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WALIDACJA SPEKTROFOTOMETRYCZNEJ METODY OZNACZANIA
JODU W MOCZU*

Robert Gasior
Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Centralne Laboratorium, 32-083 Balice k. Krakowa

Zwalidowano metode oznaczania zawartosci jodu w moczu. Badania przeprowadzono na
91 probkach, wykonujgc lgcznie 187 analiz. Powtarzalnosé i odtwarzalnosé metody nie
przekraczaly odpowiednio 6% i 8 %. Niepewnos¢ metody (P<0,05) uwzgledniajgca bledy
odtwarzalnosci, czystoSci wzorca, odzysku oraz szkta miarowego wynosita 15,2% (n =
2) i 18,9% (n = 1). Granica oznaczenia ilosciowego w oznaczanym roztworze probki
wynosita 12,5 ug/L. Podczas wykonywania rutynowych analiz powinien by¢ sprawdzany
wspolczynnik zmiennosci, ktory nie powinien przekraczac granicy powtarzalnosci wyno-
szgcej 12%.

Jod jest niezbednym pierwiastkiem dla ludzi i zwierzat, wptywajacym na wie-
le funkcji zyciowych. Nalezy do pierwiastkow odpowiedzialnych za regulacje
przemiany materii 1 jest elementem sktadowym hormonéw tarczycowych tyrok-
syny i tyroniny, ktore regulujg wszystkie szlaki przemiany materii oraz wywiera-
ja szczegblnie wazny wplyw na rozwoj uktadu nerwowego 1 mdzgu. Badania za-
warto$ci jodu w moczu maja istotne znaczenie dla realizacji profilaktyki jodowe;.
Przeprowadza si¢ je w ramach Programu Eliminacji Niedoboru Jodu (2006), co jest
zwigzane z faktem, ze Polska lezy w obszarze niedoboru jodu ze wzgledu na wias-
ciwosci geofizyczne szczegOlnie odczuwalne na terenach gorzystych. Glownym
objawem niedoboru jodu jest powstanie tzw. woli endemicznych pociagajacych za
sobg zwiekszong chorobowo$¢ gruczotu tarczycowego. W efekcie powoduje to op6z-
niony rozwoj psychomotoryczny u dzieci, obnizenie funkcji reprodukcyjnych oraz
wplyw na og6lny rozwoj intelektualny spoteczenstw (Program Eliminacji Niedo-
boru Jodu, 2006). W Polsce jod jest uzupeiniany przez wprowadzenie do spozycia
soli zawierajacej jego dodatek. Jednak w wyniku zapobiegania nadcis$nienia i miaz-
ty zwierzece, w tym mleko od kréw zywionych pasza wzbogacong w jod (Brzoska,
2008; Brzoska i in., 2009). Na podstawie wynikow badania jodu w moczu zwierzat
mozna okre$li¢ stopien pokrycia zapotrzebowania na jod, bioragc pod uwage ocze-
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kiwany poziom tego pierwiastka w produktach zwierzgcych. Dlatego tez Centralne
Laboratorium IZ PIB opracowato szybka metode analiz mleka na zawarto$¢ jodu,
wraz z Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i Dzia-
tem Zywienia Zwierzat Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawczego
biorac udziat w Programie Eliminacji Niedoboru Jodu. Efektem tej wspotpracy jest
réwniez wdrozenie przez Centralne Laboratorium opisanej tutaj metody oznaczania
jodu w moczu i jej walidacja zgodnie z wymaganiami normy PN-EN ISO/IEC 17025
(2005).

Znane s3 jodometryczne metody oznaczania jodu, zalecane przez ICCIDD (In-
ternational Council for Control of lodine Deficiency Disorders, Dearth-Wesley 1 in.,
2004), czy inne, wykorzystujace techniki ICP, chromatografii jonowymiennej i ak-
tywacji neutronowej (Fecher i in., 1998; Hurst i in., 1983; Xiaolin i in., 1998). Jed-
nak sprawdzong i czgsto stosowang jest metoda oparta na reakcji Sandella-Kolthoffa
(Sandell i1 Kolthoff, 1937; Gnat i in., 2003; Gorski i Bobek, 1960). Tego typu me-
tody dotyczace oznaczania tego pierwiastka w zywnosci zostaty juz przez Centralne
Laboratorium zwalidowane (Gasior i Szczypula, 2010). Brak jest jednak publikacji
dotyczacych walidacji takiej metody w odniesieniu do moczu, przedstawiajacej cha-
rakterystyke z uwzglednieniem takich parametréw, jak: powtarzalno$¢, odtwarzal-
no$¢, granica powtarzalnos$ci, granica oznaczenia ilo§ciowego, odzysk, niepewnos$¢.
Parametry te, ogdlnie opisane w literaturze (Dobecki, 2004; Ellison i in., 2000) sa
czgsto stosowane przez laboratoria akredytowane, pracujace zgodnie z wymaganiami
normy PN-EN ISO/IEC 17025 (2005) i utatwiaja poznanie ograniczen metody.

Celem pracy byta walidacja prostej spektrofotometrycznej metody oznaczania
zawartosci jodu w moczu w oparciu o reakcj¢ Sandella-Kolthoffa, po mineralizacji
probki z nadsiarczanem amonu (Pino i in., 1998). Metoda obejmuje rzadko opisywane
zagadnienie dotyczace szacowania niepewnosci 1 uzupehnia zakres analiz w systemie
zarzadzania Centralnego Laboratorium.

Material i metody

Metoda polega na mineralizacji badanego materialu w nadsiarczanie amonu
w temp. 91-95°C i spektrofotometrycznym oznaczeniu zawartosci jodu, wykorzystu-
jacym reakcje:

Ce™ + Ast —+ 2 Ce™ + As™

Odczynniki i aparatura

Uzyto nastgpujgcych odczynnikow: NaCl (POCH, Gliwice), H,SO, (Chempur,
Piekary Slgskie), (NH,),S,0, i (NH,),Ce(SO4), x 2 H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), As,O, (VEB Jenapharm-Laborchemie Apolda, GDR) standard jodu (Merck,
Darmstadt, Niemcy). Przygotowano je w sposéb podany ponizej:

a) roztwor nadsiarczanu amonu: 228,2 g (NH,), S,O, /L H,O, przechowywany
w ciemnosci jest trwaty 6 miesigcy,

b) kwas arsenowy: 5 g As O, +25 g NaCl+ 200 ml SN H,SO, /L H,0, przechowy-
wany w ciemnosci jest trwaly 6 miesigcy,



Spektrofotometryczna metoda oznaczania jodu w moczu 289

c) siarczan (VI) ceru (IV)amonu: 24 g siarczanu ceru amonu (NH,),Ce(SO,),/
/L 3,5 NH,SO, (przyrzadzony co najmniej 24 h przed uzyciem, podczas przechowy-
wania w ciemnosci jest trwaly 6 miesigcy),

d) roztwor standardu jodu A (100 pg/ml): 0,168 g K10,/ H20, przechowywany
w lodoéwce jest trwaty przez 6 miesiecy,

e) roztwor standardu jodu B (0,5 pg/ml): 0,5 ml roztworu A /100 ml H,O, prze-
chowywany w lodowce jest trwaly przez 1 miesigc.

Odczynniki byty klasy cz.d.a lub wyzszej. Uzywano wody redestylowane;.

Oprocz podstawowego wyposazenia laboratoryjnego wykorzystano: spektrofo-
tometr UV-VIS (Beckman 640 DU, USA), termostat Peltiera na kuwety do ozna-
czen spektrofotometrycznych, blok grzejny do mineralizacji z otworami na probow-
ki 13x100 mm z mozliwo$ciag wyboru temperatury grzania do 110°C i stabilno$cia
temperatury okoto 0,1°C, probowki 13x100 mm z zakrgcanymi korkami (SHOTT,
Merck), wytrzasarka typu vortex.

Procedura przygotowania prébki i oznaczania zawartosci jodu

Dostarczong probke materialu do czasu analizy przechowywano w zamrazar-
ce. Przed analizg probke rozmrazano 1 doktadnie mieszano tuz przed pobraniem, by
ewentualny osad zostal réwnomiernie rozmieszczony w probcee. 250 pl probki moczu
pipetowano do probowki 13 x 100 mm, dodawano 1 ml roztworu nadsiarczanu amonu
1 po zakreceniu probowki mieszano. Po ogrzaniu w bloku grzejnym w temperaturze
91-95°C i schtodzeniu do temperatury pokojowej, dodawano 3,5 ml kwasu arsenowe-
g0, mieszano i pozostawiano na 15 minut. Nastgpnie wykonywano pierwszy pomiar:
w 60 sekundowych odstepach czasu do kazdej proboéwki dodawano po 400 pl roz-
tworu siarczanu(VI) cerowo(IV)-amonowego, ponownie mieszano i po przelaniu do
kuwety pomiarowej mierzono ekstynkcje poczatkowg (E1) przy dlugosci fali A=420
nm, umieszczajac nastepnie kuwete w termostacie Peltiera (250C). Doktadnie po 30
minutach od dodania do pierwszej probowki roztworu siarczanu (VI)cerowo(IV)-
amonowego wykonywano drugi pomiar (ekstynkcja koncowa E2, A=420 nm). Sukce-
sywnie co 60 sekund odczytywano ekstynkcje E2 pozostatych prob.

Roztwory wzorcowe przygotowano pipetujac w powtorzeniu 0, 10, 75, 150 pl
roztworu standardu jodu B, do 8 probowek zawierajacych odpowiednio 250, 240,
175, 100 pl wody, tak aby otrzymaé w kazdej probdwce taczna objegtosé roztworu
wynoszacg 250 pl. Stezenia jodu w roztworach wzorcowych wynosity odpowied-
nio: 0, 20, 150, 300 pg/L. Stanowity one podstawe do wykreslenia krzywej kalibracji
(4 punkty kalibracyjne). Do tak wstepnie przygotowanych roztworow wzorcowych
dodawano 1 ml roztworu nadsiarczanu amonu i dalej postgpowano analogicznie jak
w przypadku probek.

Obliczenia
Zawarto$¢ jodu w moczu I (ug /L) obliczono z wzoru 1:

1= [a(logEl —log E2) + b] % ¢ Q)

gdzie: E1 1 E2 to odpowiednio ekstynkcja poczatkowa i koficowa probki, a, b to

wspolezynniki krzywej kalibracji (slope and y-intercept, odpowiednio), ¢ — rozcien-
czenie. Zawarto$¢ jodu mozna rdwniez odczytac z krzywej wzorcowe;.
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Walidacja

Badania powtarzalnosci i odtwarzalnosci przeprowadzono na 73 i 18 probkach
moczu, odpowiednio, wykonujac tacznie 187 analiz. Powtarzalnos¢ % (tab. 1) okre-
$lano jako nie mniejsza niz skumulowany wspodtczynnik zmienno$ci pojedynczych
oznaczen przeprowadzonych tg samg metoda, w badaniach identycznego materiatu,
w tym samym laboratorium, przez tego samego laboranta, w tym samym czasie. Od-
twarzalno$¢ % (tab. 1) okreslano jako nie mniejsza niz skumulowany wspotczynnik
zmiennosci pojedynczych oznaczen przeprowadzonych ta samg metoda, w badaniach
identycznego materialu, w tym samym laboratorium, przez dwdch laborantéw, w roz-
nym czasie. Skumulowany wspétczynnik zmiennosci CV, —~dla m probek analizo-
wanych w n powtorzeniach byt liczony z wzoru 2, gdzie CV , jest wspotczynnikiem
zmienno$ci oznaczenia danej probki w powtorzeniu (n = 2):

>C Vn 22
Vor= N 2)

Jako kryterium powtorzenia oznaczen (granica powtarzalnosci) przyjeto podwo-
jony wspotczynnik zmienno$ci dla powtarzalnodci. Odzysk okre§lono przez po-
réwnanie wynikéw analiz materialu referencyjnego (Seronorm Trace Elements
Urine, Billingstad, Norwegia) z warto$cig referencyjng (304+34, pg/L). Granice
oznaczenia ilosciowego (ang. LOQ, Limit Of Quantification) wyznaczono z wzoru
LOQ=10 x SD, gdzie SD jest odchyleniem standardowym zawarto$ci jodu w $le-
pej probie, odpowiadajacej zerowemu punktowi kalibracyjnemu (patrz: Procedura
przygotowania probki i oznaczania zawartosci jodu). Sprawdzono réwniez liniowos¢
krzywej kalibracji i okreslono jej zakres roboczy.

Okreslono glowne skladowe niepewnos$ci metody (wyrazone w postaci wzglednej,
%), takie jak: niepewnos$¢ odtwarzalnosci (u#1%), niepewnos¢ odzysku (#2%) oraz
niepewnos$¢ czystos$ci zakupionego wzorca (#3%) i niepewno$¢ zwigzana z niepo-
prawnoscig (poprawnosc¢=trueness jest zdefiniowana w przewodniku VIM (ISO IEC
Guide, VIM, 2007) i opisana w pracy Hauck i in. (2008) pipet (u4%) oraz kolbek
(u5%). Niepewnosci przed ich ztozeniem wyrazano jako niepewnosci standardowe
u% (poziom ufnosci 68%, P<0,32). Standardowg niepewno$¢ ztozong metody u %
liczono w oparciu o zasad¢ propagacji niepewnosci z wzoru 3:

u % = \j ul% +u2% + u3% + ud%’ + u5% 3)

Standardowa niepewno$¢ odtwarzalnosci (ul%) zawierajacg wigkszos¢ biedow,
w tym przygotowania probki, zdefiniowano jako odtwarzalno$¢ % podzielong przez

pierwiastek z n analiz danej probki (wzor 4):
Odtwarzalnosé % @

ul% =
\n

Niepewno$¢ standardowa odzysku przyjeto jako nie mniejszg niz wspdtczynnik
zmiennosci Sredniej arytmetycznej z wartosci odzyskow wyznaczonych podczas wa-
lidacji. Niepewnosci standardowe dotyczace czysto$ci wzorca oraz uzywanych kolb
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i pipet (ale tylko w czg$ci wynikajacej z niepoprawnos$ci zwigzanej z obcigzeniem,
nieujetym w powtarzalnosci i odtwarzalnos$ci) byty liczone na podstawie okreslonych
wartoSci bledow granicznych a, wyrazonych w postaci wzglednej, %. W przypadku
kolbek i pipet, wartosci a, byly szacowane na podstawie przyjetej w laboratorium
procedury kalibracyjnej i wynikajacych z niej zatozen, a w przypadku czystosci wzor-
coéw na podstawie deklaracji producenta. Przy zatoZeniu o symetrycznym rozktadzie
prostokatnym $rednich wartosci mierzonych wokot warto$ci nominalnej w przedziale
WyzNnaczonym przez a, niepewnosci u % sg okreslane wzorem u %= a, /3 (Ellison
i1in., 2000). W trakcie analizy uzywano kilku pipet i kolbek, wiec czynnik niepewno-
$ci zwigzany z niepoprawnoscig pipet i kolbek liczono sktadajac poszczeg6lne skta-
dowe zgodnie z zasadg propagacji. Niepewno$¢ metody U % (poziom ufnosci 95%,
P<0,05) liczono mnozac standardowg niepewnos¢ ztozong metody u % przez wspot-
czynnik rozszerzenia k=2 (Ellison i in., 2000). Niepewnosci u %6 i U % okreslono dla
n=2in=1.

Wyniki

Wartosci dotyczace powtarzalnosci i granicy powtarzalnosci oraz odtwarzalno$ci
zebrano w tabeli 1. ROwniez w tej tabeli umieszczono budzet niepewnosci zawierajacy
wszystkie poznane istotne czynniki niepewnos$ci, wraz z standardowag niepewnoscia
ztozong i rozszerzong niepewnoscia ztozong, dla analiz powtorzonych i bez powtorzen
(n=21n=1). Obliczony doktadnie odzysk okreslony metodg poréwnania z warto$cig
referencyjng referencyjnej probki moczu wynosit okoto 97,8 %. LOQ odpowiadajacy
granicznej zawartosci jodu dajacej si¢ w sposob wystarczajaco pewny oznaczy¢ od-
powiada dziesigciokrotnej warto$ci odchylenia standardowego $lepej proby 1 wynosit
12,5 pg/L moczu. Krzywa kalibracji wykonana na podstawie sporzadzonych roztwo-
réw wzorcowych jodu jest prosta spetniajaca liniowa zalezno$¢ miedzy zawarto$cia
jodu w badanym roztworze a réznicg logarytmow ekstynkcji pomiaréw na poczatku
1 po okreslonym czasie reakcji, charakteryzujaca si¢ wspolczynnikiem determinacji
r? nie mniejszym niz 0,99. Zakres roboczy krzywej kalibracji odpowiadat stezeniom
analizowanych roztworéw w zakresie od 12,5 do 300 (ng/L)

Tabela 1. Parametry walidacyjne metody oznaczania jodu w moczu
Table 1. Validation parameters for urinary iodine determination method

Granica powtarzal-
Powtarzalnos¢ nosci Odtwarzalno$¢ Odzysk (SD)
Repeatability Limit of repeatability| ~ Reproducibility Recovery (SD)
(%) (%) (%) (%)
6,0 12,0 8,0 97,8 (2,2)
ul% * u2% * u3% * ud% * u5% * u_ %* U, %* (k=2)
n=2/n=1%* n=2/n=1** n=2/n=1%*
5,7/8,0 3,0 29 2,8 04 7,6/9,5 15,2/18,9

* Wyjasnienia znajduja si¢ w tekscie podrozdziatu Walidacja w rozdziale Material i metody.
** n — liczba powtorzonych analiz jednej probki.

* For explanations see Validation under Material and methods.

** n — number of repeated analyses of one sample.
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Oméwienie wynikow

Opisana i zwalidowana w niniejszej pracy metoda jest powtarzalna, odtwarzalna
i cechuje si¢ niskg wartoscig LOQ. Pozwala ona na iloSciowe oznaczenie niewielkich
iloéci jodu, nawet na poziomie 12,5 pg/L, przy czym w praktyce zawarto$ci jodu w
moczu byty wicksze niz 20 pg/L. Warto$¢ odzysku okreslonego w tej pracy byta bar-
dzo wysoka i, uwzgledniajac niepewnosci materiatu referencyjnego i odzysku, prak-
tycznie wynosita 100%. W zwigzku z tym nie korygowano wyniku surowego (wzor 1
nie zawiera wspotczynnika korekcyjnego wynikajacego z odzysku). W pracy wezes-
niejszej (Gasior i Szczyputa, 2010) odzyski okreslone dla oznaczen jodu w zywnosci
i krwi byly nizsze, co nalezy ttumaczy¢ bardziej skomplikowanym przygotowaniem
probek tych materialow (bardziej ztozona matryca probek) do analizy, niz ma to miej-
sce w przypadku moczu. Rowniez wzglednie niskie wartosci powtarzalno$ci i odtwa-
rzalno$ci nalezy wigzaé z prostym sposobem przygotowania probek.

Na niepewnos$¢ metody sktadaja si¢ gtowne czynniki niepewnosci, takie jak: nie-
pewnos¢ odtwarzalno$ci, niepewnos$¢ odzysku i czystosci zakupionego wzorca, a tak-
7e niepewno$¢ zwigzana z niepoprawnoscia (tzn. obcigzeniem rozumianym jako roz-
nica migdzy warto$cig rzeczywista a warto$cia nominalna) pipet i kolb miarowych.
Wyzej wymienione elementy mozna potraktowaé jako odrebne czynniki niepewno-
sci, ktore wptywaja na ztozong niepewno$é metody. Pozostate czynniki zwigzane
z precyzja pipet i kolb miarowych, a takze precyzja wazenia zostaly juz automatycz-
nie uwzglednione w odtwarzalnosci i dlatego nie wchodzg one do budzetu niepewno-
$ci jako odrebne jego czynniki (Ellison i in., 2000; Gasior i in., 2009). Podobnie jest
w przypadku niepewnoS$ci krzywej kalibracji, gdyz z kazda seria analiz sporzadza sig¢
osobng krzywa, a to powoduje, ze btedy z nig zwigzane sg juz ujete w odtwarzalnos$ci.
W ten sposob niepewno$¢ odtwarzalnosci staje si¢ podstawowym czynnikiem, maja-
cym najwickszy wklad w catkowita niepewno$¢ ztozong. Niepewnos¢ odtwarzalnosci
zawiera przede wszystkim bledy przygotowania probki i samego oznaczenia spek-
trofotometrycznego, ale btedy te sa automatycznie uwzglgednione w tej niepewnosci
tylko wowczas, jezeli obliczane z dwdch powtdrzen wyniki dotyczg oznaczen jodu w
dwadch rownolegle nawazonych probkach. Gdyby probka byta nawazona bez powto-
rzen, a jej roztwor byt analizowany dwukrotnie, to wtedy niepewno$¢ odtwarzalnosci
obejmowataby tylko btad samego oznaczenia na aparacie, a nie catego procesu przy-
gotowania probki (Gasior i in., 2007; Gasior i Szczyputa, 2010). Wymienione wyzej
niepewnosci: odtwarzalnosci (ul%), odzysku (42%), czysto$ci zakupionego wzorca
(u3%) oraz niepoprawnosci pipet (u4%) i kolbek (45%), wnosza, zgodnie z zasada
propagacji Gaussa, najwickszy wkiad w wartos¢ niepewnos$ci metody dla analiz wy-
konanych w jednym laboratorium, a rozszerzona niepewno$¢ metody U % (P<0,05),
okresla przedzial tolerancji w jakim powinna si¢ znalez¢ z prawdopodobienstwem
95% rzeczywista warto$¢ wyniku oznaczenia. Niepewno$¢ powinna by¢ kontrolo-
wana przy analizie kazdej probki poprzez sprawdzanie w warunkach powtarzalnosci
wspotczynnika zmiennosci pojedynczych oznaczen, ktory nie powinien przekraczaé
okreslonej w czasie walidacji granicy powtarzalnosci.

Wyniki walidacji §wiadcza o tym, Ze opisana w tej pracy metoda jest wiarygodna,
doktadna i precyzyjna. Doda¢ jednak nalezy, ze podane parametry charakterystyki
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moga si¢ nieco zmienia¢ w zaleznoS$ci od zakreso6w zawarto$ci jodu i rodzaju matrycy
(nietypowa probka), a niepewno$¢ metody mozna zmniejszy¢ przez zwiekszenie ilo-
$ci oznaczen przypadajacych na jedng probke (n>2).
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Validation of a spectrophotometric method for urinary iodine determination
SUMMARY

A method for urinary iodine determination was validated. The study was conducted with 91 samples
subjected to 187 analyses. Repeatability and reproducibility of the method did not exceed 6% and 8%,
respectively. Method uncertainty (P<0.05), which accounted for errors of reproducibility, standard purity,
recovery and volumetric glassware was 15.2% (n=2) and 18.9% (n=1). The limit of quantitation in the
analysed sample solution was 12.5 pug/L. The coefficient of variation, which should not exceed the repeat-
ability limit of 12%, should be checked during routine analyses.
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