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WALIDACJA METODY OZNACZANIA JODU W  ZYWNOSCI
| MATERIALE BIOLOGICZNYM

Robert Ggsior, Marta Szczyputa

Instytut Zootechniki P@stwowy Instytut Badawczy, Centralne Laboratoriu2.083 Balice k. Krakowa

Scharakteryzowano metod oznaczania zawarfoi jodu w produktach
zywnaiciowych pochodzenia zwiecego i materiale biologicznym. Badania
walidacyjne przeprowadzono na 36 probkach mleka mgon9 prébkach mleka
w proszku, 21 prébkachoéltka, 20 probkach msa i 12 probkach osocza.
Powtarzalng¢ i odtwarzalngé metody nie przekraczaty 9% i 16%. Niepes¢no
metody (P< 0,05) uwzgidniajgca bkdy powtarzalnéci/odtwarzalngci, czystéci
wzorca, odzysku oraz szkta miarowego wynosita 2% (ktydywnaiciowe) i 16%
(osocze krwi). Granica oznaczeniasit@mwego w oznaczanym roztworze prébki
wynosita 0,009 ug jodu. Podczas wykonywania rutynovay@liz powinna by
sprawdzana powtarzaldgé, ktéra nie powinna przekraczgranicy powtarzalngci
wynoszcej 18% (produktgywnaiciowe) i 12% (osocze krwi).

Badania zawartei jodu w materiale zwieezym i raslinnym, a w szczegolriai
W zywnosci map istotne znaczenie viywieniu ludzi oraz zwierd i wptywaja na
ich zdrowie. Jod jest jednym z pierwiastkow odpalzialnych za regulagj
przemiany materii i elementem skladowym hormonéviwayzanych przez gruczot
tarczycy. Hormony tarczycy wptywgjprzede wszystkim na konteolprzemiany
tluszczéw i weglowodandw, a tate na uklad misniowy i nerwowy. Najwiksz
zawartdgcia jodu charakteryzyjsig produkty pochodzenia morskiego, w tym ryby,
a ponadto skorupiaki i rzaki. Wiadomo take, ze zrodtem tego pierwiastkaas
niektére wody mineralne, mleko i jego przetworyzjaja. Mimoze jod jest dé¢
powszechnie wygpujacym skladnikiem w zywnosci, a jego catodobowe
zapotrzebowanie przez cziowieka jest niskie (osuobioletnie i doroste — od 100 do
150 pg, kobiety w cizy — okoto 200ug), to ze wzgidu na substancje, ktére
ograniczaj przyswajalné¢ jodu, zawarte na przyklad w dimach kapustnych,
istnieje problem niedoboru tego pierwiastka. Polslezy do krajow, ktérych cate
terytorium jest ohgte niedoborem jodu, ale najbardziej jest to odciogvena
terenach goérzystych. Przeciwdziala ##mu prowadac profilaktyke zapobiegania
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schorzeniom tarczycy, polegagj na ustawowym jodowaniu soli stotowej, w celu
zwigkszenia pobrania jodu przez ludhocatego kraju. Jednak ujemne skutki
nadmiernego spgcia soli przez Polakéw zmuszago redukcji jej spaycia,

a w konsekwencji tale jodu. Rodzi to koniecz§é poszukiwania naturalnych,
spaywanych powszechnie produktéw zawiawgich jod, takich jak mleko i jego
przetwory (Brzéska i in., 2001; Brzoska, 2008; Bz i in., 2009). Zaburzenia na
tle niedoboru jodu najezciej prowadz do niedoczynnii tarczycy objawiajcej
sie wolem endemicznym, ognieniem rozwoju psychofizycznego oraz zikgzorn
smiertelndgcia wsrod dzieci.

Istnieje przynajmniej kilka metod oznaczania jodu,tym wykorzystujcych
technike ICP (Fecher i in., 1998), chromatogegjonowymienm (Hurst i in., 1983)
czy te technile aktywacji neutronowej (Xiaolin i in., 1998). Sprdwory i jedm
Z powszechniej stosowanych jest kinetyczno-kolotyyegna metoda oznaczania
tego pierwiastka z wykorzystaniem katalizowanejzegr jod reakcji Sandella—
Kolthoffa (Gérski i Bobek, 1960; Toledo i in., 2002Brak jest jednak publikaciji,
ktére przedstawiatyby charakterysgyktej metody z uwzghbnieniem takich
parametrow, jak: powtarzalég odtwarzalné, granica powtarzalroi, granica
oznaczenia iléciowego, odzysk, niepewifi Parametry te, ogdlnie opisane
w literaturze (Arendarski, 2003; Dobecki, 2004;idgh i in., 2000) s elementami
walidacji i majp na celu wykazanie popraw§td stosowanej metody zgodnie
z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej i wymagam normy PN-EN ISO/IEC
17025 (2005). Dodatkowym elementem walidacji jeswrriez wykonanie analiz
dostpnych materiatéw referencyjnych i oklenie odzysku jodu z badanej probki.
Niektére prace zawierajszczeg6towe opisy charakterystyki metod analitychn
oznaczeé w paszach zywnosci (Ake i in., 1998; Kramer i in., 1997; Butikofem.,
1991), ale nie obejmyj zagadni@ dotycacych szacowania niepevwsed.
Zagadnienia te asnatomiast omawiane w pracachdidra i in. (2005), @siora
i Pieszki (2006), Gsiora i Slusarczyk (2006), @siora i in. (2009). Badania
walidacyjne g niezwykle istotne, poniewapomagad lepiej pozna ograniczenia
danej metody. Na ich podstawie #na réwnie okresli¢ sposoby kontrolowania
jakosci wynikéw podczas wykonywania rutynowych analiz.

Celem pracy byla walidacja metody oznaczania jodu produktach
zywnosciowych pochodzenia zwieggego (mleko, miso, jaja) i materiale
biologicznym (osocze krwi).

W niniejszej pracy zwalidowano metodoolegajca na spaleniu materiatu
z dodatkiem wglanu potasu w piecu elektrycznym, rozpuszczenipigho
w kwasach i oznaczeniu jodu megodtinetyczno-kolorymetryczn z dodatkiem
wzorca wewRgtrznego.

Materiat i metody

Zasada walidowanej metody polega na wykorzystaatalizowanej przez jony
jodkowe (I) reakcji oksydacy]no redukcyjnej poagdlzy jonami ceru i arsenu,
opisywanej jako: 2Cé& + As® — 2 C€® + AS® a nasipnie oznaczeniu
zmieniajcej sk w czasie, ekstynkcji badanego roztworu przy déagfali 420 nm.
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Odczynniki i aparatura

Uzyto nastpujacych odczynnikéw: ZnS9x 7 H,O, NaOH, KCOs;, roztwor
arsenianu (Ill) sodu (POCH, Gliwice), HCI,,$00, (Chempur, Piekanglaskie),
(NH4)4Ce(SQ)4 x 2 HO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), standard jodu€idk,
Darmstadt, Niemcy). Przygotowano je w sposob pogemmgej:

a) 10% ZnSQ@x 7 HO (100 g ZnS@x 7 H,O /1000 ml HO),

b) 0,5 M NaOH (20 g NaOH / 1000 mL#),

c) 2 M Ky,CO; (27,64 g bezwodnego,KO; / 100 ml HO),

d) 2 M HCI (160 ml HCI stz. c. wt. 1,19 / 1000 ml D),

e) 3,5M HSO, (194 ml s¢z. H,SO, / 1000 ml HO),

f) H,SO, do ceru (230 ml 3,5 M $$0, rozcieiczono HO w kolbie do 1000 ml),

g) (NHy)4Ce(SQ)4 x 2 HO — siarczan (VI) cerowo (IV)-amonowy-dwuhydrat
rozpuszczamy w takiej ifgi H,SO, do ceru, aby 1 ml roztworu rozéezony
woda do 8 ml wykazywat na fotometrze ekstyrnkgikoto 0,7 (2,25 g ceru /
250 ml SO, do ceru),

h) roztwor arsenianu (1) sodu (3,51 g8g oraz 1,755 g NaOH rozgiezono
H,O w kolbie do 1000 ml),

i) roztwor wzorcowy jodu | : 100Qg J/ml (130,8 mg wysuszonego KJ cz.d.a

/100 ml HO),

j) roztwér wzorcowy jodu Il : Jug J/ml (5 ml roztworu | rozcieezono HO do
1000 ml),

k) roztwér wzorcowy jodu Il : 0,04g J/ml (4 ml roztworu Il rozcigczono

H,0 do 500 ml),
[) roztwér do rozciaczen : 2 ml 2M HCI + 2 ml 3,5M HSO, + 5 ml wody
redestylowanej + 1 ml 2 MO
Do analiz uywano wod& redestylowaa Roztwory wzorcowe | i |l
przechowywane w ciemni i w lodéwce byly trwate kilkmiestcy. Roztwor
wzorcowy jodu Il przygotowywano co miesi i réwniez przechowywano
w lodéwce (+2C do +8C). Ponadto, wykonywano konteobdczynnikéw. Roztwor
ZnSQ, x 7 HO sprawdzano w ten sposéie, 10 ml roztworu rozciezano wod do
objetosci 50-70 (ml) i miareczkowano 0,5 N NaOH w obewmdkilku kropel
fenoloftaleiny do barwy rfowej; na zmiareczkowanie potrzeba 10,8-11,2 mN),5
NaOH. Z kolei 2 M roztwér KCO; sprawdzano w ten sposéie do 1 ml tego
roztworu ostranie dodawano 2 ml 2 M roztworu HC| w obeéoo orarru
metylowego. Po wykonaniu tych czyrmico roztwér powinien mié kolor
pomaraczowy.
Oprécz  podstawowego  wypasmia laboratoryjnego  wykorzystano:
spektrofotometr, piec do spala regulacy temperatury, homogenizator, suszark
taznie wodm, wirdwke, liofilizator.

Przygotowanie prébki badanego materialu i préby slepej, oznaczanie

zawartosci jodu

Mieso do analizy mielono w mtynku i mieszano do jefednorodnienia i do
czasu analizy przechowywano w temperaturze oko8°Gl1 Mleko, jdli byto
przechowywane w zamtarce rozmrzano i mieszano pcikiem szklanym lub
homogenizowano w homogenizatorZéitka przed analigliofilizowano.
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Do probdéwek ogniotrwatych o pojem$w 25 ml pipetowano 7 ml wody,
dodawano 1 ml 10% ZnS& 7 H,O oraz 1 ml 0,5 M NaOH, po czym mieszano
precikiem szklanym. Koloidalp zawiesire Zn(OH), wirowano przez 5 min przy
3000 obr./min, ptyn znad osadu zlewano, dodawanenll®ody redestylowanej,
mieszano i wirowano. Osad przeptukiwano jeszcze kdwtoie. Do probowek
z osadem dodawano prapil ml mleka lub nawike probki statej w iléci 0,1 g do
0,2 g, w zalenoéci od spodziewanej zawakm jodu) oraz 1 ml 2 M KCOs. Po
wymieszaniu pgcikiem szklanym i sptukaniu go niewielkloscia wody, zawartét
probdéwki suszono przez 12 godzin, najpierw w te@sC, potem w temp. 100°C
(1 h) i 200°C (2 h). Stopniowe podnoszenie tenipeyama na celu zmniejszenie
strat jodu. Nasgpnie probk spalano w piecu (1,5 h, 250°C), po czym
kontynuowano spalanie podnasztemperatuy do 580°C = 20°C (3,5-4 h), do
uzyskania koloru szarego lub lekkottego. Po spaleniu prébkpozostawiano na
noc do ostudzenia, a ngshie ostranie zwilzano 1 ml wody, zobegjniano 2 ml 2
M HCI i po wymieszaniu ruchem kolistym dodawano 2315 M H,SO, i 5 ml
wody, po czym ponownie mieszano ¢gkiem szklanym). llé¢ ml, do ktorych
rozcienczono probk po spaleniu wynosi we: b=2 ml 2 M HCI + 2 ml 3,5 M
H,SO, + 6 ml wody redestylowanej=1@bliczenia). Préble wirowano przez 5 min
przy 4000 obr./min. W razie konieczwd roztwor dodatkowo rozciezano
(krotnaé¢ rozcieaczenia r, Obliczenia) za pomog wczeniej przygotowanego
roztworu do rozcigczen (l).

Na kazda probowle przygotowywano po dwie kolby Erlenmayera (25 rijip
kazdej z nich dodawano po 2 ml arsenianu (Ill) sddodatkowo przygotowywano
4 erlenmajerki z 2 ml arsenianu (lll) sodu wzé#tej, na prob $lepa. Do
nieparzystych kolbek dodawano po 1 ml wodys da parzystych po 1 ml roztworu
wzorcowego jodu Ill. Z probéwek po ostatnim wirowani ewentualnym
rozcieaczeniu odmierzano do kdej z kolbek po 4 ml cieczy sklarowanej nad
osadem¢, Obliczenia), a do kolb Erlenmayera na prdkiepa dodawano po 4 ml
roztworu do rozcigczenr (l). Zawart@é kolbek mieszano, wstawiano dozté
wodnej (25°C + 1°C), a po 30 min wykonywano ponsgektrofotometryczny.
Dokfadnie co minut dodawano do kolbek po 1 ml roztworu (NE3&(SQ)s X 2
H,O, mieszano i mierzono ekstynkgprzy diugdci fali 420 nm wobec kuwety
z wodh. Odczytywane warkei ekstynkcji to: E1 — dla kolbki z wadi E2 — dla
kolbki z roztworem wzorcowym jodu. Po idym pomiarze roztwér z kuwety
wylewano, a kolbk z reszi ptynu ponownie termostatowano wzta wodnej. Po
uptywie 30 min. od pierwszego odczytu mierzono pekfrofotometrze ekstynkgj
pozostatego ptynu w kolbkach i odczytywano ekstygke3 i E4 — dla kolbki
Z roztworem wzorcowym jodu.

Obliczenia
Ogolnie, zawart& jodu liczono wedtug wzoru:

J=Cx logE, —logE,
(logE, ~logE, )-(logE, -logE, )

przy czym:
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J = oznaczona w 4 ml probki wiej do analizy zawartg jodu w (@g),
C = stzenie jodu w roztworze wzorcowymnud/ml),
E; = ekstynkcja poctkowa probki bez roztworu wzorcowego,
E, = ekstynkcja poctkowa prébki z roztworem wzorcowym,
E; = ekstynkcja kacowa probki bez roztworu wzorcowego,
E4= ekstynkcja kacowa prébki z roztworem wzorcowym.
Ostatecza zawartd¢ jodu w mleku X (g/100 ml) lub w prébkach statych X’
(mg/kg) liczono wg wzoréw:

X:(J—J')X 100xb
axcx 001xR

X' =(J-J')x b Xr
axcx 001xR

gdzie:
a = ilos¢ probki wzkta do analizy (ml) lub (g),
b = ilos¢ (ml) mieszaniny, do ktérych rozdéiezono prébk po spaleniu,
¢ = ilos¢ (ml) ptynu pobranego do oznaczenia,
J’ = oznaczona zawaé®jodu wslepej probie |(g),
R = odzysk (%),
r = krotn@¢ rozcierczenia.
Je&li mas; probki statej (sypkiej) wyraa sk w mg (g,) oraz jéli bicwynosz
wedtug powyszej metodyki odpowiednio 10 ml i 4 ml, to zawéétgdu w probce
(ng/g lub mg/kg) wyraa sk wzorem:

(3-3)x__ 2500

8y X 001X R

Walidacja

Badania powtarzaldoi przeprowadzono na 86 podwojnych prébkach
produktowzywnosciowych pochodzenia zwiegzego i 12 probkach osocza krwi, tj.
mleka ptynnego svieze krowie mleko i pasteryzowane, zakupione w karbna
tacznie 36 szt.), mleka w proszku (9 sztditek jaj kurzych (21 szt.), rga (ryby,
migso piersiowe kurct i konserwy mgsne, 4cznie 20 szt.) i osocza krwi bydkj
(12 szt.). Badania odtwarzaku przeprowadzono na 24 prébkach produktow
zywnosciowych i 6 probkach osocza krwi przeanalizowanychowtorzeniu przez
dwie osoby w rénym czasie. Powtarzal&d (CVrep tab. 1) okrélano jako nie
mniejsz niz wspotczynnik zmiennii pojedynczych oznac#aeprzeprowadzonych
ta samy metody,, w badaniach identycznego materiatu, w tym samgiodatorium,
przez tego samego laboranta, w tym samym czasiéwa@zhlng¢ (CVreprod
tab. 1) okrélano jako nie mniejsz niz wspotczynnik zmienniei pojedynczych
oznacze przeprowadzonychytsam metod, w badaniach identycznego materiatu,
w tym samym laboratorium, przez dwoch laborantéw, réznym czasie.
Wspéitczynnik zmienniei CV, dlak probek analizowanych w powtérzeniach byt

liczony z wzoru:
>y,
CV,, =1~
k
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gdzie:
wspotczynnik zmienngi (CV,,) oznaczenia prébki w powtdrzeniu (n=2) obliczono
ze wzoru: sD
CV,, =100x—2
Xsi
gdzie:

SD,, — odchylenie standardowe z dwoch pomiaréw danejkpréb
Xsr—sérednia z dwoch pomiaréw danej prébki.

Jako kryterium powtérzenia oznaéze(granica powtarzalrgi) przyjeto
podwojony wspotczynnik zmiendo dla powtarzalngci. Wynik korygowano
o$lepa proke przez odicie jej od zawarteci jodu w badanej prébce, a grapic
oznaczalnéci Xoznwyznaczono z wzorXozn=nx SD, gdzieSD jest odchyleniem
standardowym zawaroi jodu w slepej prébie przeprowadzonej przez procedur
przygotowania prébki. Sprawdzono rowhieliniowos¢ zaleznosci  réznicy
logarytmow ekstynkcjiy=logE;-logEs od stzenia jodux dodanego do probowki
reakcyjnej.

Tabela 1. Parametry walidacyjne metody oznaczadiawzywnosci i osoczu krwi
Table 1. Validation parameters of the method ddirie determination in food and blood plasma

Przyjta Odtwa- Niepewnd¢
Powta- Odtwa- | powtarzalnéé rzalngié standardowa
rzalngé¢ | rzalna¢ /granica Pravi t; powtarzalnéci/
. Repeata-| Repro- | powtarzalnéci/ R odtwarzalnéci
Badany materiat . A Assumed
; bility ducibility Assumed Standard
Analysed material - rep rodu- i
CVrep | CVreprod | repeatability - uncertainty
L cibility o
Nlimit of of repeatability/
() () repeatability, reproducibility
(%) (%) bility/ (%) ducibili
(%) (u1%)
Zywnoé¢/Food:
mleko ptynne 55 15,8 9/18/ 16 11,3
liquid milk
mleko w proszku 7,7 6,7
powdered milk
z0ttka/yolks 8,0 8,1
mieso/meat 9,1 9,1
Osocze krwi 55 5,6 6/12/ 7 4,9

Blood plasma

Okreslono gtéwne czynniki niepewsoi (wyrazone w postaci wzgtinej, %),
takie jak: niepewn& powtarzalnéci/odtwarzalnéci (u1%), niepewn&é czystaci
zakupionego wzorcauR%) oraz niepewrdzi zwigzane z odzyskiem uB%)
i niedokladndcia pipet (14% oraz kolbek (5%), sktadajce s¢ na niepewns’
opisanej metody. Niepewsid przed ich ziaeniem wyraano jako niepewrigi
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standardoweu;% (poziom ufnéci 68%, 0,32). Standardoavniepewnd¢ ztozom
metodyu.% liczono w oparciu o zasagbropagacji niepewrsgi z wzoru:

U, % =\ U1%2 +U2%2 +Uu3%2 +ud%? +u5%?

Standardowa niepewfi® powtarzalnéci/odtwarzalnéci zawierajca wigkszasé
bteddw, w tym przygotowania prébki zdefiniowano jakie mniejsa niz wartas¢
wspotczynnika zmienrsoi sredniej arytmetycznej z analiz danej probki, przyr
za wspoiczynnik zmiensoi przyjeto warté¢ maksymala z powtarzalnéci
i odtwarzalndci. Dla analiz wykonywanych w powt6rzenin=) standardowa
niepewnd¢ powtarzalnéci/odtwarzalnéci wynosi:

Vodtw
r]1/2

Niepewndci standardowe dotygze czystéci wzorca oraz kywanych kolb
i pipet (tylko w czsci zwigzanej z obcizeniem, nie wtym w powtarzalnéci-
odtwarzalnéci) byly liczone na podstawie olglenych wartdci bledow
granicznychg; (wyrazonych w postaci wzgtinej, %). W przypadku kolbek i pipet,
wartaici @ byly szacowane na podstawie petgj w laboratorium procedury
kalibracyjnej i wynikajcych z niej zatéen. W przypadku czystmi wzorcow
wartaici g zostaty oszacowane na podstawie deklaracji pradac®rzy zatzeniu
0 symetrycznym rozkladzie prostgkym srednich wartéci mierzonych wokét
wartasci prawdziwej (hominalnej) w przedziale wyznaczongrreza;, niepewnéci
ui% 3 okreslane wzoremui% = & A3 (Ellison i in., 2000). W trakcie analizy
uzywano Kkilku pipet i kolbek, wgc czynnik niepewnsti zwiazany
z niedoktadnécia pipet oraz czynnik niepewsd zwiazany z niedokladnicia
kolbek liczono skladap poszczegodlne skladowe zgodnie z zasptbpagacii.
Niepewnd¢ odzysku liczono jako wspotczynnik zmierigbsredniej arytmetycznej
z wartgci odzyskéw wyznaczonych podczas walidacji. Niepei&rmetodyUc%,
po rozszerzeniu na 95% poziom ufoio(P<0,05), liczono mnic standardow
niepewnd¢ ztozona metodyu.% przez wspoétczynnik rozszerzeia2 (Ellison i in.,
2000).

Dodatkowym elementem walidacji bytlo poréwnanie Wgw uzyskanych
w analizach dwdch materatéw referencyjnych mlek@RB151, BCR 063R oraz
jednego materiatu referencyjnegoesa BCR-422 (European Commission, Institute
for Reference Materials and Measurements, Belgimmjartgciami referencyjnymi
przypisanymi tym materialom (5,35 pg/g suchej madyl pg/g i 4,95 ug/g,
odpowiednio dla: BCR 151, BCR 063R i BCR-422). Nalgtawie tych materiatow
oraz zastosowania metody dodatku wzorca jodu ddokprokreslono odzysk.
Wzorzec KJ dodawano do prébki na wczesnym etapigraygotowania (suszenie,
spalanie). W ramach batlaodzysku wykonanoatznie 29 analiz materiatow
referencyjnych i 36 analiz metadodatku wzorca.
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Wyniki

Podczas walidacji metody, na podstawie analiz r@dev o r&nych
zawartgciach jodu okrélono nastpujace zakresy oznaczania: od okoto 2,25 pg/100
ml do 111 pug/100 ml (mleko ptynne), od 0,3 puddég6 ng/g £éttka), od 0,1 ng/g
do 6 pg/g ( mleko w proszku), od 0,1 pg/g do 8y (mkso i konserwy misne)
iod 2,25 pg/g do 11 pg/g (osocze krwi). Graniczasvartéé jodu dapca sg
w sposGb wystarczajo pewny oznaczy odpowiada czterokrotnej wasto
odchylenia standardowego Sl2pej proby i wynosi 0,009 pg jodu w oznaczanym
roztworze.

Wartdsici dotyczice powtarzalngci, odtwarzalnéci, granicy powtarzalnei
i niepewnd¢ standardow powtarzalnéci/odtwarzalnéci zebrano w tabeli 1,
natomiast bugkt niepewnéci zawierajcy wszystkie poznane istotne czynniki
niepewndci, standardow niepewndé¢ ztozoma i niepewnd¢ ztozomg rozszerzoa
dla analiz wykonywanych w powtérzenin=2) w tabeli 2. Krzywa kalibracji
wykonana na podstawie spadzonych roztworéw wzorcowych jodu jest pepst
spetiajca rownanie funkcji liniowejy = ax+b (y jest r&nica logarytmdw
ekstynkcji pomiaréw na pogtku i po okrélonym czasie reakcji,x zawartgcia
jodu w badanym roztworze), z wastin kwadratu wspétczynnika korelacjf nie
mniejsz niz 0,99. Zakresy robocze oznafizedpowiadai zawartéciom jodu (ug
w oznaczanym roztworze) w zakresie od 0,004 do@,Ixdzysk okrdony na
podstawie analiz materiatdw referencyjnych i metdddatku znanej ikei wzorca
do probek badanych materiatdzywnosciowych byt bardzo podobny i wynosit
odpowiednio: 82%r{=29) i 85% (=36).

Tabela 2. Bugket niepewnéci standardowych oraz standardowa niepeéwzézonau2 (68%
poziom ufndci) i niepewnd¢ ztozona rozszerzond % (95% poziom ufnéci, k=2), n=2 *
Table 2. Standard uncertainty budget, combineddst@huncertainty, % (68% confidence level)
and combined expanded uncertaibt$o (95% confidence levek=2), n=2 *

Badany materiat| .. o % on % o % o % U %
Analysed materia| ul% u2% u3% u4% us% o (k=2)
Zywnosé/Food ** 11,3 0,3 5,8 2,5 0,3 13 26
Osocze krwi 4,9 0,3 5,8 2,5 0,3 8 16

Blood plasma

*  Wyjasnienia oznaczeznajduj si¢ w telécie rozdziatu Materiat i metody.

**  Niepewnadsci poszczeg6inych produktéizywnaosciowych nie przekraczaly wago podanych
w tabeli.

*  For explanations, see Material and Methods sectio

** Uncertainties of individual food products did nexceed the values given in the Table.
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Omowienie wynikow

Opisana i zwalidowana w niniejszej pracy metodahesdzo czuta. Pozwala ona
na ilosciowe oznaczenie zawastt jodu w 1 ml probki ptynnej nawet na poziomie
okoto 0,02 ug, a w 1 g prébki statej na poziomietok),07 ug.

Na niepewné& metody skiladaj sie gtowne czynniki niepewrigi, takie jak:
niepewnd¢ powtarzalnéci/odtwarzalnéci, niepewné¢ czystéci zakupionego
wzorca, niepewniti odzysku, a tale zwhzanej z niedoktadrigia (obchzeniem
rozumianym jako rénica medzy wartdcia rzeczywisi a wartdcia nominalry)
pipet i wytych do analizy kolb miarowych. Wgj wymienione elementy moa
potraktow& jako odebne czynniki niepewniti, ktdre wplywaj na zicons
niepewnd¢ metody. Pozostate elementy niepewsiozwiazane z precyaj pipet
i kolb miarowych, a tale precyzz wazenia zostaly ja uwzgkdnione
w powtarzalnéci-odtwarzalnéci i dlatego nie wchodizone do bugetu niepewngci
jako odebne jego czynniki (@sior i in., 2009). Takie pogbowanie jest zgodne
z uwagami Ellisona i in. (2000) o unikaniu podwdajoeliczenia sktadowych
niepewndci. Co wkcej, niepewng&t kalibracji (krzywej wzorcowej) rownie nie
jest wyszczegdlniona w buaecie niepewnéxi jako odebny element. Dzieje sitak
dlatego, bo opisana metoda polega na obliczaniwazzei jodu w odniesieniu do
dodanego wzorca do k@dej prébki (jest to integralna €& metody), a wic bkdy
zaleznosci sygnatu spektrofotometrycznego odzshia jodu take g juz zawarte
w powtarzalnéci/odtwarzalnéci. W niepewnéci powtarzalnéci/odtwarzalnéci
zawarta jest wiksza¢ bledow przygotowania probki i samego pomiaru
spektrofotometrycznego. Jednak istotne jest z®, bkdy te g automatycznie
uwzgkdnione w tej niepewngi tylko woéwczas, jeeli obliczane z dwdch
powtorzér wyniki dotycz oznaczé jodu w dwoch rownolegle nawwanych
prébkach. Gdyby bowiem prébka byla nawaa bez powtérze a otrzymany
roztwor przeznaczony do pomiaru spektrofotometrggen byt analizowany
dwukrotnie, to wtedy niepewdé powtarzalnéci/odtwarzalnéci obejmowataby
tylko blad samego oznaczenia na aparacigs{@ i in., 2007). Wymienione povigj
czynniki niepewnéci 51 najistotniejsze i wnoaz zgodnie z zasadpropagacii
Gaussa (Ellison i in., 2000), napkiszy wkiad w warté¢ niepewnéci metody dla
analiz wykonanych w jednym laboratorium. Niepewhanetody (R0,05) wraz
z wynikiem grednia z pomiardw) ma znaczenie praktyczne przg jeterpretacji
i okresla przedziat tolerancji w jakim powinnagsznalez¢ z prawdopodobigstwem
95% rzeczywista warfd wyniku oznaczenia. Niepewf® powinna by
kontrolowana przy kalej analizie prébek przez sprawdzanie powtarzaindtéra
nie powinna przekraczakreslonej w czasie walidacji granicy powtarzasod

Zalety opisanej procedury przygotowania probki i oznagafodu na
spektrofotometrze jest mlbwos$é zmiany czasu reakcji (gdzy pomiarami
spektrofotometrycznymi) oraz temperatury reakcjzaleznosci od zawartéci jodu
w prébce (im wiksza zawart® jodu tym krétszy czas reakcji i/lub zsza
temperatura). Trzeba Aejednak pamitac, ze nie naley razem spala probek
znacznie réniacych s¢ zawartdcia jodu, gdy jod z prébek o wiszej zawartéci
moze zaniecz§ci¢ probki z mad zawartdcia tego pierwiastka. Zwalidowana
metoda cechuje siwystarczajca wiarygodndcia oraz doktadnéria i precyzj, co
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zostalo potwierdzone wynikami walidacji. Naye wszake dodd&, ze podane
parametry charakterystyki ma@gic zmienig& w zaleznosci od zakreséw zawarloi
jodu i rodzaju oznaczanych materialéw, a niepei#nmoetody maéna zmniejszy
przez zwgkszenie ildci oznaczé przypadaicych na jeda probke (n>2).
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Zatwierdzono do druku 28 VI 2010

ROBERT GASIOR, MARTA SZCZYPULA
Validation of a method for determination ofiodine in food and biological material
SUMMARY

A method for determination of iodine content inraal food products and biological material
has been described. A validation study was condueith 36 samples of liquid milk, 9 samples of
powdered milk, 21 samples of yolk, 20 samples ofatmend 12 samples of blood plasma.
Repeatability and reproducibility of the method didt exceed 9% and 16%, respectively.
Uncertainty of the method {P.05), including errors of repeatability/reprodulifip, standard
purity, recovery and calibrated glassware was 26f4dod products and 16% for blood plasma.
The limit of quantitation in the sample solutionafsed was 0.009 g of iodine. During routine
analyses, the repeatability should not exceedithi¢é of repeatability of 18% for food products
and 12% for blood plasma.

Key words: validation, iodine, food, plasma



