;w+y - t+v;x+z (Equagao 7)
O calculo do valor limite obedece a Equacgao 8' 1.

Valor limite = t\)/(?DP (Equacio 8)
Onde:

DP = Desvio-padrao de repetibilidade de seis resultados em con-
dicées nominais

t = 2,571 (valor de t-Student para 5 graus de liberdade e 95%
de confianca)

Se a diferenca das médias (A) para cada parametro, em modulo,
for maior que o valor limite, conclui-se que o efeito em questao
¢ estatisticamente significativo com 95% de confianca, ou seja, o
fator analitico influencia no resultado final da analise .
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Fatores Analiticos Variag6es dos fatores Condicdo Experimental Efeito
Nominal Alternativa | 1] 1] v \' Vi vil vill

\Al 10¢g 20g A A A A a a a a A/a
V2 5mL 4 mL B B b b B B b b B/b
V3 10 mL 9mL C [« C [« C c C c C/c
V4 2 mL 1,5 mL D D d d d d D D D/d
V5 1mL 0,5 mL E e E e e E e E E/e
Vé 15 minutos 2 horas F f f F F f f F F/f
V7 30 segundos 60 segundos G g g G g G G g G/g
Resultado Observado s t u v w X y z

Fatores: V1 = massa da amostra; V2 = volume de solucdo de H,50,0,5 M; V3 = volume de solucao de iodeto 1%; V4 = volume de solugéo de amido 1%;
V5 = volume aproximado de solucao de tiossulfato de sodio 0,005 M necessario para viragem, no momento da adi¢ao da solugdo de amido; V6 = tempo

de dissolucao; V7 = tempo para titulagao ap6s adicao de solucao de iodeto.

Incerteza de medicdo

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia', a incerteza
de uma medicdo é um parametro associado ao resultado, que
caracteriza a dispersao dos valores obtidos em torno da média.

Resultados médios sem as respectivas incertezas carecem de
significado porque nao dao a informacao completa sobre a medi-
¢do. O resultado de uma medicéo é considerado como a melhor
estimativa do valor do mensurando acompanhado de todas as
fontes de incerteza que contribuem a propagacao do mesmo’®.

A expressao de resultados apenas como médias ndo permite a
comparacao com um valor de referéncia estabelecido, como um
limite da legislacdo. Somente quando as médias estdo acompa-
nhadas de suas incertezas, € possivel tomar decisdes conclusi-
vas, ja que apresentam a variacdo admitida’®.

A incerteza total é a soma das incertezas geradas pelos dife-
rentes componentes do processo de medicao. Através da combi-
nacao apropriada das variancias, calcula-se a incerteza padrao
combinada. Estabelecido um grau de confianca, determina-se a
incerteza expandida utilizando um fator de abrangéncia k'&1%2°,

Neste trabalho, o calculo da incerteza expandida foi gerado pe-
los componentes relacionados a concentracdo molar e volume da
solucao de tiossulfato de sédio, massa molar do iodo, massa da
amostra e precisao intermediaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seletividade

A Tabela 2 apresenta os resultados das médias da concentracdo
de iodo experimental em oito niveis de fortificacao tanto para o
Grupo 1 (Agua) quanto para o Grupo 2 (Agua + Cloreto de sodio),
com seus respectivos valores de desvios-padrao, desvio-padrao
relativo, variancia e recuperacao. Nas triplicatas de cada nivel
de fortificacao, pelo teste de Grubbs, nao foi verificada a pre-
senca de valores aberrantes com 99% de confianca.

Na Figura 2, tém-se as equacdes y = 0,9848x - 0,0386 (Grupo 1) e
y = 0,9868x + 0,0584 (Grupo 2) utilizadas no teste de comparacao
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de inclinacéo de retas de recuperacao das concentragdes teorica
versus concentracao experimental de iodo. Aplicando-se o teste
t pareado para as inclinagdes das retas do Grupo 1 (b, = 0,9848)
e do Grupo 2 (b, = 0,9868) com critério de aceitacdo de 95%,
obteve-se t calculado (1,991) menor que o t tabelado (2,069),
podendo-se concluir que b1 = b2, ou seja, coeficientes angulares
das retas equivalentes, nao havendo efeito de matriz.

Portanto, a seletividade foi confirmada pela homogeneidade das
inclinacoes das curvas de recuperacao de iodo, dos Grupos 1 e
2, consideradas estatisticamente iguais. Demonstrada a ausén-
cia de influéncia da matriz, utilizou-se os valores do Grupo 2
(d4gua + cloreto de sodio + KIO,) para a avaliagdo dos demais
parametros de validacao, devido a melhor visualizacdo do ponto
de viragem da coloragao violacea, em contraste com a coloracéo
azulada apresentada pelo Grupo 1 (agua + KIO,).

Faixa de Trabalho e Linearidade

Na faixa de trabalho de 2 a 100 mg/kg de iodo estabelecida,
segundo resultados apresentados na Tabela 2, verificou-se a au-
séncia de valores discrepantes pelo teste de Grubbs, com 99% de
confianca, para cada nivel de concentracéo.

Na linearidade, pode-se verificar que o coeficiente de determina-
cao (r?) foi maior que 0,99, estabelecido pela ANVISA?', e 0,995 de
acordo com o FDA%. A Figura 3A revela a linearidade do método
para a faixa de trabalho de iodo estudada de 2 a 100 mg/kg, com
equacao da reta (y = 0,9868x + 0,0584) e coeficiente de determi-
nacéo r2 = 0,99998. O comportamento homocedastico da curva na
faixa de trabalho foi comprovado pelo teste de Cochran, onde o va-
lor de C calculado (0,3136) foi menor que o C tabelado (0,6152), de-
monstrando variancias equivalentes ao longo da faixa de trabalho.

A homocedasticidade dos dados também foi confirmada por meio
do Grafico de residuos (concentracao versus diferenca entre a res-
posta observada e o valor predito calculado pela equacao da reta
de regressao), apresentado na Figura 3B, que possui distribuicao
aleatoria em torno do zero, sem tendéncias, sendo independentes
e nao correlacionados, com pontos distribuidos aleatoriamente
em torno do zero, demonstrando que o método dos minimos qua-
drados utilizado para obtencao da equacéo da reta é adequado.
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Figura 2. Comparacao das curvas de recuperacao das concentracoes
teorica e experimental de iodo para os Grupos 1 e 2.
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Figura 3. (A) Curva de regresséo das concentragdes teorica e
experimental de iodo. (B) Grafico de residuos.

Limites de Deteccao e Quantificacdo

O LD realizado de forma visual revelou que a concentracao de
iodo de 1 mg/kg foi a menor concentracao que gerou coloracao e
foi adotada como limite de deteccéao pelo critério visual.

A concentracao de iodo de 2 mg/kg revelou DP = 0,14 e DPR = 7,15%
nas seis replicatas realizadas, menor do que DPR de 8% estabelecido
pela AOAC'™>'¢2 para concentracdo do analito de 1 ppm ou mg/kg,
demonstrando precisdo e exatidao aceitaveis. Utilizando-se o fator
k = 10 multiplicado pelo DP (0,145), obteve-se o LQ = 1,45, contudo
optou-se por adotar 2 mg/kg como LQ.

O limite de deteccao foi também calculado pelo desvio-padrao
da concentracao de iodo de 2 mg/kg (DP = 0,145), utilizando-se
fator k = 3, resultando em LQ de 0,43 mg/kg, sendo desconside-
rado por nao ter sido confirmado experimentalmente.
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Exatidao

A Tabela 2 apresenta os valores de recuperacao em porcenta-
gem, do Grupo 2, para os 8 niveis de concentracao de iodo,
de 2 a 100 mg/kg. A recuperacao variou de 98 a 101%, estando
dentro do critério de aceitacdo, segundo AOAC™>'%2  de 80 a
110% estabelecido para a faixa de concentracao do analito de
1 a 100 ppm (mg/kg).

Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio dos valores de
desvio-padrao relativo (DPR), apresentados na Tabela 2, para a fai-
xa de concentracao de iodo de 2 a 100 mg/kg, revelaram variacao
de 0,2 a 7,15%, demonstrando precisao do método conforme pre-
conizado na AOAC'™>'62| que apresenta como critério de aceitacdo
DPR < 8%, para concentracées do analito de 1 a 100 ppm (mg/kg).

Repetibilidade

0 limite de repetibilidade (r) foi calculado a partir do desvio-padrao
na concentracao de 2 mg/kg e foi estabelecido em 0,53 mg/kg.
Desta forma, optou-se por adotar o valor de 0,55 mg/kg como a
maxima diferenca permitida entre as triplicatas, em amostras de
rotina. Se a diferenca encontrada for maior que o limite de re-
petibilidade (r), os resultados apresentam diferenca significativa,
devendo ser descartados e a analise refeita’>'6.23,

Precisao Intermediaria

O estudo da precisao intermediaria foi realizado por trés ana-
listas diferentes, mesmos instrumentos e condi¢des de andlise,
em um mesmo dia, utilizando uma amostra de sal comercial.
Foram realizadas seis replicatas independentes por analista, to-
talizando 18 analises. As concentracdes médias de iodo por ana-
lista foram 28,70 mg/kg (DP = 0,22; CV = 0,78%); 28,85 mg/kg,
(DP = 0,24; CV = 0,82%); 28,68 mg/kg (DP = 0,22; CV = 0,78%)
para os analistas 1, 2 e 3 respectivamente.

A avaliacéo dos resultados por analise de varidncia (ANOVA)'3.16.23
apresentou p = 0,41, isto é, p > 0,05 revelando que nao houve
diferenca significativa entre os analistas.

Robustez

A Tabela 3 apresenta os resultados das combinacées dos fa-
tores avaliados nas condicées nominais e alternativas, para
sais com concentracdes de iodo de 27 mg/kg e 56 mg/kg. Os
valores limite foram 0,75 para 27 mg/kg e 0,44 para 56 mg/kg
e os valores de efeito de cada fator apresentaram-se abaixo
destes, indicando assim que nao houve influéncia em nenhum
fator estudado. O método demonstrou-se robusto mesmo em
sais com concentracao de iodo acima do limite superior per-
mitido pela legislacao.

INCERTEZA DE MEDICAO

O calculo da incerteza expandida do teor de iodo em sal foi
gerado apods levantamento das fontes de incerteza para esta
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Tabela 2. Médias das concentracdes de iodo experimental, com seus respectivos desvios-padrao, desvio-padrao relativo, variancia e recuperacao, nos

Grupos 1 e 2.

Concentracéo de iodo

Concentracdo de experimental* (mg/Kg) Desvio-padrao Desvio-padrao Relativo (%) Variancia Recuperagao (%)
iodo tedrico (mg/Kg)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo1 Grupo2 Grupo1 Grupo 2

2° 2,02 2,02 0,14 0,14 7,15 7,15 0,0210 0,0210 101 101
5 5,06 4,97 0,16 0,28 3,19 5,53 0,0261 0,0756 101 99
10 10,03 10,03 0,16 0,16 1,61 1,61 0,0261 0,0261 100 100
20 19,52 19,98 0,16 0,16 0,80 0,81 0,0243 0,0261 98 100
40 39,41 39,32 0,16 0,16 0,40 0,40 0,0243 0,0243 98 98
60 58,84 59,03 0,48 0,16 0,81 0,27 0,2296 0,0261 98 98
80 78,91 79,10 0,42 0,16 0,54 0,20 0,1792 0,0243 99 99
100 97,97 98,71 0,32 0,32 0,32 0,33 0,1008 0,1045 98 98

Grupo 1: branco do ensaio (agua) fortificado com iodato de potassio; Grupo 2: matriz sem analito (agua+cloreto de sodio) fortificado com iodato de potassio.
aNUmero de replicatas por nivel de concentracdo: n = 3; ®NUmero de replicatas: n = 6.

Tabela 3. Resultados do Teste de Youden para avaliagdo da robustez do método de iodo em sais comerciais com concentracao de 27 e 56 mg/kg.

Concentragdao média

Valor Limite

27 mg/kg 56 mg/kg 27 mg/kg 56 mg/kg

Fator Nominal Alternativo Nominal Alternativo 0,75 0,44 Efeito

Ala 27,66 27,46 55,98 55,83 0,20 0,14 sem efeito
B/b 27,61 27,50 55,99 55,82 0,11 0,16 sem efeito
C/c 27,61 27,50 55,94 55,87 0,11 0,07 sem efeito
D/d 27,65 27,47 55,80 56,01 0,18 0,21 sem efeito
E/e 27,65 27,47 55,94 55,87 0,18 0,07 sem efeito
F/f 27,58 27,54 55,88 55,93 0,04 0,05 sem efeito
G/g 27,59 27,53 55,95 55,86 0,06 0,09 sem efeito

Fatores: A/a = massa da amostra; B/b = volume de solugao de H,50,0,5 M; C/c = volume de solucao de iodeto 1%; D/d = volume de solucao de amido 1%;
E/e = volume aproximado de solucao de tiossulfato de sodio 0,005 M necessario para viragem no momento da adi¢cao da solucéo de amido; F/f = tempo

de dissolucao; G/g = tempo para titulacdo apds adicao de solucao de iodeto.

determinacao, relacionados aos componentes concentracao mo-
lar e volume da solugado de tiossulfato de sddio, massa molar do
iodo, massa da amostra e precisao intermediaria, apresentadas
na Tabela 4, conforme o Guia Eurachem™.

A incerteza expandida foi calculada pela multiplicacao do va-
lor da incerteza combinada pelo fator de abrangéncia, k = 2,04,
obtido utilizando a tabela de t Student com nivel de confianca
(95,45%) e o Veff (graus de liberdade efetivos) utilizando-se a
Equacao de Welch Sattethrwaite (Equacao 9)".

uz (y)
ef f N u? ( )

v,
i=1 !

(Equacao 9)

Calculou-se a incerteza combinada para o teor de iodo estabe-
lecido no limite maximo permitido na legislacdo em vigor, de
45 mg/kg. Para isto, foi necessario o calculo da concentracao
real de iodo, conforme Equacao 10.

(V; X Cps0,X MM, X 1000)

iodo
x Pl
m_ x k

Cioao (Mg/kg) = (Equacéo 10)

Utilizando-se os valores dos componentes da féormula, apresen-

tados na Tabela 4, a concentracao de iodo determinada foi de
45,41 mg/kg.
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Calculo da incerteza combinada (u,)

A Equacao 11 descreve o calculo da incerteza combinada (u )",
utilizando-se a incerteza padrao relativa de cada fonte de incer-
teza da Tabela 4.

<= i-\/(uw/ Xw,»)z * (U(CNa,x,o)/X(CNa,s,o))Z * (u(MMyodd/X(MM(ada))Z * (urma)/X(ma))Z + (u{Pl)/ x(pr))z
iodo

C

(Equacao 11)
Onde:

Uyn /x(w) = incerteza padrao relativa do volume de Na,S,0, (mL)

u(CNa,5,0,)/x(CNa,S,0,) = incerteza padrao relativa da concen-

tracdo molar Na,S,0, (mol/L)

U miodoy /X mmoaoy = iNCETteza padréo relativa da massa molar iodo

(g/mol)

Uiy /X mey = iNCETtEZA padrao relativa da massa da amostra (g)

(ma) (ma;

U g /X(P,) = incerteza padrao relativa da precisao intermediaria

Substituindo-se pelos valores das incertezas padrao relativa rela-
cionados na Tabela 4, temos:

c”‘ = 1\/ (0,0035729)2 + (0,0049262)* + (0,0000001)2 + (0,0000168)2 + (0,0079)2

iodo

u, = +0,0099721 x 45,41
u, = + 0,4527956 = + 0,45
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Tabela 4. Fontes de incerteza para o calculo da incerteza combinada e incerteza expandida na determinacao de iodo em sal.

. Grandeza Incerteza Padrdo Incerteza Padréao Relativa Graus de Porcentagem

Fontes de incerteza : e
(x) u(x) u,=u(x)/x liberdade de contribuigcéo

v, Volume de Na,$S,0, (mL) 4,10 0,014649 0,0035729 infinito 21,765
CNa,s,0,  Concentracao molar Na,S,0,(mol/L)  0,005236 0,000026 0,0049262 Infinito 30,008
MM, Massa molar iodo (g/mol) 126,90 0,000017 0,0000001 Infinito 0,001
m, Massa da amostra (g) 10,0000 0,000168 0,0000168 Infinito 0,103
PI Preciséo Intermediaria 1 0,007900 0,0079000 17 48,124

Calculo da incerteza expandida (U)
A Equacao 12 descreve o calculo da incerteza expandida (U)".

U = u_x Fator de abrangéncia (k) (Equacao 12)

U=0,45x2,06

U =0,93 mg/kg
Resultado final: 45,41 + 0,93 mg/kg

U (em porcentagem) = 2%

O estudo mostrou que o desempenho do método foi adequado
para determinacao de iodo, na forma de iodato, em sal, com li-
mite de deteccao de 1 mg/kg, limite de quantificacao de 2 mg/kg
com DPR de 7,15%, faixa linear de trabalho de 2 a 100 mg/kg,
linearidade r? de 0,99998, recuperacao de 98 a 101%, limite de re-
petibilidade de 0,55 mg/kg, precisdo intermediaria com p = 0,41
sem diferenca significativa entre analistas, robustez com efeitos
inferiores aos valores limite de 0,75 para sais com 27 mg/kg e 0,44
para sais com 56 mg/kg e definido o valor da incerteza de medicao
de 0,93 mg/kg, com nivel de confianca (95,45%).

Alguns trabalhos na literatura descrevem estudos da determinacao
de iodo em sal, utilizando técnicas instrumentais, como Cromato-
grafia liquida de alta resolucao com detector de arranjo de dio-
dos?*, Espectrofotometria com sistemas de analise por injecao em
fluxo® e Espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES)%, como métodos alternativos ao método
de titulacdo iodométrica abordado neste trabalho. Muitos desses
métodos necessitam de instrumentos mais onerosos, demandam
mais treinamento e tempo para realizar as determinacdes.

Estes trabalhos nao possuem todos os parametros de validacao
de acordo com orientacoes do INMETRO™. Sao citadas algumas
informacdes sobre o desempenho do método, como limites de
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